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RESUME

Parmi les défis majeurs de la recherche en cancérologie, le développement de résistance aux
thérapies conventionnelles ainsi que le fort taux de mauvais répondeurs restent des
problémes de taille dans la prise en charge des patients. Ainsi, dans le but de rechercher des
nouvelles stratégies thérapeutiques dans le cancer colorectal et le cancer du sein triple négatif
(CSTN), nous nous sommes intéressés au potentiel de deux molécules : le H89 et le glyceryl
trinitrate (GTN). Le premier est un inhibiteur de kinases a large spectre, ayant déja montré un
potentiel antitumoral in vitro, tandis que le deuxiéme est un donneur de monoxyde d’azote
(NO) ayant également un potentiel anti-cancéreux. Nos études voient |'utilisation du H89 en
tant gu’'immunomodulateur a activité antitumorale dans le cancer colorectal, et le GTN dans

la modulation de la voie de la cytokine IL-6 dans le CSTN.

Cancer colorectal : nos résultats montrent que le H89 a une activité prophylactique et

antitumorale dans nos modeéles de cancer colorectal chez la souris. De plus, ces effets
impliquent I'activation des cellules immunitaires in vivo a activité antitumorales comme les
lymphocytes (LT) CD8* cytotoxiques, ainsi que les LT CD4* Th1 et les cellules NK. Nos résultats
in vitro confirment un effet activateur direct du H89 sur les LT, ainsi qu’une capacité a moduler
les points de contréle immunitaires impliqués dans leur épuisement. Nous montrons
également un impact de la molécule sur I'inhibition de la phosphatase PP2A et I'activation de
la kinase Akt, mécanismes fondamentaux dans l'activation lymphocytaire. De plus, nous
montrons que le récepteur IL-15RA est impliqué dans I'effet antitumoral du H89, suggérant

I'importance de cette voie dans le processus.

CSTN : dans nos modeles de CSTN, le GTN est capable d’inhiber la voie de la cytokine IL-6
induite par une chimiothérapie conventionnelle, le carboplatine. L’inhibition de la voie de I'IL-
6 se fait via la S-nitrosylation de JAK2, une modification post traductionnelle induite par le NO
libéré par le GTN. De plus, le GTN bloque la migration et I'invasion des cellules cancéreuses in
vitro tout en diminuant I'expression des marqueurs de Ila transition épithélio-
mésenchymateuse induite par le carboplatine. Enfin, nous montrons que le GTN seul est

capable de diminuer le développement des métastases pulmonaires in vivo.

Mots clés : thérapies innovantes ; cancer colorectal ; cancer du sein triple négatif ; H89 ; GTN.
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ABSTRACT

Among the major challenges in cancer research, the development of resistance to
conventional therapies, as well as the high rate of poor responders, remain major problems
in the management of cancers patients. Thus, in order to find new therapeutic strategies in
colorectal cancer and triple-negative breast cancer (TNBC), we focused on the potential of two
molecules: H89 and glyceryl trinitrate (GTN). The first is a broad spectrum protein kinase
inhibitor, which has already shown antitumor potential in vitro, while the latter is a nitric oxide
(NO) donor that also has antitumor potential. Our studies reveal the use of H89 as an
immunomodulator with an antitumor activity in colorectal cancer, and GTN in the modulation

of the IL-6 signaling pathway in TNBC.

Colorectal cancer : Our results show that H89 has prophylactic and antitumor activity in our

mouse colorectal cancer models. Moreover, these effects involve the activation of immune
cells with antitumor activity such as cytotoxic CD8+ lymphocytes (LT), as well as CD4+ Th1 LT
and NK cells in vivo. In vitro results confirm a direct activating effect of H89 on LT, as well as
an ability to modulate the immune checkpoints involved in their exhaustion. We also show an
impact of our agent on the inhibition of PP2A phosphatase and the activation of Akt kinase,
both involved in lymphocyte activation. Furthermore, we show that the IL-15RA receptor is
involved in the antitumor effect of H89, suggesting the importance of this pathway in the

process.

TNBC : In our CSTN models, GTN is able to inhibit the IL-6 cytokine pathway induced by a
conventional chemotherapy, carboplatin. Inhibition of the IL-6 pathway occurs via JAK2 S-
nitrosylation, a NO-induced post-translational modification. In addition, GTN blocks cancer
cell migration and invasion in vitro by decreasing the expression of epithelial to mesenchymal
transition markers induced by carboplatin. Moreover, GTN alone is able to decrease the

development of lung metastasis in vivo.

Keywords : innovative therapies ; colorectal cancer ; triple-negative breast cancer ; H89 ; GTN.
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AVANT-PROPQOS

Le cancer est un probleme de Santé Publique majeur en France, avec 382 000
nouveaux cas recensés en 2018, tous cancers et tous sexes confondus (Santé Publique France).
La majorité des traitements anti-cancéreux actuellement disponibles présentent de nombreux
points faibles, soit pour leur toxicité et leur manque de spécificité (comme dans le cas de la
chimiothérapie), soit par la résistance innée de certains patients, I'acquisition de résistances
secondaires ou un faible nombre de bons répondeurs (ce qui est le cas des thérapies ciblées
et de I'immunothérapie) (Bashraheel, Domling and Goda, 2020; Carter, 1984; Trapani and
Darcy, 2017). Le but actuel de la recherche en cancérologie est de développer des nouvelles
stratégies thérapeutiques afin d’améliorer la prise en charge des malades. Parmi les voies de
prolifération constitutivement activées dans les cellules tumorales, nous retrouvons celle de
la cytokine IL-6, activant la voie JAK2/STAT3, souvent associée a un mauvais pronostic dans
des nombreux cancers. En effet, I'activation de cette voie induit la prolifération des cellules
cancéreuses, ainsi que l'invasion et la formation de métastases, mais également l'inhibition
de la réponse immunitaire antitumorale (Johnson, O'Keefe and Grandis, 2018). Une parmi les
voies primordiales dans I'activation de la réponse cellulaire T contre la tumeur, est celle de la
kinase Akt. La phosphorylation d’Akt, induit I'activation lymphocytaire et une réponse
cytotoxique de ces derniers contre les cellules cancéreuses. Or, les cellules tumorales inhibent
I'activation des lymphocytes T via différents mécanismes qui, entre autres, bloquent la
phosphorylation d’Akt (Parry et al., 2005). Les protéines kinases jouent un role primordial dans
les mécanismes de développement tumoral, que ce soit du c6té lymphocytaire avec la kinase
Akt, ou du coté des cellules cancéreuses avec la kinase JAK2 activée via I'IL-6. Nous nous
sommes intéressés a mieux comprendre le mécanisme d’action cellulaire et moléculaire de
deux molécules, le H89 et le glyceryl trinitrate (GTN) dans le but d’apporter de nouvelles
solutions pour le traitement des cancers. Ce travail repose sur I'étude des propriétés

antitumorales de ces deux molécules résultant de leur capacité a inhiber certaines kinases.

Dans la premiére partie de ce manuscrit, je développerai le role d’une petite molécule
inhibitrice de kinases, le H89, ayant montré un effet antitumoral in vivo, en induisant le

recrutement au sein de la tumeur des cellules immunitaires a activité antitumorale, ainsi que



leur activation, dans un modeéle de cancer colorectal. De plus, les mécanismes moléculaires
associés a l'effet du H89, montrent une activation de la kinase Akt, indispensable dans

I'activation lymphocytaire.

Dans la deuxieme partie, nous nous sommes focalisés sur la voie de la cytokine IL-6,
activant la kinase JAK2 et induisant la prolifération des cellules tumorales. Nous avons montré
gu’un donneur de monoxyde d’azote (NO), le GTN, était capable d’induire des modifications
post-traductionnelles sur la kinase JAK2, en empéchant |'activation de la voie, ainsi que la

capacité invasive et la formation des métastases dans le cancer du sein triple négatif.



INTRODUCTION GENERALE

1. LECANCER

Le terme « cancer » inclut un groupe de maladies qui se caractérise par la prolifération
incontrolée de cellules anormales au sein d’un tissu sain de I'organisme et qui acquierent des
caractéristiques particulieres, absentes dans les cellules saines. Ces caractéristiques
différencient le cancer, qui est une lésion maligne, des tumeurs bénignes, ou nous retrouvons
uniguement la prolifération anormale de cellules saines au sein d’un tissu sans pour autant

avoir un phénotype cancéreux et invasif.

Hanahan & Weinberg ont décrit les caractéristiques des cellules cancéreuses une

premiére fois en 2000, en abordant six points fondamentaux, qui sont : le maintien des signaux

de croissance, I'insensibilité aux signaux anti-prolifératifs, la résistance a la mort cellulaire par

apoptose, l'induction de "angiogenése, la capacité de se diviser de maniére indéfinie et la

capacité d’envahir des tissus sains avec la formation de métastases (Hanahan and Weinberg,

2000). En 2011, quatre autres caractéristiques ont été décrites par Hanahan & Weinberg,

telles que : la déréqulation du métabolisme énergétique, 'instabilité génomique, la promotion

de l'inflammation et I'échappement a la surveillance du systéme immunitaire (Figure 1)

(Hanahan and Weinberg, 2011).

Je détaillerai toutes ces caractéristiques, en me focalisant plus particulierement sur la capacité
d’invasion et formation de métastases, I'inflammation et I'échappement a la surveillance du
systeme immunitaire, qui recouvrent une importance particuliére au sein de mes travaux de

thése.
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Instabilité Induction de
génomique et inflammation
mutations

Figure 1. Les dix caractéristiques des cellules cancéreuses. (Modifié d’aprés Hanahan &
Weinberg, 2011).
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1.1 Maintien des signaux de croissance et insensibilité aux signaux anti-prolifératifs

La cancérogenése est un processus multi-étape pendant lequel les cellules normales
deviennent malignes et proliferent de maniére incontrélée. Une cellule saine devient
cancéreuse suite a l'activation d’oncogénes et l'inactivation de geénes suppresseurs de
tumeurs. Les oncogénes stimulent la prolifération des cellules tumorales, ils sont souvent
surexprimés (comme c-MYC) ou activés par des mutations (comme RAS). Les génes
suppresseurs de tumeurs préviennent le développement tumoral et leur inactivation se fait
souvent par mutation, soit pendant la vie d’un individu au niveau des cellules somatiques, soit
dans les cellules germinales (ce dernier mécanisme est responsable de certains cancers
héréditaires). Parmi les oncogenes humains les plus courants, nous retrouvons ceux qui
codent pour des récepteurs aux facteurs de croissance, comme ERBB (Epidermal growth factor
receptor family). Ce gene code pour une famille de protéines transmembranaires, des
récepteurs a activité tyrosine kinase, qu’apres liaison avec leur ligand activent des voies de
signalisation prolifératives (comme la voie PI3K/Akt). Dans cette famille de récepteurs nous
retrouvons le VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor), I'EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor), PDGFR (Platelet-derived Growth Factor Receptor) et I'lGFR (Insulin-
like Growth Factor Receptor). Un autre oncogéne important est RAS. Ce géne code pour des
petites protéines en aval des récepteurs ERBB, qui en amplifie le signal prolifératif. Quand les
protéines Ras sont mutées, la voie de signalisation est constitutivement active méme en
absence de stimulation du récepteur par son ligand. La surexpression de I'oncogene MYC est
aussi trés connue en cancérologie. Ce géne code pour un facteur de transcription qui stimule
la prolifération cellulaire, la croissance et inhibe I’apoptose (Stine et al., 2015). Dans le cadre
du cancer colorectal, les mutations du géne suppresseur de tumeurs APC (Adenomatous
Polyposis Coli) sont fréquemment observées et peuvent constituer un élément déclencheur.
Ce géne régule la production de la B-caténine et empéche la prolifération cellulaire excessive.
Lorsque la protéine APC est inactive, cela engendre une dérégulation de la production de B-
caténine et, par conséquence, de la prolifération cellulaire. Dans le cancer du sein héréditaire,
mais aussi le cancer de |'ovaire, deux genes suppresseurs de tumeurs sont souvent impliqués :
BRCA1 et BRCAZ2 (Breast cancer 1 et 2). Ces deux génes codent pour des protéines qui régulent
le cycle cellulaire via la réparation de I’ADN. Leur mutation perturbe cette fonction réparatrice

du génome et augmente considérablement I'apparition de ces deux types de cancer. Enfin,
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mais pas moins important, nous retrouvons le géne suppresseur de tumeurs p53, qui est muté
dans la plupart des cancers. Le géne p53 code pour la protéine homonyme, qui est un facteur
de transcription (FT) qui régule I'expression de différents genes impliqués dans le cycle
cellulaire, de I'apoptose, la réparation de I’ADN et la prolifération. Tous ces genes induisent
des mécanismes complexes antiprolifératifs. Par exemple, lorsque la cellule subit un stress
génotoxique, p53 induit I'arrét du cycle cellulaire pour permettre la réparation de I’ADN en
induisant I'apoptose si cela est impossible. Quand p53 est muté, cette fonction de protection
n’existe plus, et les cellules présentant de lésions géniques continuent de se diviser au sein du

tissu, contribuant a générer un « pool » de cellules cancéreuses.

1.2 Résistance a la mort cellulaire par apoptose

L'apoptose est un mécanisme de mort cellulaire programmeée qui intervient en réponse a
différents signaux, physiologiques ou pathologiques. Par exemple, I'élimination de certains
tissus au cours du développement embryonnaire et I'élimination des lymphocytes T (LT) auto-
réactifs pour éviter les maladies auto-immunes font partie des mécanismes physiologiques de
contréle de ’lhoméostasie de I'organisme. L'apoptose peut aussi étre déclenchée suite a un
stress pathologique, comme la mort du tissu liée a un infarctus ou dans les maladies
neurodégénératives, mais aussi suite aux dommages a 'ADN qui peuvent entrainer le
développement des lésions néoplasiques (comme discuté dans le paragraphe précédent)
(Kaczanowski, 2016). L'apoptose peut étre activée par deux voies de signalisation différentes
mais convergentes : la voie intrinséque et la voie extrinséque. La premiere implique la
signalisation mitochondriale via les protéines Bax et le cytochrome c ; la deuxieme est liée aux
récepteurs de mort comme Fas, TRAIL et TNFR (Pistritto et al., 2016). Ces deux voies activent
les caspases initiatrices puis effectrices, qui induisent la mort cellulaire. Méme si beaucoup de
mécanismes différents sont impliqués dans l'altération de ce processus, la résistance a
I'apoptose peut avoir lieu, par exemple, via des anomalies de la signalisation de récepteurs de
mort, mais aussi via la mutation de BCL2 (géne codant pour la protéine anti-apoptotique Bcl-
2), via la dérégulation des protéines IAP (Inhibitors of Apoptosis) et les mutations de p53. De
maniere générale, la dérégulation de I'apoptose est impliquée dans le développement du

cancer et dans la résistance aux traitements (Pistritto et al., 2016).
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1.3 Capacité réplicative indéfinie

Le controle du cycle cellulaire est fondamental dans le développement des tissus normaux,
et sa dérégulation est présente au sein des tumeurs. En effet, les cellules saines ne possédent
pas de capacité réplicative indéfinie, mais cessent de proliférer aprés un certain nombre de
divisions. Ce mécanisme, appelé senescence, permet de contréler leur prolifération et a été
mis en évidence pour la premiere fois par Hayflick et Moorhead en 1961 (HAYFLICK and
MOORHEAD, 1961). L'un des mécanismes moteurs dans I'induction de la senescence est le
raccourcissement des télomeres : ceux-ci sont impactés pendant la réplication, et au fur et a
mesure des divisions leur taille diminue. Lorsque les téloméres sont trop petits les cellules
entrent en senescence, afin de limiter les anomalies chromosomiques qui pourraient
engendrer la survenue d’anomalie génétiques et le développement du cancer. Les cellules en
senescence secrétent différents facteurs solubles et cytokines, qui font partie du phénotype
sécrétoire associé a la senescence (SASP, de Senescence Associated Secretory Phenotype)
ayant un role de suppresseurs de tumeurs, car ils entretiennent I'arrét du cycle cellulaire et
aident au recrutement des cellules immunitaires a activité antitumorale. Le but est donc
d’éliminer les cellules anormales et éviter le développement de la tumeur. Or, les cellules
cancéreuses arrivent a contourner les mécanismes de senescence et continuent de se diviser
de maniere incontrdlée. De plus, les cellules tumorales sont aussi capables d’utiliser la SASP
en leur faveur via des mécanismes paracrines et créer un environnement protumoral. La
senescence et la SASP sont donc contexte-dépendantes. Ces processus ont fait I'objet d’'une
revue intitulée « Senescence and Cancer : « Role of Nitric Oxide (NO) in SASP », ou je suis co-

premiére auteure avec Mabrouk N (Mabrouk et al., 2020).

1.4 Instabilité génomique

L'accumulation de mutations est un processus fondamental dans le développement du
cancer et les tumeurs humaines sont génétiquement instables (Gerlach and Herranz, 2020).
De maniéere générale, des mutations peuvent s’accumuler pendant la réplication de I’ADN lors
de la division cellulaire, d( a la perte de mécanismes de détection et de réparation des lésions
causées au niveau de ’ADN. Dans un contexte physiologique, des enzymes come la Poly (ADP-
ribose) polymérase (PARP) réparent ces erreurs pour éviter que les mutations soient

transmises aux cellules filles. Cependant, quand celles-ci s’avérent trop importantes, les
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cellules entrent en apoptose via 'activation de p53, par exemple (Slade, 2020; Gerlach and
Herranz, 2020). Or, la PARP est souvent surexprimée dans les cellules tumorales ce qui leur
permet de contourner ce systéme de contréle et entrainer les mutations aberrantes (Brown
et al., 2017). Pour cela, des inhibiteurs de PARP sont utilisés en thérapie anti-cancéreuse, et
cela sera approfondi dans la section dédiée aux traitements ciblés dans le cancer du sein triple

négatif.

1.5 Dérégulation du métabolisme énergétique

Le métabolisme énergétique est un processus finement régulé, et I'approvisionnement en
nutriment des cellules est contrélé afin de prévenir I'exces nutritif qui pourrait mener a une
prolifération trop intense. Certaines mutations oncogéniques ont pour résultat d’induire un
exces en apport nutritionnel aux cellules cancéreuses, en particulier au niveau du glucose, ce
qui stimule leur prolifération. De plus, différemment des cellules saines qui utilisent plutét la
respiration mitochondriale pour la production d’ATP, les cellules cancéreuses privilégient la
glycolyse. Dans les cellules malignes on observe donc une forte fermentation du glucose en
lactate, méme si I'apport en oxygéne serait suffisant pour produire de I’ATP par la voie
mitochondriale. Ce phénomene est appelé effet Warburg, découvert par Otto Warburg en
1924, mais son origine reste floue. L’hypothese plus cohérente est liée a la possibilité de
produire des quantités plus importantes d’ATP, ce qui permet aux cellules cancéreuses de
mieux subvenir a leurs besoins énergétiques lors de leur intense prolifération (Vander Heiden,
Cantley and Thompson, 2009). L'effet Warburg est un effet parmi beaucoup d’autres
mécanismes impliqués dans la dérégulation du métabolisme énergétique dans le cancer.
Pavlova et Thompson ont résumé ces mécanismes dans une revue intitulée « The Emerging
Hallmarks of Cancer Metabolism », en regroupant cinqg caractéristiques principales, en plus de
I'effet Warburg : la dérégulation dans I'apport en glucose et acides aminés, |'utilisation d’une
maniere opportuniste l'apprivoisement en nutriments, 'augmentation des besoins en azote

et la dérégulation des genes qui controlent le métabolisme (Pavlova and Thompson, 2016).
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1.6 Induction de I'angiogenese

La néo-angiogenése est la production de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de ceux
préexistants, un processus physiologique normal qui intervient souvent au cours de la vie d’un
individu. Ce mécanisme est induit par des facteurs pro-angiogéniques, comme le VEGF, le
PDGF et le TGF-B (Transforming Growth Factor-beta), et est contr6lé par un équilibre avec des
facteurs anti-angiogéniques, comme l'angiostatine et I'angiopoiétine (Ramjiawan, Griffioen
and Duda, 2017). Les cellules tumorales sécretent beaucoup de facteurs pro-angiogéniques
afin de développer un réseau vasculaire qui est souvent formé de vaisseaux immatures et
désorganisés. Cela permet aux cellules cancéreuses de recevoir des nutriments et de I’oxygene
mais aussi d’éliminer les déchets métaboliques et le dioxyde de carbone et, donc, de soutenir
leur taux de prolifération assez élevé. Cependant, la formation du réseau immature et peu
organisé ne garantis pas un apport en oxygéne optimal au sein de la tumeur, ce qui induit la
formation d’un microenvironnement hypoxigue. Ce processus diminue l'infiltrat immunitaire
a activité antitumorale, en augmentant le risque de développer un phénotype invasif avec
formation de métastases. Pour cela, des médicaments avec action anti-angiogénique sont trés
étudiés en thérapie anti-cancéreuse. Un exemple est le bevacizumab, anticorps monoclonal
anti-VEGF qui sera discuté plus en détail dans la section dédiées aux thérapies du cancer

colorectal (Viallard and Larrivée, 2017).

1.7 Invasion et métastases

Au début du développement tumoral, les cellules cancéreuses proliférent in situ, ce qui
résulte en une tumeur localisée appelée néoplasme primitif. Mais, plus la tumeur prolifére,
plus le patient risque de développer ce que I'on appelle des métastases, induisant la formation
de tumeurs localisées dans des sites éloignés de ceux de la tumeur primitive. Le terme
« métastase » identifie donc le processus pendant lequel les cellules cancéreuses diminuent
leur adhérence locale et migrent en utilisant les vaisseaux sanguins ou le systéme
lymphatique. Cela commence généralement par l'invasion des ganglions lymphatiques
proches de la tumeur primaire, suivie dans un deuxiéme temps par la diffusion dans la
circulation sanguine. Le développement de métastases est la résultante d’une série de
processus qui visent a modifier 'adhérence cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire

(MEC) : les cellules perdent leurs caractéristiques épithéliales et augmentent leur motilité en
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se détachant de la tumeur primitive et en laissant place a un phénotype invasif. Cela est appelé
transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) (Diepenbruck and Christofori, 2016). En effet,
les cellules épithéliales sont séparées du stroma et des compartiments mésenchymateux par
la membrane basale, qui contient des nombreuses protéines structurales telles que le
collagéne (dont le collagene IV est le principal composant), la laminine et les protéoglycanes.
Les trois étapes principales qui meénent les cellules épithéliales a franchir la membrane basale
sont : la diminution de I'adhérence cellule-cellule et cellule-matrice, la protéolyse de la
matrice et la migration. En effet, les cellules épithéliales sont polarisées et liées entre elles via
notamment les desmosomes, les jonctions serrées et certaines molécules d’adhérence
comme la E-cadhérine, tandis que la liaison des cellules avec la membrane basale se fait
principalement via les intégrines (Suhail et al., 2019). La E-cadhérine étant indispensable dans
I'interaction entre cellules, le géne codant pour cette protéine est considéré comme
suppresseur de tumeurs et son inactivation est tres courante dans les cancers métastatiques
(Canel et al., 2013). Dans le cancer colorectal sporadique héréditaire la mutation du géne APC
est fréquente et, étant ce gene régulateur de I'expression de la B-caténine, protéine
interagissant avec la E-cadhérine, cela induit une perte des adhésions cellules-cellule et induit
le phénotype métastatique (Yang et al., 2006). Quand les cellules cancéreuses diminuent
I'adhérence entre elles, I'étape suivante consiste a dégrader la MEC afin d’atteindre les
vaisseaux sanguins. Pour cela, une famille de protéines tres importante est celle des
métalloprotéases matricielles (MMP). Parmi celles-ci, les protéines MMP-2 et MMP-9 sont
souvent surexprimées dans les tumeurs et permettent une protéolyse locale de la MEC avec
comme cible principale de ces métalloprotéases est le collagene IV contenu dans la membrane
basale (McCawley and Matrisian, 2000). De plus, la protéase MMP-9 est également impliquée
dans le déclenchement de I’'angiogenése via l'induction de la libération du VEGF, ce qui
contribue a l'induction de I'angiogenése augmentant la malignité de la tumeur (Carlson and
Ethier, 2000). La régulation en amont de toutes les modifications de la TEM se fait via des FT,
comme TWIST et SNAIL, et I'augmentation de leur expression est souvent liée a un mauvais
pronostic (Wang et al., 2013; Zhang et al., 2014). L'invasion des tissus environnants ou
éloignés via le systéme lymphatique et les vaisseaux sanguins est strictement lié au type et a
la localisation de la tumeur primitive. En effet, cela dépend de la voie empruntée par les
cellules cancéreuses. Par exemple, dans le cancer colorectal, les métastases se localisent

principalement au niveau du foie car les cellules transitent dans le systéeme porte hépatique
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transportant les nutriments absorbés par les intestins. Le cancer du sein métastase
principalement au niveau pulmonaire, mais également au niveau hépatique. Cependant, le
lien avec I'anatomie n’est pas exclusif, car certaines métastases ne peuvent pas s’expliquer
par I'anatomie du systéme cardiovasculaire. Par exemple, certains patients atteints de
mélanome présentent des métastases cérébrales ainsi que certains patients atteints de cancer
du poumon. Ou encore, le cancer du sein peut métastaser au niveau des os, des ovaires et du

cerveau (Chambers, Groom and MacDonald, 2002).

1.8 Inflammation

Le lien entre I'inflammation et le développement du cancer est maintenant bien établi. Le
premier a émettre cette hypothése fut Rudolf Virchow en 1863, décrivant le lien entre
I'inflammation chronique et I'origine des tissus néoplasiques (Heidland et al., 2006). En
condition physiologiques, comme dans la réponse a une blessure ou a un agent infectieux,
I'inflammation est un phénomeéne trés controlé. Les cellules situées dans le site de blessure
secrétent des nombreux facteurs solubles, comme des cytokines (TNFa (Tumor Necrosis
Factor Alpha), IL (Interleukin)-6, TGF-B) et des chimiokines (CXCL (C-X-C motif Chemokine
Ligand)1, CXCL2, CXCL3, IL-8, CXCL10) qui attirent les cellules immunitaires afin de réparer le
tissu touché. Les premiéres cellules recrutées sont les neutrophiles et les éosinophiles, cellules
de 'immunité innée responsables de la phase aiglie de I'inflammation. Ensuite le processus se
poursuit avec le recrutement des monocytes, qui se différencient en macrophages en
secrétant de nombreuses cytokines et facteurs de croissance. Suivent les mastocytes, qui
secretent également des cytokines et des médiateurs inflammatoires comme I’histamine.
Enfin, le processus de recrutement des cellules immunitaires se termine avec les lymphocytes,
cellules de I'immunité adaptative qui terminent le processus d’inflammation (Oishi and
Manabe, 2018). Une fois I'inflammation aiglie terminée, le processus inflammatoire s’atténue.
Quand le processus inflammatoire aigu persiste, on parle alors d’inflammation chronique, qui
peut durer pendant plusieurs semaines ou plusieurs années. Dans ce cas, linfiltrat
immunitaire reste présent sur le site inflammatoire et la production de cytokines pro-
inflammatoires ne cesse pas (Germolec et al., 2018). Cette condition d’inflammation
chronique est liée au développement de certains cancers. Dans le cas du cancer colorectal,

par exemple, son développement est souvent en lien avec les maladies inflammatoires de
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I'intestin (comme la maladie de Crohn ou la colite ulcéreuse) ; dans le cas du mélanome,
I'inflammation de la peau et I'exposition aux rayons UV, induisant des mutations, est une
cause trés commune dans le développement de ce type de cancer. Les cellules tumorales sont
capables d’entretenir un microenvironnement pro-inflammatoire qui stimule leur croissance
et leur résistance a I'apoptose. Les macrophages associés aux tumeurs (MAT) font partie de la
composante immunitaire inflammatoire prépondérante au sein des tissus néoplasiques. Ces
cellules produisent de I'lL-6, qui entretient le processus inflammatoire et qui est également
produite par les cellules cancéreuses (Coussens and Werb, 2002). Une voie de signalisation
importante activée par la cytokine IL-6 est celle impliquant JAK2 (Janus Kinase 2)/STAT3 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 3), induisant la prolifération des cellules
cancéreuses, mais également la TEM et le phénotype invasif, la résistance a I'apoptose et
I'angiogenése (cette voie de signalisation sera approfondie ultérieurement dans la section
cancer du sein, reliée a I'article 2) (Johnson, O'Keefe and Grandis, 2018) (Figure 2). Les MAT
produisent également de I'IL-10, cytokine qui bloque la réponse immunitaire antitumorale,
mais également de I'lL-8 et du VEGF, qui stimulent la croissance des cellules cancéreuses et
I'angiogenése. L'infiltrat macrophagique au sein des tumeurs est donc associé a un phénotype
invasif et métastatique, en partie a cause de I’angiogenése induite par ces cellules (Figure 2)

(Sawa-Wejksza and Kandefer-Szerszen, 2018).

19



Inflammation chronique

(JAK2/STATS)

74 s

L J
Développement tumoral, prolifération et production
de cytokines (IL-6, IL-10, TGF-8, TNFa...)
et facteurs de transcription (NF-kB, STAT3)

Macrophzges l Neutrophiles Prolifératiop des Inflammation
cellules cancéreuses
Mastocytes 4 “
Py -5 -.-'..I .
: i o0y 3 ,.
2 Y @5 ‘,G
’> |
Lymphocytes Cellules myéloides
IMMUNOSUPPreEssives TEM Angiogenése
- . - - i / -
Maintient des cellules immunitaires / Invesionpctastases
pro-infammatoires 7
AT
l \ .

Production de cytokines (IL-6, IL-10 ...)

Figure 2. Lien entre inflammation chronique et cancer. L’inflammation chronique fait partie
des nombreux facteurs qui interviennent dans le développement tumoral. Les cellules
présentes dans le MET secrétent des cytokines qui recrutent et entretiennent les cellules
immunitaires (macrophages, mastocytes, neutrophiles, lymphocytes et cellules myéloides
immunosuppressives) au sein de la tumeur. Ces cellules immunitaires stimulent la prolifération
des cellules tumorales car cela crée un microenvironnement dynamique favorable au
développement de la tumeur (schéma de gauche). Parmi les cytokines pro-inflammatoires
secrétées par les cellules immunitaires et les cellules tumorales, I'IL-6 joue un réle
prépondérant. En effet, cette cytokine active la voie de signalisation JAK2/STAT3 qui stimule la
prolifération des cellules cancéreuses, I'acquisition d’un phénotype invasif et la mise en place
de la TEM, ainsi que I'amplification du processus inflammatoire et I’'angiogenése (schéma de
droite). Figure crée a I'aide du logiciel BioRender.

20



1.8.1 Lescytokines impliquées dans le développement tumoral

Les cytokines sont des acteurs fondamentaux dans |'établissement du processus
inflammatoire. Secrétées par les cellules immunitaires, les cellules tumorales et les cellules du
stroma, elles ont un role prépondérant dans le développement des tumeurs. Parmi les
principales cytokines qui prennent part a ce processus nous retrouvons le TNFa, I'lL-6, le TGF-

B et I'lL-10.

1.8.1.1 Le TNFa

La cytokine TNFa est un important médiateur inflammatoire impliqué dans le
développement tumoral, qui intervient notamment dans les phases précoces de l'initiation de
la carcinogénese, comme la néo-angiogenése, plutdt que dans les phases tardives de la
progression tumorale (Szlosarek, Charles and Balkwill, 2006). Le role de cette cytokine dans le
développement tumoral est controversé et dépend de sa concentration et du contexte
cellulaire dans le MET. En effet, des fortes concentrations en TNFa stimulent plutét une
réponse immunitaire antitumorale, alors que des faibles concentrations induisent le
développement de la tumeur (Landskron et al., 2014). Les LT activés secrétent de fortes
concentrations de TNFa, avec un effet principalement antitumoral. A contrario, le TNFa
sécrété par les cellules tumorales ou les cellules immunitaires présentes dans le MET, telles
que les MAT et cellules myéloides immunosuppressives (MDSCs), agit principalement via le
récepteur TNFR1 (TNF Receptor 1) de maniere autocrine et paracrine. Cela induit la
prolifération des cellules cancéreuses et leur survie, ainsi que des dommages a I’ADN et la

TEM, avec maintien de la prolifération des MAT et des MDSCs (Balkwill, 2009).

1.8.1.2 Le TGF-B

Comme le TNFa, le role du TGF-B dans le développement tumoral est complexe et
contexte-dépendant. Trois isoformes ont été identifiées, le TGF-B1, le TGF-B2 et le TGF-B3 et
les sources principales dans le MET sont les cellules du stroma, ainsi que les fibroblastes et les
cellules immunitaires. En effet, au début du développement tumoral le TGF-B agit comme
suppresseur de tumeur, induisant I'inhibition du cycle cellulaire et I'apoptose des cellules
cancéreuses. Plus tard dans le développement tumoral, il induit la progression tumorale,
induisant la TEM (Morrison, Parvani and Schiemann, 2013). Mais les cellules cancéreuses

contournent I'effet antitumoral du TGF-B via l'inactivation des différents composants de sa
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voie de signalisation, comme ses récepteurs (Massagué, 2008). Plusieurs études montrent la
corrélation entre l'expression de TGF-B et le développement tumoral. Par exemple,
I'augmentation de I'expression de ’ARNm de TGF-B1 a été observée dans le cancer gastrique,
le cancer du poumon non a petites cellules, le cancer de la prostate et le cancer colorectal
(Bierie and Moses, 2006). La délétion et/ou la mutation des récepteurs TBRI et TBRIIl sont
associées avec le développement du cancer colorectal, du cancer de la prostate, du cancer du
sein et du cancer de la vessie, avec développement d’un phénotype plus invasif et un mauvais

pronostic (Levy and Hill, 2006).

1.8.1.3 L'IL-6

Contrairement au TNFa et au TGF-B qui ont un role ambivalent et contexte-dépendant
dans le développement tumoral, la cytokine IL-6 est un médiateur inflammatoire impliqué
dans la progression de la tumeur. En effet, un fort taux d’IL-6 est détecté dans le sérum des
patients atteints de certains types de cancer (cancer du sein, cancer de la prostate, cancers de
la téte et du cou et cancer du rein) comparés aux individus sains, faisant de la cytokine un
marqueur prédictif de I'agressivité de la pathologie (Heikkild, Ebrahim and Lawlor, 2008). L’IL-
6 joue un role prépondérant dans la prolifération des cellules cancéreuses, via la liaison a son
récepteur I'lL-6R, activant la voie de signalisation JAK/STAT3. Cette voie de signalisation sera

traitée plus en détail dans la partie cancer du sein, section 2.

1.8.1.4L'IL-10

La cytokine IL-10 est connue pour étre importante dans la diminution de I'inflammation
et la tolérance. Presque toutes les cellules immunitaires sont capables de secréter de I'IL-10,
comme les LT, les LB, les monocytes, les macrophages, les mastocytes, les granulocytes et les
cellules dendritiques (Sabat et al., 2010; Costa et al., 2013). Les cellules cancéreuses peuvent
également secréter de I'lIL-10, ainsi que les MAT et les kératinocytes (Gastl et al., 1993).
Différentes études montrent que I'lL-10 peut avoir un effet pro ou antitumoral. Dans une
étude menée en 1996, Berg et collaborateurs montrent que les souris déficientes en IL-10 sont
sujettes au développement du cancer colorectal (Berg et al., 1996). Une autre étude montre
que le transfert adoptif de LT CD4* exprimant I'IL-10 chez les souris Rag2”/- contrecarre le
développement du cancer colorectal (Erdman et al., 2003). Mais, étant I'IL-10 une cytokine au

pouvoir immunosuppressif, elle peut freiner la présentation d’antigéne ainsi que la
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maturation et la différentiation des LT a activité antitumorale, induisant la progression
tumorale et stimulant I'’échappement a la surveillance du systéme immunitaire (Wang et al.,
2019). Par exemple, I'expression de I'IL-10 induit la progression de la tumeur et bloque la
signalisation antitumorale médiée par I'lFNy et une augmentation de I'expression de son
récepteur est corrélée a un mauvais pronostic dans le cancer du poumon (Gao et al., 2020).
La signalisation de I'lL-10 est également associée a la progression du cancer de la téte et du

cou, et I'accumulation des TAM secrétant de I'lL-10 est un facteur de mauvais pronostic dans

le cancer du sein (Bornstein et al., 2016; Sousa et al., 2015).

1.9 Echappementa la surveillance du systeme immunitaire

Il est actuellement bien connu que le systeme immunitaire joue un réle déterminant
dans la progression tumorale et agit a différents niveaux dans la prévention du
développement des tumeurs. D’une part, il protege des infections virales induisant des
tumeurs (comme le virus HPV induisant le cancer du col de I'utérus, ou encore les carcinomes
du nasopharynx associés au virus d’Epstein-Barr). Mais le systéme immunitaire est également
capable de reconnaitre et détruire directement les cellules cancéreuses avant que la tumeur
soit détectable. Ce dernier mécanisme est appelé « immunosurveillance » (Crispin and
Tsokos, 2020). Malgré le controle exercé par le systeme immunitaire afin d’éviter le
développement tumoral, les tumeurs parviennent a se développer et a échapper cette
surveillance. Pour cela, le concept dimmunosurveillance laisse place a celui
d’«immunoédition», définissant de maniére plus complete la relation entre les cellules
immunitaires et les cellules cancéreuses, repartie en trois phases : la phase d’élimination, la

phase d’équilibre et la phase d’échappement (Kunimasa and Goto, 2020).

La phase d’élimination, est la premiere phase de I'immunoédition pendant laquelle les
cellules immunitaires reconnaissent et éliminent les cellules tumorales. Pour cela, il y a mise
en place aussi bien de la réponse innée, représentée principalement par les cellules natural
killer (NK) et les cellules dendritiques (CD), et d’'une réponse adaptative plus spécifique,
impliquant les LT CD4*, CD8* et B. Les cellules NK ont une action cytotoxique directe sur les
cellules tumorales, en secrétant des molécules comme la perforine et le granzyme B qui lysent
les cellules cancéreuses, mais également I'IFNy, cytokine pro-inflammatoire fondamentale

dans la réponse immunitaire antitumorale. Les cellules dendritiques, quant a elles, sont
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proches des macrophages et ont une activité phagocytaire grace a laquelle elles internalisent
les antigénes exprimés a la surface des cellules cancéreuses, qu’elles exposent ensuite a leur
surface sur le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH de classe | et Il). Elles migrent
ensuite dans les ganglions pour présenter les antigénes aux LT CD4*, CD8* qui seront activés
afin d’exercer leur activité antitumorale. Le réle des CD en tant que cellules présentatrices
d’antigene est donc fondamental pour la réponse immunitaire adaptative contre la tumeur

(Dunn, Old and Schreiber, 2004).

La phase d’équilibre suit la phase d’élimination, la tumeur reste cliniguement
indétectable et les cellules immunitaires et tumorales rentrent en équilibre dynamique. Les
cellules immunitaires exercent une pression sélective sur les cellules tumorales, qui
accumulent des mutations avec des changements génétiques et épigénétiques induisant le
développement de variants cellulaires résistants. La tumeur est donc contenue mais le
systéme immunitaire n’arrive pas a I’éliminer completement. Cette phase est la plus longue
de I'immunoédition et se traduit avec une période de latence avant que la tumeur échappe

totalement et devienne cliniqguement détectable (Mittal et al., 2014).
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Figure 3. Les trois phases de I'immunoédition. Pendant la phase d’élimination, les cellules
immunitaires agissent contre la tumeur afin de I'éliminer. Suit la phase d’équilibre dynamique,
pendant laquelle la tumeur reste cliniguement indétectable et les cellules immunitaires ne
parviennent pas a son élimination compléte. Le processus se termine par la phase
d’échappement, pendant laquelle les cellules immunitaires immunosuppressives sont
prépondérantes, inhibent les cellules immunitaires a activité antitumorale, la tumeur échappe
a la surveillance du systéme immunitaire via différents mécanismes et devient cliniguement
détectable. Figure crée a l'aide du logiciel BioRender.
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La phase d’échappement est la derniere, pendant laquelle les cellules cancéreuses
utilisent différents mécanismes afin de contréler la réponse immunitaire antitumorale, la
tumeur devient alors cliniquement détectable et se développe de maniéere incontrolée. Les
trois phases de I'immunoédition sont résumées dans la Figure 3 (Schreiber, Old and Smyth,
2011). Pendant la phase d’échappement les cellules cancéreuses éludent la surveillance du
systeme immunitaire via différents mécanismes (Schreiber, Old and Smyth, 2011). Elles
favorisent le développement d’'un microenvironnement immunitaire immunosuppressif, en
secrétant des cytokines comme I'lL-10 et le TGF-B, induisant I'accumulation de cellules telles
qgue les LT CD4* T reg et les MDSCs (Dunn, Old and Schreiber, 2004). L'accumulation de
mutations par les cellules cancéreuses au cours de la phase d’équilibre induit également une
perte de reconnaissance par les cellules immunitaires, et parmi ces mécanismes nous
retrouvons une perte des antigénes tumoraux a la surface des cellules, ainsi qu’une perte de
I'expression des molécules de CMH de classe |, ce qui empéche la reconnaissance par les LT
cytotoxiques et la présentation d’antigenes par les CD (Mellman, Coukos and Dranoff, 2011;
Chen et al., 2020b). Les cellules cancéreuses augmentent également I'expression de certaines
protéines impliquées dans leur prolifération et leur survie, comme le FT STAT3 ou la protéine
anti-apoptotique Bcl-2, ou encore via |'expression des points de contréle immunitaires (PCl),
qui inhibent I'activation des cellules T et empéchent leur activité antitumorale (Vesely et al.,
2011; Mantovani and Sica, 2010). Les points de contréle immunitaires seront discutés plus en

détail dans la section 1.9.4.2.

1.9.1 LeroledesLTdans !l immunoédition

Dans les organes lymphoides secondaires, les CD exposent les antigenes tumoraux a
leur surface sur les molécules de CMH, et peuvent donc activer les LT CD8* et CD4*. Les LT
deviennent donc capables de reconnaitre les antigenes tumoraux, migrent vers le site
néoplasique via la circulation sanguine, infiltrent le tissu tumoral et éliminent les cellules
cancéreuses de maniere directe (LT CD8" cytotoxiques) ou indirecte (LT CD4* helper)
(Zagorulya, Duong and Spranger, 2020). Pour cela, la présence d’un infiltrat lymphocytaire T
au sein de la tumeur est généralement associé a un bon pronostic chez les patients, ce qui
semble indiquer que le systeme immunitaire cherche activement a détruire les cellules
tumorales (Stanton and Disis, 2016). Cela reste néanmoins dépendant de la nature de I'infiltrat

en LT et de la balance entre les sous-populations présentes.
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1.9.2 LesLT CD8+ cytotoxiques

Les LT CD8* demeurent les effecteurs les plus puissants de la réponse immunitaire
antitumorale et constituent le pilier dans I'efficacité des thérapies anti-cancéreuses. Ces
cellules interagissent avec les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe |
(CMH-I1) qui se trouvent a la surface des CPA, en particulier les CD, présentant des antigenes
tumoraux via un processus de présentation croisée. En effet, les CD sont capables
d’internaliser des antigenes exogenes pour ensuite les exposer a leur surface sur les molécules
CMH-I. Cette voie d’activation lymphocytaire implique la reconnaissance du complexe CMH-
I/antigéne par les LT CD8* naifs, qui s’activent et éliminent ainsi les cellules cancéreuses

(Raskov et al., 2021).

En plus des CPA et des CD, les LT CD8" peuvent également étre activés par les LT CD4",
via I'expression de certaines molécules de surface telles que le ligand CD40 (CD40L). Dans un
premier temps, les cellules CD4* exprimant CD40L interagissent avec les CD, qui expriment le
CDA40, et cette liaison active ces derniéres qui deviennent capables d’activer les CD8*. Par la
suite, les cellules CD4* effectuent donc une interaction directe entre leur CD40L et le CD40
exprimé par les CD8* (de Silva et al., 2020; Ridge, Di Rosa and Matzinger, 1998; Schoenberger
et al., 1998). Les CD interviennent donc soit de maniére directe en activant les CD8" sans
intermédiaires, ou de maniere indirecte en favorisant l'interaction CD4*/CD8* (Bourgeois,

Rocha and Tanchot, 2002). Toutes ces étapes sont résumées dans la Figure 4.
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Figure 4. Les différentes voies d’activation des LT CD8+ par les CD. Les LT peuvent étre activés
via deux voies différentes impliquant les CD de maniére directe (présentation croisée) ou
indirecte (impliquant les LT CD4*). Dans le premier cas, une CD peut présenter directement des
antigenes tumoraux sur les molécules de CMH-I et induire I'activation des CD8, la prolifération
et la formation de cellules mémoires. D’autre part, les CD peuvent activer des CD4* en
présentant les antigenes tumoraux sur des molécules de CMH-II en simultané avec la liaison
de CD40 (sur les CD) et de CD40L (sur les CD4*). Suite a cela, les CD4* internalisent les antigénes
et les présentent aux CD8* via les molécules de CMH-I en paralléle de la liaison avec leur CD40L
avec le CD40 des CD8*. Cela induit aussi I’activation et prolifération des CD8* qui exercent leur
activité cytotoxique sur les cellules cancéreuses. Schéma réalisé avec le logiciel BioRender.

Une fois activés, les LT CD8* deviennent cytotoxiques et induisent la mort des cellules
cancéreuses via différents mécanismes. Le premier consiste a secréter de I'lFNy, cytokine qui
entretient leur activation en cellules effectrices et amplifie la réponse immunitaire en
induisant, entre autres, le recrutement des macrophages et en stimulant leur polarisation vers
un phénotype M1, a activité antitumorale. D’autres cytokines secrétées et importante pour la
réponse immunitaire antitumorale sont le TNFa et I'lL-2. Les CD8* agissent également de
maniere directe sur leurs cibles en secrétant des molécules solubles, telles que la perforine et
le granzyme B, induisant la lyse des cellules tumorales et leur mort par apoptose. Un autre

mécanisme via lequel les LT CD8" effecteurs induisent I'apoptose des cellules cancéreuses
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implique la liaison du ligand de Fas (Fas ligand (FasL)) exprimé a leur surface, avec le récepteur

de mort Fas qui se trouve a la surface des cellules tumorales et qui active la voie extrinseéque
de 'apoptose (Figure 5).
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Figure 5. Action des LT CD8+ activés sur les cellules tumorales. Une fois activés, les LT CD8*
secrétent des cytokines telles que I'lFNy et le TNFa qui stimulent la réponse immunitaire
antitumorale et entretiennent leur activation. De plus, ces cellules possedent une activité
cytotoxique directe sur les cellules cancéreuses via la sécrétion de perforine et granzyme b, et
TNFa en induisant la lyse et I'apoptose. De plus, les LT CD8* peuvent induire I'apoptose des

cellules tumorales via la voie extrinseque impliquant la liaison entre FasL et son récepteur Fas.
Schéma réalisé avec le logiciel BioRender.
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Afin de générer une réponse immunitaire antitumorale durable, I'établissement d’'une
mémoire immunitaire est indispensable. Une fois qu’un LT CD8" naif a été en contact avec
I'antigéne tumoral, il se différencie en différentes sous-populations de cellules mémoires.
Nous retrouvons ainsi les cellules T a mémoire centrale (Tmc), T effecteurs mémoires (Tem) et
des cellules T résident mémoires (Trm) (Gattinoni et al., 2017; Schluck et al., 2019). Ces sous-
types cellulaires se différencient principalement par leur mode d’action et leur localisation.
Les Tmc se trouvent dans les organes lymphoides secondaires, ou ils sont capables de s’auto-
renouveler sur le long-terme et de se réactiver rapidement en cellules effectrices en cas de re-
stimulation par I'antigene. Les Tem sont des cellules circulantes, qui se trouvent dans le sang
et les tissus périphériques et ont des capacités effectrices importantes, mais évoluent en Timc
en cas d’absence de stimulation sur le long terme (Sallusto et al., 1999). Les Tmc et les Tem
étaient, jusqu’au début des années 2000, les seules populations de T mémoire connues. Mais
une autre sous-population de T mémoire a été mise en évidence par la suite, qui avait toujours
été assimilée aux Tem : les Tam (Schenkel and Masopust, 2014). Ces cellules sont également
effectrices, comme les Tem, mais ne circulent pas dans le sang et restent au sein des tissus. Au
départ identifiées dans l'intestin, elles ont par la suite été détectées dans d’autres tissus
comme la peau, le poumon, le systéme nerveux ou encore les organes génitaux (Cauley and

Lefrancois, 2013).

Cet aspect trés important dans l'activation des LT CD8* et I'établissement d’une
mémoire immunitaire contre la tumeur, concerne la cytokine IL-15. La liaison de I'lIL-15 a son
récepteur, IL-15RA, induit la prolifération et la survie des LT CD8* via la phosphorylation de
STATS et I'activation des voies Bcl-2 (survie) et Akt/mTOR (prolifération) (Guo et al., 2017).
Ainsi, non seulement I'lL-15 induit I'activation des CD8* en leur cytotoxicité, mais aide a
I’établissement d’une réponse mémoire efficace (Doedens et al., 2016; Brincks and Woodland,
2010). Il a été montré que le traitement des patients avec de I'lL-15 induit I’activation des
CD8*, en augmentant le pourcentage de ces cellules secrétant du granzyme B et, donc, leur
cytotoxicité (Younes et al., 2016). L'IL-15 est également impliquée dans la survie des LT CD8*
mémoire et induit une réactivation rapide en cas de deuxieme contact avec I'antigene (Kokaji,
Hockley and Kane, 2008). Le traitement des patients avec I'lL-15 est évalué en clinique. En
effet, 'administration de la cytokine chez les patients atteints de mélanome métastatique et

de cancer du rein, induit le recrutement et l'activation des LT CD8* au sein de la tumeur
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(Conlon et al., 2015). Dans le cadre du cancer colorectal, il a été montré que la déplétion de
I'IL-15 diminue la prolifération et la survie des LT, et donc la réponse immunitaire antitumorale

(Zzhang et al., 2021).

Le rble des LT CD8* dans la réponse immunitaire antitumorale est maintenant bien
établi. Les premiers chercheurs mettant en évidence le lien entre ces cellules et I'efficacité de
la réponse immunitaire contre la tumeur, ont été Fortner et Kripke en 1977. Avec leur étude
effectuée chez la souris ils montraient que les animaux irradiés subissaient une perte de
fonction des LT infiltrant la tumeur, ce qui induisait le rejet de cette derniere moins efficace
par rapport aux souris non-irradiées (Fortner and Kripke, 1977). Quelques années apres, Engel
et collaborateurs montraient que le développement de sarcomes induits par injection de
méthylcholanthéne était plus rapide chez les souris nude et SCID, qui sont dépourvues de LT
(Engel et al., 1996; Engel et al., 1997). Au début des années 2000, Shankaran décrit les LT et
I'IFNy comme essentiels dans la réponse immunitaire antitumorale, ce qui suggere le role
fondamental des CD8" dans ce processus (Shankaran et al., 2001). Suite a cela, de nombreuses
études ont montré une corrélation positive entre l'infiltrat CD8* au sein de la tumeur et la
survie des patients en différents types de cancers, tels que le cancer du sein, le cancer
colorectal, le cancer du poumon, le mélanome et le glioblastome (Djenidi et al., 2015; Dudley
et al., 2008; Galon et al., 2006; Kmiecik et al., 2013; Mahmoud et al., 2011; Ling et al., 2014).
Par exemple, un infiltrat CD8* intra-tumoral important, accompagné d’un infiltrat CD4*,
améliore considérablement le pronostic des patients atteints de cancer de la vessie au stade
IV (Li et al., 2020b). La méme chose est observée chez les patients atteints de carcinome

hépatocellulaire et cancer du sein triple-négatif (Oshi et al., 2020; Ye et al., 2019).

1.9.3 LesLT CD4 helper

Les LT CD4* « helper », ou auxiliaires, comme leur nom l'indique, ont une action
auxiliaire a I'activité cytotoxique des LT CD8* qui régule plutét la phase effectrice de
I'immunité antitumorale (Zhou, Chong and Littman, 2009). Pour cette raison, les premiéres
études effectuées pour stimuler la réponse immunitaire au sein de la tumeur se focalisaient
plutét sur les LT CD8*. Mais les derniéres avancées scientifiques montrent un réle de plus en
plus important des LT CD4* helper, composés par diverses sous-populations cellulaires,

chacune avec un role précis dans I'éradication de la tumeur ou dans sa résistance a la
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surveillance du systéeme immunitaire (Gu-Trantien et al., 2013). Tout comme les LT CD8", les
CD4* reconnaissant des antigénes spécifiques présentés par les CPA, ce qui induit leur
prolifération et leur différentiation en différentes sous-populations effectrices. Cette
différenciation se fait au cours de l'activation via différents facteurs solubles tels que les
cytokines présentes dans le microenvironnement, et grace a l'activation de certains FT
spécifiques de chaque sous-type cellulaire. Les sous-types de LT CD4* helper sont
essentiellement au nombre de sept : les T helper de type 1 (Th1), les Th2, les Th17, les Th9,
les Th22, les T helper folliculaires (Tfh) et les T régulateurs (Treg) (Luckheeram et al., 2012).
Dans ce manuscrit je me focaliserai principalement sur les Th1, les Th2 et les Treg, en accord

avec les études effectuées dans mon projet de recherche.

1.9.3.1 LesThletlesTh2

La différenciation des LT CD4* naifs en Th1l ou Th2 dépend d’'un ensemble de FT et de
cytokines présentes dans le microenvironnement. En général, un environnement riche en IL-
12 et IFNy, induit I'expression des FT Thet (T-box transcription factor TBX21) et STAT (Signal
Transducer and Activator of Transcription) 4 dans les cellules naives, induisant leur
différenciation en Th1, alors qu’un environnement riche en IL-4 induit I'expression de GATA3
(Trans-Acting T cell specific transcription factor) et STAT6 et la différenciation en Th2 (Zhang,
Gu and Sun, 2014). Les Th1 différenciés secrétent de I'lL-2, qui stimule I'activation des LT CD8*
cytotoxiques et la maturation des LB, mais également de I'IFNy, qui stimule I’activation des
macrophages, des NK et qui entretient la boucle de différenciation Thl. Cela se traduit
globalement en un effet cytotoxique direct sur les cellules cancéreuses. Les Th2 matures
produisent principalement de I'IL-4, mais également de [I'IL-10, cytokines avec effet
immunosuppressif, qui diminue la différenciation des cellules Thl et donc principalement

I'efficacité de la réponse immunitaire antitumorale (Mitchell et al., 2017).

Le taux d’IFNy, d’'IL-2 et d’IL-12 est généralement bas chez les patients ayant un cancer
au stade avancé, tandis que les taux d’IL-10 et d’IL-4 peuvent étre prépondérants (Seruga et
al., 2008). Une augmentation du taux d’IL-10 a été documenté dans de nombreux cancers,
comme le cancer de I'ovaire, certains lymphomes, et le cancer colorectal et se révele plutét
de mauvais pronostic (Batchu et al., 2021; Wu et al., 2019; Li et al., 2019). Une étude menée
en 2011 par Tosolini et al. met en évidence la role des Thl dans la survie des patients atteints

de cancer colorectal. En effet, la quantification des sous-populations CD4* montre une
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meilleure survie sans récidive chez les patients présentant un fort infiltrat Th1 (Tosolini et al.,
2011). Une autre étude montre que la combinaison des cytokines secrétées par les Thi,
comme I'IFNy et le TNFa, induisent un arrét de croissance des cellules cancéreuses via la
signalisation TNFR1 et STAT1 (Braumdiiller et al., 2013). En contrepartie, DeNardo et al.
montrent que les LT CD4* exprimant de I'lL-4 augmentent I'invasion et les métastases dans le
cancer du sein, et ce via une réponse Th2. En effet, cela induit une augmentation de la
signalisation de I'EGFR dans les cellules épithéliales mammaires et induit la différenciation des
macrophages de type M2, immunosuppressifs. L'utilisation d’anticorps anti-IL-4 in vivo
diminue de ce fait la formation de métastases (DeNardo et al., 2009). Toujours dans le cadre
du cancer du sein, I'analyse de 147 échantillons de patients montre une proportionnalité
directe entre le taux de CCL2 et de TGFB dans les cancers les plus avancés, ce qui fait pencher
la balance Th1/Th2 du c6té des Th2 avec un mauvais pronostic (Mandal et al., 2018). Le bon
pronostique lié a l'infiltrat Thl est essentiellement di a la stimulation des LT CD8* qui en
résulte. En effet, la production d’IL-2 par les Th1 induit I’expansion et la prolifération des LT
CD8* au sein de la tumeur et leur production de granzyme B, en boostant leur activité

cytotoxique (Bos and Sherman, 2010; Ross and Cantrell, 2018).

1.9.3.2 Les Treg

Les LT de type régulateur (Treg) sont des LT CD4* caractérisés par I'expression du
récepteur CD25 (qui correspond a la chaine a du récepteur a I'lL-2) et du facteur de
transcription FoxP3 (forkhead box P3). Ce sous-type de cellulaire constitue 5 a 10 % des CD4*
circulants et inclut différentes sous-populations : les nTreg (natural Treg), les iTreg (induced
Treg), les Treg secrétant IL-17, les Treg CD8" et les Trl (les seuls n’exprimant pas FoxP3)
(Hashemi et al., 2020). Les Treg ont une activité immunosuppressive, qui permet d’éviter
I'activation excessive du systeme immunitaire et sont responsable des mécanismes de
tolérance qui préviennent les maladies auto-immunes. Leur activité immunosuppressive se
fait en grande partie via la sécrétion de cytokines comme I'IL-10 et le TGFB visant a inhiber
I'activation des CD et des LT CD8* cytotoxiques, en grande partie responsables de la réponse
immunitaire. Ce qui, dans un contexte physiologique, tend a protéger contre le
développement de maladies auto-immunes, se traduit en une inhibition de la réponse
immunitaire antitumorale dans le contexte d’'un cancer. Mais I'activité immunosuppressive

des Treg envers les LT antitumoraux ne se résume pas seulement a la production d’IL-10 et de
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TGFpB, mais des mécanismes bien plus complexes sont a I'origine de cette immunosuppression.
Par exemple, la production d’IL-35 par les Treg augmente I'expression de LAG3, TIM-3 et PD-
1, molécules immunosuppressives faisant partie des points de contréle immunitaires (PCl, qui
seront développés plus en détail par la suite) et qui induisent I'anergie des cellules T
cytotoxiques. De plus, I'expression de LAG3 a la surface des Treg inhibe la maturation des CD,
qui ne pourront plus présenter les antigénes tumoraux aux LT. Certains sous-types de Treg
peuvent également exercer une activité cytotoxique directe sur les LT CD8* via la sécrétion de

granzyme B, ou encore via la voie apoptotique du récepteur TRAIL (Hashemi et al., 2020).

L'infiltrat Treg constitue un marqueur de mauvais pronostique chez la souris et chez
I'homme. Une étude menée en 2011 par Xu et al. chez la souris, montre que dans les tumeurs
4T1 (lignée murine de cancer du sein triple négatif) chez la souris BALB/c il y a une
accumulation de cellules Treg exprimant CCR6 inhibant la réponse immunitaire antitumorale
(Xuetal.,,2011). Chez 'homme, de nombreuses études analysent la corrélation entre l'infiltrat
Treg et le pronostic des patients. Une étude effectuée par Aruga et al. sur 93 patientes
atteintes de cancer du sein et traitées par chimiothérapie, montre qu’un faible infiltrat en
cellules FoxP3+ est considéré comme un facteur de bon pronostic (Aruga et al., 2009). De la
méme facon, Plitas et al. ont montré une corrélation entre un infiltrat Treg important et la
diminution de la survie globale sans récidive chez 105 patientes atteintes de cancer du sein
(Plitas et al., 2016). De ce fait, les traitements induisant une diminution des Treg ou de leur
activité  immunosuppressive ont un fort potentiel anti-cancéreux. Par exemple,
I’'administration d’un anticorps anti-CD25 (daclizumab), induisant la déplétion des Treg, chez
des patientes porteuses de cancer du sein métastatique est capable de restaurer la réponse
immunitaire antitumorale (Rech and Vonderheide, 2009). Le nombre de cellules Treg infiltrant
la tumeur peut étre controlé également grace a l'utilisation de certaines chimiothérapies,
comme le cyclophosphamide. Une étude menée par I'équipe du Pr. Frangois Ghiringhelli
montre que 'administration de cyclophosphamide chez 61 patientes atteintes de cancer du
sein diminue l'infiltrat Treg et restaure la réponse antitumorale assurée par les cellules NK et
les LT (Ghiringhelli et al., 2007). Dans le cadre du cancer colorectal, Villareal et al. ont montré
que l'utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés contre le CCR8, exprimé par les Treg,
diminue la croissance tumorale et augmente la survie chez la souris (Ghiringhelli et al., 2007;

Villarreal et al., 2018). La méme chose est observée chez les patients porteurs de cancer
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colorectal, ou la diminution de l'infiltrat Treg augmente la survie et l'infiltrat CD8* (Crosby et

al., 2020).

Mais I'augmentation d’un infiltrat Treg au sein de la tumeur n’est pas le seul moyen
utilisé par les cellules cancéreuses afin d’échapper a la surveillance du systéme immunitaire.
L'accumulation d’autres cellules immunitaires immunosuppressives, comme les MDSCs ou les
macrophages de type M2, sont également observés chez les patients atteints de cancer. Ce
microenvironnement pro-tumoral induit un épuisement des cellules T CD8*, qui perdent leur

pouvoir cytotoxique.

1.9.4 L'épuisement des LT CD8" dansle MET

Le role cytotoxique des LT CD8* infiltrant la tumeur est progressivement perdu au
contact des antigenes tumoraux. En effet, la stimulation chronique induite par ces antigénes
entraine une perte de fonction progressive qui mene a un état d’épuisement, ou anergie. Les
CD8* anergiques sont caractérisés par une perte progressive de I'expression des cytokines
effectrices telles que I'lL-2, le TNFa et I'l[FNy, entrainant une diminution de la production de
perforine de granzyme B, une diminution de la prolifération et, donc, de leur survie. Quand
les LT CD8* atteignent le niveau maximal d’épuisement, leurs activités d’origine ne peuvent
plus étre restaurées (He et al., 2019). Cet état peut étre di a différents mécanismes mis en
place aussi bien par les cellules cancéreuses que par les cellules immunitaires

immunosuppressives :

1.9.4.1 Petites molécules immunosuppressives et épuisement des LT CD8*

Plusieurs molécules solubles entrent en jeu dans la perte de fonction des cellules T CD8".
Les cytokines immunosuppressives IL-10 et TGFP (sécrétées principalement par les MDSCs et
les Treg) stimulent la prolifération des cellules cancéreuses tout en inhibant la prolifération
des CD8* et induisant leur perte de fonction (Sawant et al., 2019; Chen et al., 2017). L’IL-35
secrétée par les Treg contribue a la création d’'un microenvironnement immunosuppressif qui
diminue la réponse immunitaire antitumorale (Maj et al., 2017). Un microenvironnement
riche en CSF1 (colony stimulating factor 1) induit le recrutement des macrophages M2
exercant une activité immunosuppressive (Xun et al., 2020). La chimiokine CCL22 a également

un pouvoir immunosuppressif, induisant le recrutement des Treg dans le MET (Réhrle, Knott
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and Anz, 2020). Les cellules cancéreuses sécrétent aussi des molécules entrainant une perte
de fonction des CD8*. L'adénosine secrétée dans le MET peut avoir une action inhibitrice
directe via la liaison sur le récepteur A2AR des LT, ou indirecte induisant la stimulation de la
prolifération des Treg, inhibant la capacité des CPA a présenter des antigénes tumoraux et en
activant les MDSCs (Raskovalova et al., 2007; Ohta and Sitkovsky, 2014). L'indoléamine 2,3-
dioxygénase (iDO) induit également |'état d’anergie des LT CD8* via la déplétion locale du
tryptophane et I'activation des cellules Treg (Munn and Mellor, 2007). Une autre molécule a
activité immunosuppressive est le VEGF-A sécrété par les cellules cancéreuses. En effet, le
VEGF-A participe a I'épuisement des LT CD8* via l'inhibition de la maturation des CD,
I'accumulation des MDSCs au sein de la tumeur et la stimulation des Treg (Laxmanan et al.,

2005; Terme et al., 2013).

1.9.4.2 Les points de controle immunitaires (PCls).

Les PCls incluent une série de récepteurs qui sont normalement impliqués dans la
tolérance du « soi » et évitent la survenue de maladies auto-immunes. Cela concerne plusieurs
récepteurs exprimés par les cellules T, dont la liaison avec leurs ligands spécifique entraine
une diminution de leur activation et diminue la réponse immunitaire. Bien que ces molécules
soient indispensables au maintien de I'homéostasie et régulent la réponse immunitaire chez
les individus sains, dans un contexte cancéreux cela peut induire I'anergie des cellules T
cytotoxiques (Haanen and Robert, 2015). Différentes voies de signalisation exercent cette
fonction inhibitrice. Un mécanisme immunosuppressif parmi les plus connus et développés
dans les études et en thérapie, est celui impliquant le récepteur PD-1 (programmed cell death
1). Ce récepteur transmembranaire se trouve a la surface des LT et appartient a la famille des
récepteurs CD28. IL existe deux ligands de PD-1 : PD-L1 (programmed cell death ligand 1), qui
peut étre exprimé par de nombreux types cellulaires, dont les cellules cancéreuses, et PD-L2,
qui a une expression plus restreinte (CD, macrophages et LB). La liaison entre PD-1, a la surface
des LT, et PD-L1, normalement exprimés par les CPA, induit I'activation de la phosphatase SHP-
2 (Src homology 2 (SH2) domain-cotaining tyrosine phosphatase), puis I'activation de la
phosphatase PP2A, qui diminue la phosphorylation de la kinase Akt. Si Akt n’est pas
phosphorylée, cela bloque I'activation de la voie Akt/mTOR, indispensable a I'activation
lymphocytaire. En paralléle, le récepteur de co-stimulation CD28 est de-phosphorylé, ce qui

diminue ultérieurement I'activation via le TCR. L’expression de PD-L1 par les cellules
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cancéreuses engendre, donc, une diminution de l'activité des LT au sein de la tumeur,
contribuant a leur anergie et a une diminution de la réponse immunitaire antitumorale (Ai, Xu
and Xu, 2020). Une autre voie inhibitrice de I'activation lymphocytaire est celle des récepteurs
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocytes-associated protein 4)/B7. Le récepteur CTLA-4, comme PD-
1, se trouve a la surface des LT, et lie les récepteurs B7 (B7-1 et 2) situés sur les CPA. La liaison
CTLA-4/B7 entraine également une diminution de I'activation lymphocytaire. Le récepteur
CTLA-4 entre donc en compétition avec le CD28 pour la liaison aux récepteurs B7 et ce
« switch » induit une inhibition de la réponse immunitaire. Les cellules immunitaires
immunosuppressives utilisent cette voie de signalisation afin d’inhiber la réponse T au sein de
la tumeur (Buchbinder and Desai, 2016). Contrairement a PD-1 qui intervient dans la phase
effectrice de I'activation des LT, plus tardive, CTLA-4 en contrepartie joue un rdle important
dans la phase précoce de la réponse immunitaire (Okazaki et al., 2013). Ces deux mécanismes

inhibiteurs de I'activation des LT sont schématisés dans la Figure 6.

Bien que les voies PD-1/PD-L1 et CTLA-4/B7 soient les premiéres identifiées et étudiées,
elles ne sont pas les seules voies inhibitrices de I'activation lymphocytaire. D’autres récepteurs
exprimés a la surface des cellules T entrainent une induction de leur anergie : le récepteur
TIM-3, qui lie la galectine 9 souvent surexprimée dans le microenvironnement tumoral ; le
récepteur TIGIT qui a comme ligand le CD155 ; le récepteur LAG-3 qui lie le CMH-II ; le
récepteur BTLA qui lie HVEM (Hashimoto et al., 2018) (Figure 6).

Un autre mécanisme inhibiteur récemment identifié et classé dans les points de contréle
immunitaires est le « point de contréle ionique ». En effet, Eil et al. ont montré que les cellules
tumorales nécrotiques sécrétent des ions K* qui s’accumulent dans le microenvironnement
tumoral. Cette accumulation induit une entrée d’ions K* au sein des LT via le canal potassique
Kv1.3, ayant comme conséquence une activation de la phosphatase PP2A, inhibant la

phosphorylation d’Akt et, donc, I'activation lymphocytaire (Eil et al., 2016).

Les voies de signalisation et les molécules inhibant I'activation des LT sont donc
nombreuses, et I'enjeu actuel des thérapies anti-cancéreuses est d’inhiber ces mécanismes

afin de restaurer une réponse immunitaire antitumorale efficace.
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Figure 6. Expression des PCls et leurs ligands. Représentation des principaux récepteurs
présents a la surface des LT et des cellules cancéreuses, entrainant une diminution de la
réponse immunitaire antitumorale. Dans les voies de signalisation impliquant les récepteurs
PD-1 et CTLA-4, le recrutement des phosphatases SHP2 et PP2A entraine une inhibition de la
kinase Akt, importante dans I'activation des LT via le TCR. Schéma réalisé a I'aide du logiciel
BioRender.
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1.9.5 Limmunothérapie des cancers : restaurer une réponse immunitaire efficace

L'immunothérapie des cancers inclut différentes stratégies visant a restaurer le potentiel
cytotoxique des cellules immunitaires envers la tumeur, en particulier I'activité des LT CD8*
(Velcheti and Schalper, 2016). Les principales stratégies utilisées en immunothérapie des
cancers sont essentiellement au nombre de quatre : la stimulation non-spécifique du systeme
immunitaire via des molécules solubles, le transfert adoptif de cellules, les vaccins a CD, et

I'inhibition des points de contréle immunitaires (Lei et al., 2020).

1.9.5.1 La stimulation non-spécifique du systeme immunitaire.

Cette stratégie vise a stimuler le systeme immunitaire via I'administration de
molécules solubles induisant une réponse contre la tumeur. L'administration de GM-CSF
(Granulocytes-macrophage colony-stimulating factor), par exemple, induit la différenciation
des CD et stimule leur capacité a présenter les antigénes tumoraux aux LT cytotoxiques (Yan
et al., 2017). D’autres cytokines administrées afin de stimuler I'activité du systeme
immunitaires sont I'lL-2, I'lL-12, I'lL-15, I'lL-21 et I'IFNy (Floros and Tarhini, 2015). La cytokine
IL-2 recombinante est utilisée depuis 1992 pour le traitement des patients atteints de cancer
du rein métastatique, et depuis 1998 chez les patients atteints de mélanome métastatique,
avec un réel bénéfice chez les patients (Clark et al.,, 2017; Jiang, Zhou and Ren, 2016;
Marabondo and Kaufman, 2017). L’'IL-12 est une autre cytokine au fort pouvoir
immunomodulateur et depuis 2004 elle fait I'objet d’études cliniques pour les patients
atteints de cancer du sein et du cancer de la prostate (ClinicalTrials.gov NCT00004893,
NCT00406939). L’IL-15 a des effets similaires a I'lL-2 pour son activité biologique, et elle a fait
I'objet d’études cliniques prometteuses pour le traitement du mélanome métastatique, le
cancer rénal, le cancer du poumon non a petites cellules, le cancer de la téte et du cou et le
lymphome (Cooley et al., 2019)(ClinicalTrials.gov NCT01946789). L’IL-21 a fait I'objet d’essais
cliniques pour le traitement du mélanome et du cancer rénal métastatiques (ClinicalTrials.gov
NCT00601861, NCT00095108). L’IFNy fait également I'objet d’essais cliniques chez les patients
atteints de cancer du sein HER-2+, de cancer de I'ovaire, de cancer rénal métastatique et de
cancer de la prostate (ClinicalTrials.gov  NCT03112590, NCT00004032, NCT02614456,
NCT00002637). Malgré les nombreux effets positifs obtenus via les cytokines, le point faible

de ces traitements reste la forte toxicité si administrés a forte dose, ce qui rend difficile leur
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utilisation chez les patients (Floros and Tarhini, 2015). L'administration a forte dose est en
partie due a la demi-vie courte de ces molécules. Pour cette raison des cytokines « pégylées »,
dont I'lL-2, sont en cours d’étude. En effet, la pégylation consiste a lier la molécule au
polyéthyléne glycol (PEG) qui est soluble dans I'eau et qui en augmente la biodisponibilité.
Une autre stratégie pour augmenter |'efficacité de I'lL-2 implique I'addition d’un anticorps
anti-IL2RB (CD122) appelé NARAL. Cette molécule hybride est capable d’activer les LT CD8* en
inhibant I’activation des T, dont I'effet semble prometteur en thérapie anti-cancéreuse

(Boyman and Arenas-Ramirez, 2019).

L'administration du Bacille de Calmette-Guérin (BCG) est également utilisée et a fait
ses preuves dans le traitement du cancer de la vessie, du cancer gastro-intestinal, du

mélanome et du cancer du sein (Falk et al., 1983; Vasekar, Degraff and Joshi, 2016).

1.9.5.2 Letransfert adoptif de cellules

Contrairement aux thérapies basées sur I'administration de cytokines, le transfert
adoptif est une technique qui méne a une activation plus spécifique du systéme immunitaire.
La technique la plus connue et utilisée est celle concernant les cellules T a récepteur
antigénique chimérique (ou cellules CAR-T), qui consiste a modifier les cellules T d’un patient
pour faire en sorte qu’elles soient en mesure de reconnaitre et détruire les cellules
cancéreuses. Ces cellules T autologues sont donc modifiées génétiquement pour qu’elles
expriment a leur surface une protéine chimérique permettant une reconnaissance spécifique
des cellules tumorales (Kalos and June, 2013). D’autres techniques prévoient le transfert
adoptif de cellules NK (Fang, Xiao and Tian, 2017). Actuellement, seulement deux traitements
impliquant I'administration de cellules CAR-T sont approuvés par la FDA : le tisagenlecleucel
dans le cadre de la leucémie aiglie lymphoblastique (LAA) et le lymphome diffus a grandes
cellules B (LDGCB), et I’axicabtagéene ciloleucel pour le LDGCB. Malheureusement, 'utilisation
de ces thérapies implique encore beaucoup d’effets indésirables, comme le syndrome de
relargage cytokinique, un syndrome inflammatoire trés grave (Brudno and Kochenderfer,
2019). De plus, I'utilisation des cellules CAR-T s’avere peu efficace dans les tumeurs solides et
ce pour plusieurs raisons. D’'une part, les tumeurs solides sont plus hétérogenes que les
tumeurs hématologiques, de ce fait le nombre d’antigénes tumoraux est élevé et varié au sein

de la tumeur, ce qui rend difficile un ciblage efficace. D’autre part, les cellules CAR-T accédent

40



plus facilement a la circulation sanguine et au systéme lymphatique, tandis que la pénétration

au sein des tissus s’avere plus compliquée (Marofi et al., 2021).

1.9.5.3 Lesvaccinsa CD

Cette stratégie thérapeutique vise a modulation la capacité des CD a présenter
I'antigéne et activer les cellules immunitaires effectrices, comme les LT CD8*, contre la
tumeur. Cela peut étre réalisé in vivo via la stimulation des CD via le GM-CSF (méme si cela
reste moins spécifique, comme discuté précédemment), ou via des anticorps ciblant le
récepteur CD40. Certaines approches ex vivo portent sur la différenciation et maturation des
monocytes de patient en CD matures chargées avec des antigénes tumoraux spécifique
(Sabado, Balan and Bhardwaj, 2017; Wculek et al., 2020). Plusieurs essais cliniques sont
actuellement en cours a ce sujet dans différents types de cancers tels que le cancer de I'ovaire,
le cancer rénal, le mélanome et le cancer colorectal (Wang et al., 2014; Radomski et al.,

2016)(ClinicalTrial.gov, NCT00703105, NCT00929019).

1.9.5.4 Les anticorps monoclonaux ciblant les points de contréle immunitaires

L'inhibition des points de contréle immunitaire représente un des principaux succes des
traitements en immunothérapie des cancers. Ces thérapies consistent principalement a
utiliser des anticorps monoclonaux ciblant les récepteurs inhibiteurs (voir paragraphe sur les
points de contréle immunitaires, 1.9.4.2), toujours dans |'objectif de restaurer |'activité
cytotoxique des LT. Le premier anticorps monoclonal approuvé par la FDA (Food and Drugs
Administration) et ciblant le récepteur CTLA-4 a été I'ipilimumab, utilisé dans le traitement du
mélanome métastatique (van de Ven and Borst, 2015). Le traitement par ipilumumab est
capable de stimuler le recrutement des LT CD8" cytotoxique et des LT CD4* au sein de la
tumeur, ce qui est indispensable pour une réponse antitumorale efficace (Sharma et al., 2019).
D’autres anticorps, comme le nivolumab et le pembrolizumab, fixent et bloquent le récepteur
PD-1 et empéchent sa liaison avec le récepteur PD-L1, ce qui contrecarre l'inactivation des LT
induite par cette voie. Ces deux anticorps sont actuellement autorisés en France pour le
traitement du mélanome, des cancers du poumon non a petites cellules, les carcinomes
urothéliaux, les lymphomes de Hodgkin et les carcinomes a cellules de Merkel (Koppolu and
Rekha Vasigala, 2018; Reck, Borghaei and O'Byrne, 2019; Sharma et al., 2017; Ansell et al.,

2015; Barrios et al., 2020; Kwok et al., 2016; Suzman et al., 2019). Deux autres anticorps
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monoclonaux ciblant PD-L1 sont également autorisés en France : I'avelumab, indiqué pour le
traitement des carcinomes a cellules de Merkel, et I'atezolizumab, indiqué dans le traitement
des carcinomes urothéliaux, des cancers du poumon non a petites cellules et des cancers du
sein triple négatifs (D'Angelo et al., 2018; Suzman et al., 2019; Markham, 2016). Pour que ces
traitements soient efficaces, en régle générale, le patient doit exprimer un fort taux de ces
récepteurs au sein de la tumeur et ceci est considéré comme fondamental dans la
détermination des bons et mauvais répondeurs. Ces thérapies se montrent plus efficaces dans
les sous-types de cancers présentant un taux de mutation élevé, comme le mélanome et le
cancer du poumon, car cela implique une activation du systeme immunitaire plus importante.
Malheureusement ces thérapies ont encore beaucoup de points limitants, comme le taux de
bons répondeurs qui reste assez faible. En effet, ces thérapies se montrent efficaces chez
environ 40% des patients atteints de mélanome et environ 30% des patients atteints de cancer
du poumon. Sans compter que chez certains patients des phénomenes d’hyper-progression
ont été enregistrés, avec une progression tumorale qui est accélérée avec ce type de
traitement et qui induit a un déces plus rapide du patient. Le manque d’efficacité de ces
thérapies est également di au fait que les cellules tumorales développement des résistances
afin de contourner I'action de ces anticorps (Kalbasi and Ribas, 2020). Afin de développer des
nouvelles stratégies thérapeutiques, d’autres anticorps monoclonaux sont actuellement en
essai clinique et ciblent d’autres récepteurs inhibiteurs tels que LAG-3, TIM3 et TIGIT. Pour les
anti-LAG3 et les anti-TIM3, les études cliniques sont plutét en Phase |, et évaluent la toxicité
des médicaments chez les patients atteints de lymphome ou de cancer du pancréas
(ClinicalTrial.gov, NCT00732082, NCT03489369, NCT03489343). Le blocage du récepteur TIGIT
se fait principalement a I'aide de I'anticorps tiragolumab, est en cours d’évaluation dans le
traitement du cancer du poumon non a petites cellules, avec des études cliniques de Phase Il

actuellement en cours (ClinicalTrial.gov, NCT03563716).

D’autres anticorps monoclonaux ne ciblant pas spécifiguement les points de contréle
immunitaires se classent parmi les immunothérapies, et ce parce que ces molécules peuvent
avoir une action antitumorale indirecte via leur partie Fc (fragment cristallisable). Ces
mécanismes impliquent la cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps
(ADCC), la phagocytose cellulaire dépendante des anticorps (ADCP) et la cytotoxicité

dépendante du complément (CDC)(Castelli, McGonigle and Hornby, 2019). Un exemple est le
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rituximab, anticorps dirigé contre le récepteur CD20 exprimé par les LB et indiqué dans le
traitement de certains lymphomes (Jurczak, Dtugosz Danecka and Buske, 2019). Le
trastuzumab est un autre anticorps ciblant la protéine HER2, exprimée a la surface de
certaines cellules de cancer du sein, et son inhibition diminue la croissance tumorale
(Maximiano et al., 2016). Le bevacizumab est un anticorps bloquant le VEGF qui inhibe sa
liaison avec le récepteur VEGFR en inhibant son activité (Garcia et al., 2020). Plus récemment,
des anticorps dits bi-spécifigues ont été développés, reconnaissant deux molécules
différentes et pouvant interagir avec deux types cellulaires a la fois. C'est 'exemple du
blinatumomab, médicament indiqué dans le traitement de la leucémie aiglie lymphoblastique,
capable de fixer simultanément le récepteur CD3 exprimé par les LT cytotoxiques et le CD19
exprimé par les LB, permettant donc la destruction de ces derniers par les LT (Goebeler and

Bargou, 2016).

L'immunothérapie des cancers est donc une voie en plein développement dans la
recherche de nouveaux médicaments anti-cancéreux. Le challenge actuel est donc de trouver
des nouvelles stratégies thérapeutiques afin d’augmenter le pourcentage de bons
répondeurs, mais aussi de pouvoir restaurer la réponse immunitaire antitumorale la ou les

thérapies actuelles demeurent inefficaces.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Mon travail de these inclut deux projets axés sur le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques anti-cancéreuses qui seront présentées dans deux parties distinctes

au sein de ce manuscrit.

La premiere partie se focalisera sur le cancer colorectal, et en particulier sur le role
immunomodulateur d’une petite molécule inhibitrice de kinases, le H89. Dans une premiére
partie introductive je développerai le cancer colorectal ainsi que les traitements couramment
utilisés en thérapie et les inhibiteurs de kinases dans le cancer. Je me focaliserai ensuite sur le
H89 et son utilisation potentielle en cancérologie, avant de présenter le premier article (en
cours de soumission) qui étudie le potentiel antitumoral du H89 dans nos modeéles de cancers

en analysant le role du systeme immunitaire inné et adaptatif dans I'effet de la molécule.

La deuxieme partie sera axée sur le cancer du sein triple négatif et I'étude de I'effet
antitumoral du monoxyde d’azote (NO). Je présenterai donc le cancer du sein, et en particulier
le cancer du sein triple négatif, ainsi que les traitements utilisés pour ensuite me focaliser sur
la voie de signalisation IL-6/JAK2/STAT3 et le role du NO dans le cancer. Cette partie
introductive a comme but de présenter le deuxieme article (publié en 2021 dans le journal
IJMS) qui étudie le réle d’'un médicament donneur de NO, le glyceryl trinitrate (GTN), dans la

diminution de la migration/invasion des cellules cancéreuses et formation des métastases.

44



PARTIE 1 : NOUVELLES STRATEGIES THERAPEUTIQUES
DANS LE TRAITEMENT DU CANCER COLORECTAL :
POTENTIEL IMMUNOMODULATEUR D'UN INHIBITEUR DE
KINASES

PRESENTATION DE L’ARTICLE 1: en préparation

« Protein kinase inhibitor-mediated immunoprophylactic and immunotherapeutic control of
colon cancer »

Silvia Ghione'?, Cindy Racoeur?, Nesrine Mabrouk'?, Jingxuan Shan3, Emma Groetz'? Elise
Ballot*®, Caroline Truntzer®>, Lotfi Chouchane3, Frédérique Vegran*°®, Catherine Paul'?,
Stéphanie Plenchette®?*# Ali Bettaieb2"#

!Laboratoire d’Immunologie et Immunothérapie des Cancers (LIIC), EA7269, Univ. Bourgogne
Franche-Comté, Dijon, France

2LIIC, EPHE, PSL Research University, Paris, France

3Genetic Intelligence Laboratory, Weill Cornell Medicine-Qatar, Qatar Foundation, Doha,
Qatar

4 Plateforme de Transfert en Biologie Cancérologique, Centre Georges Francois Leclerc, Dijon,
France

>INSERM U1231, Dijon, France
®University of Burgundy and Franche Comté, Dijon, France

*These authors jointly supervised

45



1. LE CANCER COLORECTAL

1.1 Epidémiologie et classification

Le cancer colorectal demeure I'un des cancers les plus fréquents en France, soit le
deuxieme chez la femme est le troisieme chez 'lhomme, avec 43 336 nouveaux cas recensés
en 2018 tous sexes confondus. Malgré une diminution du taux de mortalité (-1,6% par an en
moyenne tous sexes confondus entre 1990 et 2018), ce cancer représente actuellement la
deuxiéme cause de décés par cancer en France, et 12% de I'’ensemble des déces par cancer,
surtout chez les personnes agées de plus de 65 ans. Dans plus de 80% des cas, ces cancers
dérivent d’'une tumeur bénigne qui évolue et dévient cancéreuse, avec apparition en moyenne
entre I'age de 71 ans (chez 'lhomme) et 73 ans (chez la femme). Actuellement, 44% des
cancers colorectaux sont diagnostiqués précocement, surtout chez les patients ayant moins
de 65 ans. En revanche, encore 10% des malades sont diagnostiqués en stade avancé. Cela est
d a une participation encore insuffisante aux campagnes de dépistage, car seulement 33,5%
des patients entre 50 et 74 ans ont été dépistés entre 2016 et 2017. Afin de garantir une bonne
prise en charge des patients ce dépistage est primordial, et la classification de la tumeur a
aussi toute son importance, car le stade de la pathologie est un élément de diagnostic

essentiel ((InVs)).

Entre 1943 et 1952 le chirurgien frangais Pierre DENOIX, de I'institut Gustave-Roussy, a
proposé une classification des cancers selon leur extension anatomique, appelée TNM (pour
Tumor, Nodes, Metastasis). Les trois lettres représentent la propagation de la tumeur locale
(T), au niveau des ganglions lymphatiques (N, pour node en anglais) et délocalisé s’il y a
présence de métastases (M). La lettre « T », qui décrit donc la tumeur initiale, est identifiée
avec TO en absence de Iésion primitive, jusqu’a 4 pour les tumeurs les plus avancées. La lettre
« N »,de 0a 2 dans le cas du cancer colorectal, dépend du nombre de ganglions périphériques
envabhis par la tumeur. Enfin, la lettre « M », de 0 a 1 (avec sous-catégories 1a, 1b, 1c) en cas
d’absence ou présence de métastases (Tableau 1). Cette classification, reconnue
internationalement, permet de faciliter les échanges et la prise en charge des patients. Cette
classification est mise a jour régulierement par les spécialistes membres de I'UICC (Union for
International Cancer Control). La classification TNM permet de codifier les indications de

traitement, et la combinaison des trois repéeres contribue a établir un stade d’avancement de
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la tumeur qui est plus synthétique, allant simplement de | a IV (Figure 7). Dans le cadre du
cancer colorectal, au stade 0 la tumeur est in situ, tres superficielle et n’a pas encore envahit
la sous-mugqueuse ni les ganglions lymphatiques, avec absence de métastases. Au stade | la
tumeur envahit la sous-muqueuse et la paroi du célon/rectum, sans encore atteindre les
ganglions et sans formation de métastases. Les stades Il et lll voient la tumeur se développer
plus en profondeur, en traversant plusieurs couches de la paroi intestinale (l1), jusqu’a envahir
les ganglions situés en proximité de la tumeur (lll). Au dernier stade (IV), la tumeur s’est
propagée au-dela des parois du colon/rectum, vers des organes éloignés avec formation de
métastases (généralement au niveau du foie, mais aussi des poumons). Tous ces parameétres
permettent d’évaluer efficacement la condition des patients pour permettre une prise en

charge thérapeutique personnalisée (Union and (UICC)).
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Figure 7. Stades du cancer colorectal selon la classification de I’'UICC, et correspondance avec
la classification TNM. Illustration des différents stades du carcinome colique, avec détail de la
classification = TNM  correspondante  (UICC). Image modifiée d’aprés le site
https.//www.creapharma.ch/cancer-colorectal.htm.

Tableau 1. Détail de la classification anatomique TNM pour les carcinomes coliques. D’apres
la 8éme édition du TNM, 2017 (UICC).

T= Tumeur primaire

T0: absence de tumeur

Tis: carcinome in situ, tumeur localisée dans la paroi interne du célon/rectum
T1: invasion de la sous-mugqueuse

T2: invasion de la parei du célon/rectum

T3: invasion de toute la paroi intestinale

T4: la tumeur est tréz développée et touche les organes périphérigues

N= Ganglions Lymphatiques
MO: absence de tumeur dans les ganglions
M1: entre 1 et 3 ganglions touchés par la tumeur

M2: invasion de 4 ganglions ou plus

M= Métastases

MO: absence de métastases

M1: présence de métastases & distance
Mia: les métastases sont présentes dans un seul organe (foie, poumons, ovaires ), mais pas dans le péritoine
M1b: les métastases ont envahi plusieurs organes

Mic: les métastases ont envahi le péritoine, avec ou sans leur présence dans d'autres organes
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1.2 Lestraitements du cancer colorectal

Le traitement des carcinomes coliques pour les patients ayant une tumeur in situ, avec
absence de métastases, est principalement locorégional. La procédure classique mise en place
est une exérése chirurgicale qui vise a éliminer la tumeur et également une partie des tissus
sains, si nécessaire et possible. Suite a la chirurgie, quand le cancer est diagnostiqué en phase
précoce, une simple surveillance du patient suffit. Pour les tumeurs les plus agressives, on
observe la mise en place d’un traitement néo-adjuvant, soit avant la chirurgie. Cette pratique
vise a réduire la taille de la tumeur avant de procéder a I'acte d’exérése (Labianca et al., 2010).
Le type de traitement néo-adjuvant est décidé en fonction des patients, selon des critéres
moléculaires décrétés grace a une biopsie. La chimiothérapie systémique fait partie des
traitements néo-adjuvants. Un autre type de traitement néo-adjuvant tres utilisé est la
radiothérapie, technique qui consiste a irradier avec des rayonnements ionisant la tumeur, en
essayant d’épargner les cellules saines qui I'entourent. Cela a le bénéfice de rester un
traitement local et non systémique contrairement a la chimiothérapie avec moins d’effets
secondaires et de toxicité pour le patient. La radiothérapie peut également étre utilisée aprés
la chirurgie (radiothérapie adjuvante) afin de réduire les risques de récidive de maniere moins
agressive qu’avec la chimiothérapie, ou encore pour traiter des patients atteints de cancer
colorectal avec un état de santé fragile et qui ne supporterait pas un acte chirurgical (Rosen,

Degett and Gogenur, 2016).

1.2.1  Lachimiothérapie systémique

Dans le cas des tumeurs les plus agressives, il y a la mise en place de traitements
systémiques suite a la chirurgie. Dans le cadre du cancer colorectal, ce type de traitement
repose essentiellement sur la chimiothérapie adjuvante. Plusieurs classes de molécules sont
actuellement utilisées, avec un mécanisme d’action et des cibles moléculaires différentes avec
des protocoles d’administration variés en fonction des patients. Les trois molécules
principales utilisées sont : le 5-Fluorouracile (5-FU), I'oxaliplatine (OXA) et I'irinotecan (IRI). Le
5-FU, découvert en 1957 par Heidelberg et Duschinsky, est le plus ancien médicament utilisé
dans le traitement du cancer colorectal, ainsi que 'un des médicaments les plus utilisés en
cancérologie. Cette molécule appartient a la classe des antimétabolites, et a donc comme

mécanisme principal celui de bloquer la synthése des acides nucléiques (ADN et ARN). Le 5-
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FU étant un analogue de I'Uracile, il est converti par la machinerie cellulaire en trois
métabolites actifs (le 5-FdUMP, le 5-FAUDP et le 5-FAUTP) qui sont incorporés dans I’ADN et
I’ARN, ou bien inhibent I’'enzyme thymidylate synthase (TS), en bloquant le cycle cellulaire et
induisant la mort des cellules par apoptose (Figure 8). Le 5-FU ne peut pas étre administré par
voie orale a cause de la présence de I'enzyme dihydropyrimidine déshydrogénase (DPD)
intestinale, qui intervient dans le catabolisme de la molécule, et la voie intra-veineuse reste la
meilleure solution thérapeutique. L’efficacité du 5-FU peut étre améliorée avec la prescription
concomitante d’acide folinique, qui module son mécanisme d’action grace a son action
inhibitrice sur la TS (Vodenkova et al., 2020). Un autre agent qui a un effet sur la réplication
de 'ADN est I'OXA, un dérivé du platine. Cette molécule fait partie des agents alkylants, et
induit la formation de ponts intra-brins entre deux guanines, en inhibant la réplication de
I’ADN (Mauri et al., 2020). Ce médicament est souvent utilisé en combinaison avec le 5-FU et
I'acide folinique, constituant le FOLFOX, traitement de référence dans les protocoles actuels
pour le cancer colorectal (Cheeseman et al., 2002). Enfin, mais tout aussi important, I'IRI, un
inhibiteur de topoisomérase. Ce médicament est métabolisé par les carboxylestérases, afin de
produire le SN-38, sa forme active. Ce dernier inhibe la topoisomérase |, avec comme
conséquence des cassures de I’ADN qui inhibent sa réplication (Paulik, Nekvindova and Filip,
2020). Ce traitement est souvent administré en combinaison avec le 5-FU et I'acide folinique,
soit le FOLFIRI. De maniére générale, le 5-FU peut étre proposé seul aux patients ayant un
cancer colorectal au stade précoce (principalement au stade Il), mais pour les patients a plus
haut risque comme ceux au stade Il et IV, le traitement de premiere ligne repose sur le
FOLFOX, suivi par le FOLFIRI en cas d’échec thérapeutique ou récidive (Neugut et al., 2019).
Ces traitements ne sont pas spécifiques des cellules cancéreuses, mais inhibent la division
cellulaire et induisent 'apoptose de toutes les cellules qui se répliquent, donc potentiellement
des cellules saines de I'organisme. Les effets nocifs les plus importants sont liés aux cellules
avec un haut taux de prolifération, comme celles de la moelle osseuse (baisse des défenses
immunitaires), les épithéliums digestifs (troubles du systéme digestif et nausées), les follicules
pileux (perte de cheveux et poils) ainsi que les ovaires et les testicules (baisse de la fertilité)
(Livshits, Rao and Smith, 2014). Pour cela, d’autres types de traitements sont privilégiés quand
cela est possible, avec des molécules plus spécifiques des cellules tumorales, ce que I'on

appelle la thérapie ciblée.
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Figure 8. Mécanismes d’action des principaux traitements systémiques du cancer colorectal.
Le 5-FU, I'OXA et I'IRIl, ainsi que leurs combinaisons, demeurent les traitements principaux du
cancer colorectal. Leurs mécanismes d’action, méme si différents, visent a perturber la
machinerie cellulaire de réplication de ’ADN, de I’ARN, ainsi que leur synthése et réparation.
Le 5-FU est transformé en FUTP, FAUMP et FAUTP, qui causent respectivement des dommages
a I’ARN, l'inhibition de la tymidylate synthase (TS) et des dommages a 'ADN. L’OXA est un
agent alkylant induisant des cassures et des dommages a ’ADN, et I'IRI est un inhibiteur de la
topoisomérase | via son intermédiaire métabolique (SN-38). Tout cela méne a une induction de
I'apoptose des cellules cancéreuses, avec des effets secondaires sur les cellules saines
environnantes.
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1.2.2 Lesthérapiesciblées

Au-dela des traitements systémiques aspécifiques, une autre stratégie thérapeutique
utilisée dans le cadre du cancer colorectal repose sur la thérapie ciblée. Ces thérapies
regroupent un ensemble de traitements qui visent de maniére spécifique certaines protéines

ou certains récepteurs des cellules cancéreuses qui sont indispensables a leur prolifération.

1.2.2.1 Bloquer les voies de signalisation de I'EGFR et du VEGFR

Deux voies de signalisation tres actives dans les cellules tumorales coliques sont celles des
récepteurs VEGFR et EGFR (Figure 9) (Nagano et al., 2019; de Castro-Carpeno et al., 2008).
Deux thérapies basées sur l'utilisation d’anticorps monoclonaux sont actuellement tres
utilisées dans le cancer colorectal : le bevacizumab (Avastin®), un anti-VEGF, et le cetuximab
(Erbitux®), un anti-EGFR. Dans le cas du bevacizumab, 'anticorps cible spécifiqguement le
ligand du VEGFR, le VEGF, ce qui empéche sa liaison sur le récepteur en bloquant la cascade
de signalisation menant a l'angiogenése et la prolifération des cellules tumorales. Le
cetuximab, quant a lui, cible directement le récepteur EGFR en bloquant sa cascade de
signalisation proliférative en empéchant la liaison naturelle entre le récepteur et son ligand,
I'EGF (Figure 9) (Piawah and Venook, 2019). Deux études cliniques de Phase Il sont
actuellement en cours, et utilisent un autre inhibiteur de 'EGFR, le panitumumab, chez les
patients atteints de cancer colorectal métastatique muté KRAS et ayant déja recu les
traitements a base de 5-FU, OXA et IRI (Clinicaltrials.gov NCT03087071, NCT03227926). Un
autre traitement faisant partie des thérapies ciblées du cancer colorectal métastatique est le
regorafenib, commercialisé sous le nom de stivarga®. Cette molécule est un inhibiteur de
kinase aspécifique, ciblant principalement I'activité tyrosine kinase du récepteur VEGFR et
bloguant donc sa cascade de signalisation (Figure 9) (Carter, 2014). Il est principalement utilisé
chez les patients atteints de cancer colorectal métastatique pour lesquels les autres thérapies
précédemment citées ne sont pas efficaces (Dhillon, 2018). Le regorafenib, ainsi que la classe
des molécules inhibitrices de kinases et leur réle dans le cancer, seront détaillés plus tard,
dans le paragraphe 2. En général, ces traitements ont des résultats prometteurs chez les
patients, et s’utilisent souvent en combinaison avec d’autres traitements, notamment la
chimiothérapie. Par exemple, une étude clinique de Phase Il voit la combinaison de

I'irinotecan avec le cetuximab en traitement de troisieme ligne pour les patients atteints de
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cancer colorectal métastatique (Masuishi et al., 2020). Ou encore, le cetuximab est administré
en combinaison avec des autres molécules inhibitrices de kinases, le binimetinib et
I'encorafenib, dans une étude clinique de Phase Ill chez les patients atteints de cancer

colorectal métastatique muté BRAF V600E (Van Cutsem et al., 2019).
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Figure 9. Mécanisme d’action du Bevacizumab, du Cetuximab et du Regorafenib. Le
bevacizumab est un anticorps monoclonal ciblant le VEGF et empéchant sa liaison avec son
récepteur, le VEGFR. Cela entraine une inhibition de la voie de signalisation incluant la PKC, qui
stimule I'angiogenése au sein de la tumeur, limitant son approvisionnement en oxygeéne. Le
VEGFR active également la voie de prolifération PI3K/Akt, et le bevacizumab bloque aussi la
prolifération des cellules cancéreuses ainsi que leur survie. Le cetuximab cible directement le
récepteur EGFR, activant la voie RAS mais également la voie PI3K/Akt (commune avec le
VEGFR) et engendre une inhibition de la prolifération tumorale. Le regorafenib agit au niveau
de l'activité tyrosine kinase du VEGFR, avec un effet similaire au bevacizumab quant a
I'inhibition de la cascade de signalisation pro-angiogénique et de survie cellulaire. Ce dernier
médicament reste moins spécifique, car son action ne se limite pas au VEGFR mais a d’autres
protéines kinases présentes au sein de la cellule.
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1.2.2.2 Lesinhibiteurs des PCls

D’autres traitements reposent sur I'immunothérapie et plus particulierement sur les
inhibiteurs de points de contréle immunitaires. Dans le cadre du cancer colorectal, I'utilisation
de I'immunothérapie est limitée et cible essentiellement la voie PD-1/PD-L1 ou la voie CTLA-
4/B7. Le pembrolizumab et le nivolumab sont deux anticorps monoclonaux ciblant le
récepteur PD-1, présent sur les LT, et qui contrecarrent leur épuisement au sein de la tumeur
(Figure 10). Malheureusement ces traitements ne fonctionnent que chez les patients ayant un
cancer colorectal microsatellite instable élevé (MSI-high) ou avec défaillance du systéme de
réparation de I’ADN (dMMR), ce qui représente seulement un faible pourcentage des cancers
colorectaux. L'immunothérapie est donc peu accessible dans ce type de cancer méme si elle
reste une option thérapeutique éventuelle chez certains patients (Oliveira, Bretes and
Furtado, 2019). La FDA a approuvé en 2017 'administration de pembrolizumab et nivolumab
pour le traitement des cancers colorectaux MSI-high ou dMMR chez des patients ayant déja
recu deux a quatre thérapies antérieures (Piawah and Venook, 2019). Un autre anticorps
approuvé par la FDA en 2018 pour le traitement du cancer colorectal métastatique MSI-high
ou dMMR est l'ipilimumab, un anti-CTLA-4 administré en combinaison avec le nivolumab
(Morse et al., 2019). Le pembrolizumab, le nivolumab, et I'ipilimumab se montrent efficaces
dans le traitement des cancers colorectaux métastatiques de type MSI-high ou dMMR et,
méme si a I’heure actuelle ce sont les seuls traitements approuvés par la FDA, de nombreux
essais cliniques étudient I'efficacité d’autres combinaison de traitements (Johdi and Sukor,
2020). Une étude de Phase Il est actuellement en cours, et voit la combinaison du
pembrolizumab avec le bevacizumab et la capecitabine, un précurseur du 5-FU
(ClinicalTrials.gov, NCT03396926). Une autre étude de Phase | terminée depuis peu combine
I’atezolizumab, un anti-PD-L1 utilisé dans les carcinomes urothéliaux, le cancer du poumon
non a petites cellules et le cancer du sein triple négatif, avec le bevacizumab et le FOLFOX (Liu
et al., 2018). Deux autres études de Phase Il sont actuellement en cours, et combinent le
pembrolizumab avec le cetuximab ou avec l'ibrutinib, un inhibiteur de kinases utilisé dans le
traitement de certaines leucémies (Kim et al., 2021)(ClinicalTrials.gov, NCT02713373). Enfin,
une étude prometteuse de Phase Il va démarrer, combinant le FOLFOX et le bevacizumab
avec ou sans l'atezolizumab dans le cancer colorectal métastatique (ClinicalTrials.gov,

NCT02997228). |l reste encore beaucoup de chemin a parcourir pour augmenter I'efficacité
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de 'immunothérapie dans le cancer colorectal et pour élargir le nombre de patients éligibles

a ce type de traitements, ce qui fait de cette branche thérapeutique un axe de recherche

prometteur.
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Figure 10. Mode d’action de pembrolizumab et nivolumab dans la voie PD-1/PD-L1. La liaison
entre PD-1, exprimé sur les lymphocytes T (LT), et PD-L1, exprimé sur les cellules tumorales,
inactive les premiers et la tumeur échappe a la surveillance du systéme immunitaire. Les deux
anticorps monoclonaux pembrolizumab et nivolumab, utilisés dans le traitement de certains
cancers colorectaux, vont lier le récepteur PD-1, ce qui empéche la liaison avec PD-L1 et
restaure donc l'activité antitumorale des LT.
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1.2.2.3 Autres stratégies thérapeutiques

D’autres stratégies thérapeutiques en cours d’évaluation pour la prise en charge du cancer
colorectal reposent sur les cellules CAR-T et les stratégies vaccinales ciblant I'antigéne carcino-
embryonnaire, ou CEA. Le CEA est un antigene typiquement surexprimé chez les patients
atteints de cancer colorectal, aussi bien au sein de la tumeur que dans le sang, et constitue un
moyen de diagnostic rapide courant (Campos-da-Paz et al., 2018). Cet antigene est utilisé dans
le cadre de développement de cellules CAR-T, dans une étude clinique de Phase | montrant
des résultats prometteurs, avec une diminution du taux de CEA dans le sang de tous les
patients, associé a une rémission compléte ou partielle de ceux-ci. Le seul point négatif de ce
traitement est le développement transitoire de colites séveéres chez tous les patients
(Parkhurst et al., 2011). L'antigéne CEA a fait aussi I'objet d’'un essai clinique de Phase |
développant des vaccins, le PANVAC-V et le PANVAC-F, pour le traitement de plusieurs cancers
en stade avancé, dont le cancer colorectal métastatique en échec thérapeutique. Les résultats
obtenus se montrent prometteurs et le vaccin ne montre pas de toxicité chez les patients,
mais ces traitements nécessitent d’étre combinés a d’autres thérapies standards pour obtenir
I'efficacité souhaitée. De plus, plusieurs injections sont nécessaires afin d’obtenir une réponse

immunitaire efficace (Madan et al., 2012).
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2. LESINHIBITEURS DE KINASES EN THERAPIE ANTI-CANCEREUSE

Les protéines kinases sont des acteurs majeurs de la transduction des signaux cellulaires,
et régulent finement toutes les voies de signalisation. Ces protéines phosphorylent leurs cibles
par transfert d’un y-phosphate de I’ATP sur le groupement hydroxyle des résidus de tyrosine,
sérine et thréonine. La déphosphorylation est régulée par les phosphatases, qui rendent ce
processus réversible et régulent donc I’homéostasie cellulaire (Hunter, 1991). Actuellement le
lien entre la dérégulation des protéines kinases et le développement de certains types de
cancer est bien établi. Chez lindividu sain, les protéines kinases régulent des voies de
signalisation qui induisent la prolifération tout en inhibant I'apoptose, via I'activation de
certains facteurs de transcription (comme NFkB et Myc) et l'inhibition des molécules pro-
apoptotiques (comme Bax). Dans le cadre du cancer ces protéines subissent des mutations qui
les rendent constitutivement actives, la prolifération cellulaire n’est plus régulée et les cellules
tumorales peuvent se diviser de maniere incontrolée (Du and Lovly, 2018). Les kinases jouent
donc un role trés important dans I'oncogenése et sont actuellement la cible de nombreux
traitements anti-cancéreux qui visent a inhiber leur activation : les inhibiteurs de protéines

kinases, appelés Protein Kinase Inhibitors (PKls) (Hartmann et al., 2009).

La découverte des PKIs a révolutionné la thérapie ciblée anti-cancéreuses, et dans les vingt
dernieres années des nombreuses molécules ont fait I'objet d’essais cliniques validés par la
FDA pour leur utilisation en thérapie. Les PKIs sont donc devenus une grande famille de
molécules anti-cancéreuses avec un grand intérét thérapeutique. Un de principaux avantages
de ces molécules par rapport aux traitements systémiques comme la chimiothérapie, est la
toxicité moindre sur les cellules saines grace a une meilleure sélectivité de ces traitements.
Malgré cette toxicité mineure, ces molécules gardent un profil toxique qui leur est spécifique
et qui dépend de leur mécanisme d’action. De plus, méme si ces traitements sont inclus dans
les thérapies ciblées, leur action impacte souvent plusieurs kinases simultanément. C’est la
raison pour laquelle certains inhibiteurs sont souvent utilisés pour traiter différents types de
cancer ne partageant pas forcément les mémes mutations protéiques (Kannaiyan and

Mahadevan, 2018).
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2.1 Limatinib

Le premier PKI qui a été développé et approuvé par la FDA est I'imatinib (STI-571), qui
bloque I'activité aberrante de la kinase Bcr-Abl (Breakpoint Cluster Region — Abelson). Cette
protéine dérive d’une fusion entre le chromosome 9 et le chromosome 22 qui génere le
chromosome de Philadelphie (Ph1) possédant le géne de fusion BCR-ABL qui code pour la
protéine Bcr-Abl avec une activité tyrosine kinase dérégulée et qui est a la base du
développement de la leucémie myéloide chronique (LMC) (Waller, 2018). La LMC avec la
mutation de la kinase Bcr-Abl est le modéle de référence pour le développement de ce genre
de traitement car c’est une maladie qui dérive d’une mutation oncogénique unique, pour
lequel le ciblage par monothérapie est donc efficace, et qui développe des résistances assez
tardivement (Claudiani and Apperley, 2018). L'imatinib fonctionne grace a un mécanisme
d’inhibition compétitif avec I’ATP. En effet, cette molécule se fixe au niveau du site de fixation
de I'ATP sur la protéine Bcr-Abl, en empéchant sa fixation avec comme résultat une
inactivation de la kinase (Figure 11) (Suttorp et al., 2018). L'utilisation de I'imatinib s’est
révélée étre tres bénéfique chez les patients atteints de LMC, avec une survie globale de 83%
sur 10 ans selon la derniere mise a jour de I’étude ISIS (Gugliotta et al., 2015). Malgré le succes
thérapeutique observé chez certains patients, des mécanismes de résistance a I'imatinib se
mettent en place et diminuent son efficacité. Dans la majorité des cas, ces mécanismes de
résistance sont liés a des mutations ponctuelles au niveau du site de fixation de I’ATP, ce qui
empéche la fixation correcte du médicament et donc engendre la résistance. Actuellement 57
résidus mutés ont été identifiés, surtout au niveau de I’ATP-binding loop, et leur connaissance

est indispensable pour faire face aux mécanismes de résistance (Claudiani and Apperley,

2018).
Figure 11. Meécanisme d’action de
s = Vimatinib (STI-571). Le médicament se lie au
(//_‘ 0 4\\9} site de fixation de ’ATP de la protéine kinase
Bcr-Abl, suractivée dans la LMC. Ainsi, 'ATP
Ber-Abl e Ber-Abl T ne peut plus se fixer et I'activité kinase de la
e i protéine est inhibée avec comme
conséquence une régression de la maladie.
Lmc LmMC Ce mécanisme d’action est classique et

commun a des nombreux PKls (Schéma modifié d’aprés (Mauro et al., 2002).
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L'imatinib n’est pas utilisé uniguement chez les patients atteints de LMC, mais il est
utilisé dans le traitement des tumeurs stromales gastro-intestinales (TSGI, mieux connues
avec l'appellation anglophone GIST). Ce sont des cancers digestifs trés rares et agressifs qui
appartiennent a la famille des tumeurs mésenchymateuses des tissus mous (vaisseaux,
enveloppes, muscles et tous les tissus conjonctifs). Ces tumeurs surviennent principalement
au niveau de I'estomac et de l'intestin gréle, mais peuvent se localiser a n’importe quel niveau
du tube digestif, avec haut risque de métastases (Reichardt, 2018). L'imatinib s’est montré
efficace dans les traitements des TSGI causé par une mutation de la tyrosine kinase KIT (aussi
connue sous le nom de CD117). En effet, une étude clinique de Phase Ill a montré une
augmentation de la survie sans récidive (SSR) aprés un an de traitement (Dematteo et al.,

2009).

2.2 Lesinhibiteurs de I'EGFR et du VEGFR

Les inhibiteurs du récepteur a I'EGF, 'EGFR, comme I'erlotinib, le gefitinib et |'afatinib,
sont également utilisés en thérapie anti-cancéreuse. L'erlotinib est un traitement de premiére
ligne chez les patients atteints de cancer du poumon non a petites cellules (Non-small-cell lung
carcinoma, NSCLC) avec mutation d’EGFR, tout comme le gefitinib. L’afatinib est un traitement
de deuxieme génération utilisé dans le méme type de cancer (Abdelgalil, Al-Kahtani and Al-

Jenoobi, 2020; Rawluk and Waller, 2018; Harvey et al., 2020).

D’autres inhibiteurs de kinases ont été congus pour contrer les mutations du récepteur
au VEGF, le VEGFR, dont les plus connus sont le sorafenib, le sunitinib, le regorafenib et le
lenvatinib. Le sorafenib a été le premier approuvé par la FDA en 2005 pour le traitement du
cancer a cellules rénales métastatique (Renal Cell Carcinoma ou RCC) et le carcinome
hépathocellulaire (Hepatocellular Carcinoma ou HCC) montrant une meilleure efficacité en
combinaison avec des faibles doses de 5-FU dans ce dernier type de cancer (Abdelgalil,
Alkahtani and Al-Jenoobi, 2019; Xie, Wang and Spechler, 2012). Le sunitinib est également
approuvé par la FDA et utilisé chez les patients atteints de RCC au stade métastatique, mais
montre une bonne efficacité aussi chez les patients atteints de TSGI et résistants a I'imatinib
comme traitement de deuxieme ligne (études cliniques de Phase Ill) (Heng and
Kollmannsberger, 2010). Le regorafenib est un autre inhibiteur de la méme famille qui est

utilisé chez les patients atteints de TSGI et résistants aussi bien a I'imatinib qu’au sunitinib,
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considéré donc comme un traitement de troisiéme ligne pour ce type de cancer (Ettrich and
Seufferlein, 2018). Le regorafenib est également utilisé dans le traitement du cancer colorectal
(voir paragraphe 1.2.2.1 concernant les thérapies ciblées dans le cancer colorectal). Enfin, le
lenvatinib (commercialisé sous le nom de Lenvima®) a été approuvé en 2015 par la FDA pour
le traitement du cancer de la tyroide différencié réfractaire a l'iode radioactif (CTD-RR),
traitement qui s’est montré efficace et bien toléré chez les patients et qui représente une

bonne alternative au sorafenib (Schlumberger et al., 2015; Kudo et al., 2018).

2.3 l'inhibition de BRAF V600E

D’autres inhibiteurs ciblent la kinase BRAF, comme le vemurafenib. Cette molécule a
été approuvée en 2011 pour le traitement des mélanomes métastatiques présentant une
mutation V600E (Valine 600 mutée en glutamate), présente chez prés de 50% des patients
(Tas and Erturk, 2020). Cette mutation rend la kinase constitutivement active, avec
prolifération incontrolée des cellules tumorales. Une étude clinique récente voit la
combinaison du vemurafenib avec I'IRI, un agent chimiothérapeutique, et le cetuximab, un
anticorps monoclonal, utilisés couramment dans le traitement du cancer colorectal

métastatique muté BRAF, montrant des résultats prometteurs (Kopetz et al., 2021).

2.4 Limites des inhibiteurs de kinases : le développement de résistances

Ces molécules ont révolutionné la prise en charge des patients atteints de cancer, avec
une vraie amélioration de la survie et une cytotoxicité moindre comparée a la chimiothérapie
conventionnelle. Mais, malgré leur efficacité, il existe différents mécanismes de résistance aux
PKIs (Ghione et al., 2020). Ces mécanismes incluent essentiellement deux possibilités : une
mutation directe de la cible du médicament, ou l'activation de voies de signalisation
prolifératives des cellules tumorales qui contournent I'inhibition des kinases ciblées (Lin and
Shaw, 2016). On parle de résistance primaire en cas de redondance de la kinase cible
(compensation fonctionnelle par une autre kinase), ou en cas de mutations des cibles de la
kinase inhibée (par exemple phosphorylation constitutive de la cible). Dans le cas des
résistances secondaires, on observe des mutations du site de fixation du médicament au

niveau de la protéine kinase, ou la suractivation d’une autre protéine kinase qui maintient la
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prolifération des cellules tumorales active et également la sous-expression des phosphatases

(Jiao et al., 2018).

Le développement de nouvelles stratégies thérapeutique est en constante évolution,
et cela est indispensable pour contrer les résistances liées a I'incroyable capacité d’adaptation
des cellules tumorales. Mon travail de these s’inscrit donc dans la perspective de trouver une
nouvelle stratégie thérapeutique, en décortiquant les mécanismes liés a I'effet antitumoral et

le potentiel immunogene d’un inhibiteur de kinases, le H89.
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3. LEH&9, UNE PETITE MOLECULE INHIBITRICE DE KINASES ET SON POTENTIEL ANTI-CANCEREUX

3.1 Structure

Le H89, ou N-[2-(bromocinnamylamino)éthyl]-5-isoquinoline sulfonamide, est une
petite molécule inhibitrice de kinases qui fait partie des composés inhibiteurs de la série H,
étudié de maniére détaillée par Hidaka et collaborateurs entre 1990 et 1991 et identifié
comme étant le plus puissant et sélectif inhibiteur de la protéine kinase A (PKA) (Hidaka,
Watanabe and Tokumitsu, 1990). La PKA est une kinase ubiquitaire que I'on retrouve dans
toutes les cellules, et qui phosphoryle des résidus sérine/thréonine sur les protéines cible en
réponse a I’AMP cyclique (AMPc). Elle présente quatre sous-unités, deux régulatrices qui
fixent I’AMPc, et deux catalytiques qui se dissocient aprés liaison de I’AMPc au niveau des

sous-unités régulatrices et peuvent lier I’ATP en permettant I'activité kinase (Figure 12)

Figure 12. Mécanisme d’activation de la PKA. Cette protéine kinase posséde deux sous unités
régulatrices, qui lient 'APMc, et deux sous-unités catalytiques, qui fixent 'ATP. Apreés la liaison
de I’APMc sur les sous-unités régulatrices, les deux sous-unités catalytiques se dissocient, fixent

(Lochner and Moolman, 2006).

. AMPC

Sous-unités Sous-unités
régulatrices catalytiques

I’ATP, et peuvent exercer leur activité kinase.

62



Le H89 posséde une structure similaire a celle de I’ATP (Figure 13) et son inhibition de
la PKA est donc de type compétitif. Il se lie a la poche de fixation de I’ATP située au niveau des

sous-unités catalytique et empéche I'activité de la kinase (Davies et al., 2000).

'
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Figure 13. Comparaison de la structure du H89 a celle de 'ATP. Les deux structures ont
certaines analogies structurelles, permettant au H89 de prendre la place de I’ATP au sein de la
poche de fixation du domaine catalytique de la protéine kinase cible, et bloquer ainsi son
activité enzymatique. Le groupement adénosine est I'analogie la plus évidente entre ces deux
petites molécules.

3.2 Fonctions

Méme si le H89 a été décrit comme un inhibiteur sélectif de la PKA, Davies et al. ont
montré qu’il est capable d’inhiber au moins huit autres protéines kinases comme MSK1
(Mitogen and stress-activated protein kinase 1), S6K1 (S6 Kinase 1), PKBa (autre nom d’Akt) et
ROCKII (Rho-associated protein kinase 2), certaines de maniere similaire et parfois méme plus
efficace que la PKA (ICso de 80 nM pour S6K1, 120 nM pour MSK1 contre 135 nM pour la PKA).
L’analyse par cristallographie des poches de fixation de ’ATP montre qu’il y a une grande
variabilité des résidus fixant le groupement adénosine, qui est celui analogue entre 'ATP et le
H89 et qui permet donc la fixation de I'inhibiteur. Cette variabilité permettrait d’expliquer la

différence d’affinité et la capacité inhibitrice variable selon les protéines (Davies et al., 2000).
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3.3 H89 et cancer

L'étude du H89 en cancérologie demeure restreinte, mais quelques études montrent
des résultats bénéfiques de cette molécule en thérapie anti-cancéreuse. En effet, le H89 a
montré des effets encourageants dans le traitement la leucémie aiglie lymphoblastique (LAL),
un des cancers les plus répandus chez les enfants, via son action inhibitrice de la PKA en
combinaison avec le HA22. Le HA22 (Moxetumomab pasudotox) est une immunotoxine
recombinante utilisée en traitement de deuxieme ligne chez les patients résistants aux
traitements conventionnels. Dans HA22 |le domaine de liaison de la toxine recombinante RIT
(dérivée de Pseudomonas) est remplacé par une partie Fv d’un anticorps monoclonal anti-
CD22 qui cible les cellules leucémiques et stimule leur élimination par le systéeme immunitaire
(Kreitman et al., 2018; Janus and Robak, 2019). Une étude de 2016 effectuée par Liu et
collaborateurs a mis en évidence que le H89 est capable de potentialiser I'effet de HA22 (Liu
et al., 2016). Une étude effectuée en 2018 par Yu et collaborateurs a montré que le H89
augmente |'effet antitumoral de la tetrandrine, un alcaloide anti-cancéreux, aussi bien sur des
modeles in vitro qu’in vivo. L'action de la combinaison in vitro induit I'apoptose des cellules
cancéreuses et 'autophagie, médié par la production d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS).
De plus, le traitement tetrandrine/H89 induit une diminution de I'expression de c-Myc, ce qui
pourrait étre intéressant chez les patients atteints de cancers avec amplification de ce dernier.
In vivo, la combinaison diminue de maniere significative la croissance tumorale dans un
modele de xénogreffe de cellules humaines de cancer du sein triple négatif (MDA-MB-231)
chez la souris BALB/c (Yu et al., 2018). La capacité du H89 a induire la production ROS avait
déja été montrée en 2015 au sein de notre équipe de recherche avec les travaux de Marion
Cortier et al. Ces travaux montrent que la combinaison du H89 avec le GTN, un donneur de
monoxyde d’azote (NO) induit I'apoptose des cellules cancéreuses coliques humaines SW480,

qui met en jeux la production de ROS induits par le H89 (Cortier et al., 2015).

Au sein des cellules cancéreuses, la suractivation de la kinase oncogénique Akt et de
sa cible, la kinase mTOR (mechanistic target of rapamycin, anciennement mammalian target
of rapamycin) est une caractéristique fréquente, induisant une prolifération incontrolée en
stimulant le développement tumoral. Pour contrer I'activation de la voie Akt/mTOR, et donc
la prolifération des cellules cancéreuses, la rapamycine, découverte en 1972, a longtemps été

utilisée en tant qu’inhibiteur de mTOR (Julien and Roux, 2010). Aussi connue sous le nom
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générique de sirolimus, la rapamycine seule n’est malheureusement pas suffisante pour un
effet antitumoral dans le cancer colorectal (Benjamin et al., 2011). Les travaux d’Ali-Boina et
al., effectués au sein de notre équipe, ont montré que la combinaison entre le GTN, la
triciribine (un inhibiteur d’Akt) et le H89 était capable d’induire I'apoptose dans les cellules
cancéreuses coliques résistantes a la rapamycine (Ali-Boina et al., 2013). Le H89 a également
la capacité de diminuer la prolifération des cellules cancéreuses en agissant indirectement sur
le cytosquelette et la division cellulaire, en particulier sur la myosine Il (Maciver, 1996).
L’activité de la myosine Il est contrdlée via sa phosphorylation/déphosphorylation au niveau
de sa chaine régulatrice légere (myosin regulatory light chain, MRLC) au niveau des résidus de
Thr-18/Ser-19. Ces mécanismes sont régulés respectivement par les kinases MRLC et par des
phosphatases, qui maintiennent I'équilibre de phosphorylation/déphosphorylation en
contrélant les divisions cellulaires. Les principales kinases MRLC sont la MLCK (myosin light
chain kinase) et la kinase Rho, souvent activées de maniére constitutive dans des nombreuses
lignées cancéreuses. Le H89, grace a son activité inhibitrice sur la kinase Rho, diminue la
phosphorylation des résidus Thr-18 et Ser-19 de la MRLC, avec inhibition de la prolifération
des cellules de carcinome hépatocellulaire (HepG2), de cancer du sein (MCF-7), du poumon

(A549) et de la peau (A431) (Umeda, Yamada and Tachibana, 2008).

Mais le H89 n’a pas systématiquement des effets bénéfiques en thérapie anti-
cancéreuse. Dans le cas du cancer du pancréas, par exemple, le traitement avec le H89
pourrait avoir un effet néfaste. Il est actuellement bien établi que dans ce type de cancer le
niveau du GLP-1R (glucagon like peptide 1 receptor) au niveau des cellules tumorales est faible
par rapport a celui des cellules pancréatiques saines, ce qui rend ces cellules résistantes a la
gemcitabine. Or, le liraglutide, un analogue du GLP-1, le ligand du GLP-1R, augmente
I'expression de GLP-1R et de la PKA, et inhibe la voie PI3K/Akt, en bloquant la prolifération des
cellules tumorales. Le H89 est aussi bien un inhibiteur de la PKA qu’un activateur de la kinase
Akt (Ali-Boina et al., 2013), et son effet contredit completement le bénéfice du traitement par

le liraglutide dans les cancers du pancréas gemcitabine-résistants (Zhao et al., 2020).

Toutes ces études sont résumées dans la Figure 14.
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Potentialise la mort des cellules
cancéreuses coliques triciribine-
résistantes en combinaison avec le
GTN (Ali-Boina et al., 2013)

Sensibilise les cellules cancéreuses
coliques a la mort via la production de
ROS si combiné avec le GTN (Cortier et

al., 2015)

Diminue la prolifération et la
division des cellules tumorales :
action indirecte sur le cytosquelette
(Umeda et al., 2008)

Potentialise 'effet de HA22 dans le
traitement de la LAL (Liu et al., 2016)

Dans le cancer du pancréas
gemcitabine-résistant il annule 'effet
du liraglutide (Zhao et al., 2020)

Augmente l'effet antitumoral de la
tetrandrine dans le cancer du sein
triple négatif via la production de ROS
(Yu et al., 2018)

Figure 14. Schéma récapitulatif du réle du H89 dans le cancer. En bleu, les études montrant
un effet bénéfique du H89 en thérapie anti-cancéreuse. Le cadre orange montre une étude

pour laquelle le H89 aurait plutét un effet néfaste dans le cadre du cancer de la prostate.
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RATIONNEL DE L'ETUDE

Le cancer colorectal fait partie des cancers les plus fréquents en France, aussi bien chez
la femme que chez ’homme, constituant un probléme majeur de santé publique. Le premier
traitement du cancer colorectal repose sur I'exérése chirurgicale de la tumeur, qui peut étre
précédée et/ou suivie d’un traitement par radiothérapie ou par chimiothérapie systémique.
La toxicité de la chimiothérapie est sa limite majeure, puisqu’elle ne cible pas seulement les
cellules tumorales mais également les cellules saines, engendrant de nombreux effets
secondaires chez les patients. Pour cette raison, le développement de thérapies ciblées
constitue une voie thérapeutique prometteuse dans le traitement du cancer colorectal.
Cependant, I'éventail de thérapies ciblées dans le traitement du cancer colorectal reste limité,
ce qui pousse la recherche oncologique a se tourner vers des nouvelles approches

thérapeutiques.

Nous nous sommes intéressés a une petite molécule inhibitrice de kinases, le H89. Au
sein de notre équipe de recherche, plusieurs études montrent son efficacité in vitro dans
I'induction de la mort des cellules cancéreuses coliques humaines (Ali-Boina et al., 2013;
Cortier et al., 2015). Nous avons donc décidé d’investiguer le potentiel antitumoral de la
molécule in vivo dans différents modeles de cancer colorectal chez la souris. De plus, nous
nous sommes intéressés au réle du systéme immunitaire dans I'effet antitumoral de la
molécule, ainsi que son effet sur le recrutement des cellules immunitaires dans le MET et les
mécanismes moléculaires associés. Le but de cette étude est donc, non seulement celui de
comprendre le réle du systeme immunitaire dans I'effet antitumoral du H89, mais aussi celui
d’envisager son utilisation en immunothérapie dans le but de développer de nouvelles
stratégies thérapeutiques visant a restaurer la réponse immunitaire antitumorale dans le

cancer colorectal.
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Abstract

Immunotherapy has allowed major advances in oncology in the past years, in particular with
the development of the immune checkpoint inhibitors, but the clinical benefits are still limited,
particularly in colorectal cancer (CRC). Our scientific approach is based on the search for an
innovative immunotherapy with a final goal that aims to induce an effective antitumor
immune response in CRC. Here we focused on H89, a multikinase inhibitor. We carried out in
vivo experiments based on syngeneic mouse models of colon cancer in BALB/c mice and
chemically colon tumorigenesis. Flow cytometry, RNAseq, RT-gPCR, immune cell depletion,
and Western blot were used to identify the immune cell type involved in the preventive and
antitumor activity of H89. We demonstrated that H89 delays colon oncogenesis and prevents
tumor growth. This later effect involved NK cells. H89 also inhibits colon tumor growth in a T-
cells-dependent manner. Analysis of the immune landscape in the tumor microenvironment
showed an increase of CD4* Th1 cells and CD8" cytotoxic T cells, but a decrease of CD4* Treg
cells infiltration. Mechanistically, we showed that H89 can promote naive CD4" T cells
differentiation into Th1l, decreases Teg differentiation and increases CD8* T cells activation and
cytotoxicity ex-vivo. Further, H89 induced an overexpression of genes involved in antitumor
immune response, such as IL-15RA, that depletion counteracts the antitumor effect of H89.
We also found that H89 regulated Akt/PP2A pathway axis. Our findings identify the kinase

inhibitor H89 as a potential strategy for the prevention and treatment of colon cancer.



Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer worldwide with an incidence of
10.2% and a mortality rate of 9.2% among the 10 most common type of cancer [1-3].
Conventional treatments for CRC essentially rely on surgery, chemotherapy and radiotherapy
used alone or in combination [4-7]. The main chemotherapies used in CRC are 5-fluorouracil
(5-FU) associated to oxaliplatin [8]. Recently, immunotherapy emerged as alternative way to
bat cancer. This approach consists in the reactivation of the immune system exhausted by
tumor cells and the tumor microenvironment (TME). Attention was first focused on CD8* T
lymphocytes (TLs), endowed with direct cytotoxic activity on cancer cells orchestrated via
granzyme B (GMB)/perforin or Fas/FasL [9]. Several studies have shown a positive correlation
between CD8" TLs infiltration within tumors and the survival of patients with CRC [10, 11].
Moreover, the presence of CD4* LTs is also essential for the establishment of an effective
response [12]. The cytokine environment is fundamental for the polarization of naive CD4* TLs
into different subpopulations exhibiting anti- or pro-tumoral effect, including type 1 T-helper
(Th1), Th2, and regulatory T (Treg) [13, 14]. Cell-based approaches, mainly immune checkpoint
(IC) blockade, represent an important tool of immunotherapy. IC are receptors, involved in
the modulation of the activation of immune cells in order to limit the duration and the
intensity of immune responses [15]. Such a mechanism is used by many cancer cells to protect
themselves from the immune system by inhibiting the T cell inhibitory receptors as the
cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4) and the programmed death 1 (PD-1) leading to
suppress effector function such as proliferation, and tumor cell death [16]. IC blockers
targeting PD-1 and its ligand PD-L1 have been successfully implemented in the therapeutic
management of multiple type of cancer, giving substantial benefit for patients [17, 18].
However, a limited number of patients responds to these immunotherapies including CRC
patients. To circumvent these issues, we have focused our attention on other agents that
could exhibit an immunomodulatory potential such as the protein kinase inhibitors (Kl),
dihydrochloride of N- [2 - [[3- (4-bromophenyl) -2-propenyl] amino] ethyl] -5-
isoquinolinesulfonamide (H89). This drug is known to inhibit protein kinase A (PKA) and some

other kinases including MSK1, S6K1 and ROCK-II [19, 20]. Our previous reports showed that



H89 can trigger human colon cancer cell death in vitro when combined with the nitric oxide
donor, glyceryl trinitrate [21, 22].

Here, we report that the KI H89 delays the development of endogenous colon carcinogenesis,
but also reduces the growth of other transplantable mouse models of colon cancer, that relies
on the activation of NK and T-cell antitumor response, respectively. These findings identify the

KI H89 as a potential strategy for the prevention and treatment of colon cancer.



Results

H89 delays AOM/DSS-driven carcinogenesis and prevents tumor growth

Based on our previous results which showed that H89 reduces intestinal inflammation in a
murine model of DSS-induced colitis [23], we investigated its prophylactic potential. In a
mouse model of AOM/DSS colitis-associated intestinal carcinogenesis we showed that H89
decreases tumor incidence as attested by a significant reduction in the total number of
colorectal polyps (Fig.1A). In parallel, using a CT26 tumor-bearing mouse model, mice
receiving H89 for 3 days in a row prior implantation of CT26 cells, showed a significant
decrease in tumor incidence (Fig. 1B). We hypothesize that such effect might involve an early
innate immune response. Here we report that the depletion of NK cells abrogates the tumor

prophylactic potential of H89 (Figure 1C).

H89 mediates immunotherapeutic activity against colon cancer

Besides its prophylactic potential, we investigated whether H89 may have an antitumor
therapeutic effect. We investigated the role of the adaptative immune system on mouse
models of colon cancer. Intraperitoneal or per os administration (one route of administration
used in anti-cancer treatments in humans) of H89 in BALB/c mice bearing CT26 or C51 cells
significantly decelerated tumor progression (Fig.2A-C). Such antitumor effect of H89 was not
restricted to colon cancer and was also observed in a triple negative breast cancer mouse
model, known for its aggressiveness and resistance to treatment (Fig. 2D). We also
investigated whether H89 may potentiates chemotherapy used in CRC such as 5-FU.
Importantly, even though each agent used alone reduced CT26 tumor growth, their
combination significantly enhanced their antitumor capacity (Fig 2E). We further tested
whether H89-mediated tumor growth inhibition depends on the immune system. We then
induced tumors in Swiss nude mice, lacking T cells, and treatedwith H89. The monitoring of
tumor growth showed that the antitumoral activity of H89 is abolished in Swiss nude mice,
(Fig.2F). Same results were obtained in mice subjected to the depletion of the cytotoxic
effector CD8* T cells. Indeed, the absence of CD8* T cells totally blunted the antitumor efficacy
of H89 (Fig.2G). Altogether our results reveal that H89 antitumor efficacy is dependent on an

adaptive immune response.



H89 increases CD8+ LT tumor-infiltration, activation and function

We investigated the effect of H89 on the intratumoral infiltration of CD8* TLs, and their state
of activation and function. Quantification of intratumoral CD8* TLs by flow cytometry analysis
revealed that H89 significantly increased the amount of total CD8* TLs (CD45*/CD3*/CD8* cells)
at day 21 but not at days 10 and 14 post-tumor cells injection (Fig. 3A). We found that H89
significantly increases the number of effector memory CD8* TLs at day 14 but not the central
memory TLs (Fig. 3B, Suppl. Figure S1). Such effects were confirmed by IHC staining (Fig.3C).
To depict how H89 mediates tumor recruitment of CD8* TLs, we analyzed by RT-PCR the mRNA
expression level of the chemokine CXCL10, known to attract CD8* TLs in the TME. The results
showed that the H89 significantly increased the expression of the CXCL10 gene transcript at
day 14 (Fig.3D). We also analyzed the impact of H89 on the activation of CD8* TLs by measuring
gamma interferon (IFNy) and granzyme B expression. We showed that H89 significantly
increases the amount of IFNy mRNA within the tumor and IFNy production in CD8* TLs (Fig.3E,
3F). Regarding granzyme B, H89 significantly raised its expression at day 10 (Fig.3G). Similar
effect was obtained when CD8* TLs isolated from the spleen lymph nodes of BALB/c mice were
treated in vitro with H89 for 72h (Fig.3H). We next used the OT-I/B16-OVA mouse model to
investigate whether the activation of CD8* by H89 correlates with their cytotoxic activity. We
thus. The administration of H89 on ex vivo co-cultured CD8* TLs, purified from OT-I mice, with
melanoma B16-OVA for 48h significantly decreased melanoma B16-OVA cell viability in 1:5

and 1:10 ratios (target:effector) (Fig.3l).

Effect of H89 on CD4+ TLs infiltration and differentiation

In parallel, we investigated CD4* TLs infiltrates in H89-treated and untreated mice bearing
CT26 tumors. We showed that H89 significantly increases the amount of intratumoral CD4*
TLs (CXCR3*/CCR67) (Th1) expressing IFNy (CD4*/IFNy* TLs) (Fig. 4A, B). In addition, we
confirmed the intratumoral presence of Thl cells by RT-gPCR analysis of T-bet expression, a
well-known key transcription factor of Thl cell differentiation. Indeed, H89 significantly
increased the expression of T-bet at day 14 and at day 21 (Fig. 4C). Conversely, CT26 tumors
treated with H89 exhibited a decreased levels of CD4+ T (CD25+/CD127-) (Fig. 4D).
However, we failed to detect significant differences on Th2 (IL-4* TLs) and Th17 (IL-17* TLs)



from untreated versus H89-treated tumors (Suppl. Figure S2 A, B). We also evaluated the
ability of H89 to induce the differentiation of Th1 and Treg cells in vitro. Differentiation of CD4*
naive T cells isolated from the spleen and lymph nodes of BALB/c mice showed that H89
promotes Th1l differentiation as attested by a significant increase of T-bet transcription (Fig.
4E). Conversely, H89 did not promote T cell differentiation attested by the inhibition of

FoxP3 gene expression (Fig. 4F).

H89 modulates immunosuppressive receptors expressed either by T cells or colon cancer

cells

We analyzed by flow cytometry the impact of H89 on some immunosuppressive molecules
expressed at the surface of TLs or cancer cells. We found that H89 significantly decreased the
expression of PD-1 on total CD4* TLs (isolated from the spleen of BALB/c mice) and on the
CD8*-like cell line MOLT-4 (Fig. 5A, B). Since the decrease in intracellular concentration of K*
([K*T), another ICP inhibitor, of LTs is one of the hallmarks of their activation [24], we evaluated
the impact of H89 in [K*]i regulation in CD4* TLs. We observed that CD4* LTs exhibited low
level of [K*]i in presence of H89 (Fig 5C), attesting their activation. Since some
immunomodulatory receptors such as PD-L1 and CD80 (mainly expressed by immune cells)
can be expressed on the cellular surface of cancer cells, we have tried to find out the influence
of H89 on the expression of these receptors on the surface of CT26 cells. As depicted on Figure

5, H89 significantly affected both PD-L1 (Fig. 5D) and CD8O0 (Fig. 5E) expression.
H89 regulates signaling pathways involved in immune cell activation and cancer cell growth

To further decipher the molecular mechanisms related to the antitumor effect of H89, we
isolated immune and cancer cells from CT26 tumors for transcriptomic analysis. Comparative
transcriptome profiling of CT26 tumors from H89-treated and untreated mice revealed major
changes in the expression level of genes related to immune function and cancer promotion
(Fig. 6A). In particular, transcripts associated to TLs activation and/or proliferation were
markedly upregulated by H89 such as IL-15RA, IL-18R1, STAT2, CCR9, and P2ry14, a G protein-
coupled receptor (Fig 6A and Suppl. Table 1). While some cancer-associated transcripts were
downregulated, such as potassium channel 6.1 (Kir6.1), the atypical cadherin, FAT2 and

keratin 18 (Krt18) (Fig 6A and Suppl. Figure S3A). Furthermore, GSEA analysis (FDR < 0.05)



revealed distinct hallmark pathways between H89-treated (D14 of treatment) and untreated
tumors, in particular, H89-mediated amplification of hallmarks of IFNa and IFNy response (an
antitumor phenotype) compared to untreated tumors with elevated protumoral hallmarks

such as MYC pathway and oxidative phosphorylation (Suppl. Fig. S3B).

Based on these transcriptomic data, we particularly focused our attention on the H89-
mediated modulation of the IL-15/IL-15RA axis. Interestingly, the IL-15/IL-15RA signaling
pathway is important in the activation of immune cells including CD8* LTs and is associated
with a favorable prognosis in CRC [10, 25]. We first tested whether H89 also induced IL-15 in
addition to IL-15RA. We found that H89 increases both mRNA and protein levels of IL-15 in
tumors (Fig. 6B). IL-15 mRNA levels were also increased in vitro in CT26 treated with H89 for
24h (Fig. 6C). Furthermore, we investigated the involvement of the IL-15/IL-15RA pathway in
H89-mediated tumor growth inhibition in CT26 tumor-bearing mice. We found that blocking
IL-15 signaling with an anti-TMB1 antibody abrogated the antitumor effect of H89 (Fig. 6D).
Since the Akt signaling pathway is mainly under the control of IL-15 [26], this prompted us to
assess the phosphorylation status of Akt. We found that H89 significantly increases the
phosphorylation of Akt (at Ser 473) in CD8* TLs (Fig. 6E), MOLT-4 cells (CD8*-like phenotype)
(Fig.6F) and Jurkat cells (CD4*-like phenotype) (Fig.6G). Since Akt is a target of the
serine/threonine protein phosphatase 2A (PP2A) [27], we investigated whether H89-mediated
phosphorylation of Akt could be associated with the inhibition of PP2A activity. We showed
that H89 significantly reduces PP2A activity in Jurkat (Fig. 6H) and MOLT-4 cells (Fig. 6l).



Discussion

Here, we demonstrate that the kinase inhibitor H89 not only delays the manifestation of
tumors when used as a prophylactic intervention, but also mediates therapeutic effects on
established murine colorectal tumors. In the first setting, one can speculate that H89 could be
used as an adjuvant therapy after resection of early stage of CRC. In such a situation, only
conventional chemotherapies are used as adjuvant such as 5-FU and FOLFOX [28]. The
introduction of immunotherapy as an adjuvant in CRC treatment is currently under study in
multiple registered clinical trials [28]. In this context, H89 could be a new immunotherapy
strategy in its use as an adjuvant in colon cancer. Indeed, it is able to prevent tumor growth
dependent on NK cells. To our knowledge, few molecules have this potential. Recently, it has
been shown that nicotinamide, a variant of vitamin B3, currently used as nutritional

supplement delays the development of mammary carcinogenesis through NK activation [29].

Concerning the therapeutic effect of H89, it depends on CD8* TLs, suggesting that this kinase
inhibitor is endowed with immunomodulatory activity, which is involved in its antitumor
effect. Besides its own antitumor effect, H89 can also potentiate the therapeutic efficacy of
standard chemotherapy in the treatment of colon cancer, namely 5-FU. Our results are
consistent with data showing that the use of multikinase inhibitors e.g. regorafenib exhibit
antitumor and immunomodulatory properties [30, 31]. Unlike the very low number of the
small molecules multikinase inhibitors tested against CRC, a myriad of other small molecules
directed selected kinases involved in various pathways mediating the initiation, progression,
and migration of CRC are currently being explored (for review: [32]). It is worthy to note that
H89 inhibits tumor growth of CT26 cells, which is well known to share molecular features with
aggressive, undifferentiated, refractory human colorectal carcinoma cells [33]. During this
study, we discovered that H89 acts as a therapeutic agent by the activation of antitumor
immune response. Thus, it is efficient to recruit within tumors CD8* and Th1 TLs, probably by
its ability to induce the chemokine CXCL10, but it alleviates the presence of Tregs in TME.
Although, we have not demonstrated whether CXCL10 is at the origin in these latter
lymphocytic traffics, it is well known to be a chemokine that plays a key role in the recruitment
of CD8" and Th1 cells [34].

In this report, we also observed that H89 not only induces the recruitment of CD8* and CD4*

T cells at the tumor site, but also allows their activation, emphasizing the establishment of



immune protection against tumor development. Such immune signature (tumor infiltration
and activation of CD8* T cells) has been considered as a powerful factor that predicts favorable
prognosis in colorectal cancer patients [10, 11, 35, 36]. Relief of exhaustion in TILs in CRC
remains a challenge. Most of CRC patients poorly respond to IC blockers, well known to
regulate the exhaustion stage of TlLs. However, it has been reported that standard
chemotherapy for CRC treatments such as 5-FU or oxaliplatin alone or combined modulate
the level of exhaustion of TILs attested by exhibited higher effector function to reduce tumor
burden [37, 38].

We have shown in this study that the combination of H89 and 5-FU improves their anti-tumor
effect compared to the effect of each other used alone. However, we do not know whether
this effect is attributed to a better antitumor immune response or to a direct influence on
tumor cell growth.

Our results suggest that H89 can act directly on the tumor cell not by inducing their death as
we have previously showed [22] but by making it more immunogenic. Indeed, we showed that
H89 increases the mRNA expression of IL-15 in vitro on CT26 cells, and IL-15RA at the site of
tumors, a signaling pathway that can promote the activation of CD8" LTs and NK cells as
previously reported [26, 39]. In our case, IL-15/IL-15RA was found to be involved in the
antitumor activity of H89, probably by the efficacy of H89 to the expression of IL-15 and its
receptor IL-15RA. This later is frequently downregulated in cancer patients, reducing the
efficacy of IL-15-based treatments, hence the development of other strategies such as IL-15
superagonist receptor-linker—IL-15 (RLI), designed to bypass the need of endogenous IL-15RA,
as a promising approach to stimulate host immunity [39]. The advantage of the use of H89
compared to the later treatment strategies is the ability of H89 to increase the expression of
both IL-15 and IL-15RA and leads to better activation of an antitumor immune response. Other
evidences for a possible direct effect of H89 on cancer cells are its ability to reduce the
transcripts of certain tumor markers, such as keratin 18 (Krt18) and atypical cadherin (FAT2).
Of note, Krtl8 is correlated with the malignant status and acts as an oncogene
in colorectal cancer [40] as for FAT2, an independent prognostic factor for the poor prognosis
of gastric carcinoma [41]. Furthermore, H89 affects the expression of PD-L1 on cancer cells,
which contributes to cancer immune evasion. Thus, by its ability to reduce the expression of
these proteins, H89 can also make cancer cells more permissive to an antitumor immune

response that it also activates. In summary, we discovered that the kinase inhibitor H89 is
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efficient at either preventing colon oncogenesis or inhibiting various mouse models of colon
tumors established in immunocompetent hosts. Such effects are due to H89-mediated re-
establishing of NK- and T cell-dependent immunosurveillance, respectively, making H89 a

potential strategy for the prevention and treatment of colon cancer.



Materials and Methods
Cell lines and treatments

Mouse colorectal cancer cells (CT26, C51) or triple-negative breast cancer cells (4T1) and
human leukemic cells (Jurkat, MOLT-4) were purchased from the American Type Culture
Collection (ATCC) and periodically tested to avoid mycoplasma contamination using a
universal mycoplasma detection kit (ATCC). Cells were cultured in RPMI (CT26, C51, Jurkat,
MOLT-4) or DMEM high glucose (4T1) media supplemented with 10% of Fetal Bovine Serum
(FBS, Dominique Dutscher) at 37°C with 5% of CO,. Cells were treated with 10 uM of H89

(Cayman Chemicals) at different time points.

Tumor models and treatments

Seven-week-old female BALB/c mice or Swiss nude mice were purchased from Charles River
Laboratory or from the animal care facility at the University of Burgundy (France). Mice were
inoculated with subcutaneous injection, and under isoflurane anesthesia, with 5x10° colon
CT26, C51 or 4T1 cell lines. After six days, when tumors reach = 50 mm?3, animals were
randomly assigned to different groups (5 or 7 mice per cage) and treated with H89 (10 mg/kg
in 100 pL of NaCl) with intraperitoneal (i.p.) injection twice a week. For LT CD8* depletion, an
anti-CD8a antibody (BioXCell 500 pg in 100 pL NaCl) or IgG2A control isotype (BioXCell 500 ug
in 100 uL of NaCl) was injected (i.p) together with the first H89 administration and renewed
once a week. For IL-15RA blockade, an anti-TMB1 (BioXCell 50 pg in 100 uL of NaCl) or IgG2A
control isotype (BioXCell 50 pg in 100 uL of NaCl) was injected (i.p) the day before the first
H89 administration and renewed twice a week. For the H89/5-FU combination, 5-FU (5 mg/kg
in 100 uL NacCl) was injected (i.p.) weekly at the same time as H89 administration. For the oral
administration, H89 was given twice a week by gavage (5 mg/kg in NaCl). For prophylaxis
experience, H89 were administrated by i.p injections (10 mg/kg in NaCl) three days before
CT26 implantation. Tumor growth was monitored three times a week. For AOM/DSS-induced
carcinogenesis, colorectal polyps were induced by azoxymethane (AOM) and
dimethylhidrazine (DMH) i.p. injection before sodium dextran sulphate (DSS) administration
in drinking water according to Rosenberg et al. protocol [42]. For this experience, mice were

treated by H89 (5 mg/kg in 100 pL NaCl by gavage) twice a week. Animals health status was



monitored by observing weight variations three times a week, and mice were sacrificed if their
weight loss was higher than 20% of their initial weight. After 90 days, mice were sacrificed and

colorectal polyps were quantified.

NK cells depletion in vivo

NK cells depletion was performed using an anti-asialo GM1 antibody (WaKo Biochemicals).
BALB/c mice received the anti-asialo GM1 antibody (10 puL/100 pL NaCl according to the
supplier's instructions) at days -5, -3 and -1 and then every 5 days before CT26 cells injection.

H89 was injected three times at D-3 to D-1. Tumor growth was monitored three times a week.

Animal and Ethics Statement

The animal care staff observed the animal state each day and we monitored their behavior.
When the volume of the tumor reached 2000 mm3, animals were sacrificed. The experiments
were approved by the Ethics Committee “C2EA Grand Campus Dijon n° 105” and by the
ministry of research with the protocol codes: 28546, 33240.

Characterization of CD4* and CD8* T cells infiltration in the TME

CT26 tumor-bearing mice were treated with H89 (10 mg/kg in 100 uL of NaCl, i.p.) for 10, 14
or 21 days (10 mice / time point). At each time point, mice were sacrificed and tumor were
dissociated with collagenase and DNase solution before red blood cells lysis. For membrane
staining cells were incubated with Flow Cytometry Staining Buffer (FCSB) during 15 min and
then for 30 min at 4°C with membrane antibodies. For intracellular staining, cells were fixed
and permeabilised with the Cytofix/Cytoperm™ kit from BD Biosciences before incubation
with antibodies for 30 min at 4°C. One million of cells were stained with TLs specific antibody
panels (Suppl. Tables S2, S3, S4) and analyzed by flow cytometry. All the acquisition were
performed using a BD FACS Canto or a LSRIl cytometers using the BD FACSDiva software (BD

Biosciences). Data were analysed using the FlowJo software v10.

RNA sequencing analysis
Total RNA extraction was performed as per manufacturer’s instructions. Sequencing, data

quality, and reds repartition were performed by BGlseq500 platform (BGI-Shenzhen,



China). Differential expression analysis was performed with the DESeq2 R
package (https://doi.org/10.1186/s13059-014-0550-8). Treatment groups were compared.
Raw p-values associated to each gene were adjusted using Bonferroni correction, as advised.
Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) was used to identify biological pathways that are
enriched in the lists of differential genes characteristics of each group of patients. Pathways
from Hallmark database were used. GSEA was conducted using clusterProfiler R

package (https://doi.org/10.1089/0mi.2011.0118).

Isolation of primary mouse immune cells

Naive CD4* or CD8* T cells were isolated from the spleen of female Balb/c mice using Miltenyi
isolation kits. Naive CD4+ T cells (CD62L+) were differentiated into Thl or T cells subtypes
using cytokines and blocking antibodies cocktails: anti-IL-4 (10 pg/mL) and IL-2 (10 ug/mL) for
Th1 and anti-INFy (10 pg/mL), anti-IL-4 (10 pg/mL) and TGFB (4 ng/mL) for Teg cells. During T
cells differentiation, Th1 and T cells were treated with 1 uM of H89 during 72 h and T cells
differentiation was assessed by RT-gPCR. Total CD4* T cells (CD62L") were obtained using the
negative fraction and were treated with 1 uM of H89 during 2 h to assess intracellular
potassium [K*]iconcentration as previously reported [24]. CD8" T cells was cultured during 72
h with 1 uM of H89 to assess the level of Akt phosphorylation and Granzyme B production. All
T cells were activated using anti-CD3/anti-CD28 Dynabeads (Gibco) and cultured in antibiotics-

enriched RPMI medium (10% FBS with 1% penicillin, streptomycin and amphotericin B (PSA)).

CD8* T cells cytotoxic assay

B16-OVA melanoma cancer cells were seeded in 96 well plate (30 000 cells per well) in 200 pL
of RPMI 10%FBS 1%PSA medium after cell trace™ violet labeling (Invitrogen). Splenic CD8* T
cells were isolated from OT-l female mice using the CD8a+ T cells Isolation Kit and co-cultured
with B16-OVA cells at different ratios of B16-OVA: CD8+ T cells) and treated, or not, with 5 uM
of H89. After 48 h of co-culture, B16-OVA cells viability was analyzed by flow cytometry using
a Fixable Viability stain 700 (FVS700, BD Biosciences) and using the cell trace™ violet labeling
to differentiate B16-OVA cells from CD8* T cells.


https://doi.org/10.1186/s13059-014-0550-8
https://doi.org/10.1089/omi.2011.0118

PP2A enzymatic activity assay

Jurkat and MOLT-4 cells were lysed with a buffer containing imidazole-HCI, EDTA, EGTA
(Sigma) with protease and phosphatase inhibitor cocktail (Complete, Roche). After proteins
guantification with the Bio-Rad DC protein assay as recommended by the manufacturer (Bio-
Rad), the enzymatic activity of the phosphatase PP2A was assessed using the PP2A

Immunoprecipitation Phosphatase Assay Kit (Millipore) as per manufacturer’s procedures.

RT-qPCR

Th1 and Treg cells as well as mice tumors were collected using the Trizol reagent (Ambion) to
perform total RNA extraction. Five hundred nanograms of total RNA were reverse transcribed
into cDNA using a M-MLV reverse transcriptase, recombinant RNasin® Plus RNase inhibitor
and random primers (Promega kit). cDNA level was assessed by real-time PCR using
PowerUpTM SYBR™ Green (Applied biosystems) on ViiA™7 Real-Time PCR System (Applied
biosystems). Relative mMRNA expression was quantified using the 2- 2¢t formula after actin
normalization (ACt). Primers were purchased at Eurogentec and are listed in the Suppl. Table

S1.

Immune-checkpoint analysis

For PD-1, PD-L1 and CD80 expression analysis, CT26 or MOLT-4 cells, treated or not in vitro
with H89, were stained using the tumors membrane staining protocol described above. All the
antibodies used in this paper are listed in the Suppl. Table S5. All the acquisitions were
performed using a BD FACS Canto or a LSRII cytometers using the BD FACSDiva software (BD

Biosciences). Data were analysed using the FlowJo software v10.

Immunohistochemistry

CT26 tumors collected from Balb/c mice were cut in 4 um thick slices after formalin fixation
and paraffine embedding. After demasking in a water bath with Tris-EDTA buffer (20 min,
95°C, pH 9) the slices were left to cool for 10 min at RT. Inhibition of endogenous horseradish
peroxydase (HRP) was performed with H202 (3%) in PBS followed by saturation in TBS-Tween
BSA 3%. Slices were then incubated for 1 h at RT with an anti-CD4 (dilution 1:800) or anti-CD8
antibody (dilution 1:500) (Histosure HS-360108 or 361008) and then with a secondary



antibody (Impress anti-rabbit 1gG 5+L (Vector® laboratories MP-7401-50) with a substrate kit
HRP (Vector® laboratories, NovaRED Substrate Kit SK-4800). The samples were then exposed
to a Harris Hematoxylin bath for 10 seconds before dehydration followed by mounting in

organic medium.

Western Blot

Cell lysates were prepared, quantified and proteins were separated in a 10% SDS-page gel and
transferred on a nitrocellulose membrane as previously described [43]. Membranes were
incubated overnight at 4°C with anti-pAkt or anti-Akt antibodies (Cell Signaling) and HSC70 as
endogenous loading control (Santa Cruz). Membranes were washed and incubated for 1 h
with HRP-conjugated secondary antibody (Jackson Immunoresearch Laboratories) and
revealed using the Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad) and the ChemiDoc imaging
system (Bio-Rad).

Statistics

Statistical analyses were performed using paired or unpaired Student’s t-test one or two-
tailed with significance determined at p<0.05 for in vitro and ex vivo experiments. For in vivo
experiments we used two-way ANOVA with Bonferroni’s correction for multiple comparisons.
The GraphPad prism 7 software was used to all statistical analyses and differences were

considered statistically significant at *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 ****p<0.0001.
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Supplementary table S1. RT-gPCR primers

Primers | Forward Reverse

(mouse)

Cxcll0 | AGAACG GTG CGC TGC AC CCTATGGCCCTGGGTCTCA

IFNy GAGCTCATTGAATGCTTGGC GCGTCATTGAATCACACCTG

Thet GCCAGGGAACCGCTTATATG GACGATCATCTGGGTCACATTGT

FoxP3 CCTATGGCTCCTTCCTTGGC ATGAAGTGTGGTCTGTCCTGG

IL-15 CATATGGAATCCAACTGGATAGATGTAAGATA | CATATGCTCGAGGGACGTGTTGATGAACAT
Actine GGCACCACACCTTCTACAATGAGC CGACCAGAGGCATACAGGGACAG

Supplementary table S2. Flow cytometry antibodies for CD4" TLs populations

characterisation
Antibodies References
CD45 VioGreen Miltenyi
CD4 FITC BD Pharmingen™
CD25 BV605 BioLegend
CD127 PerCP/Cy5.5 BioLegend
CxCr5 BVv421 BioLegend
ST2(IL-33R) PE Mdbioproducts

CCR6 PE-Vio

Miltenyi




CxCr3 APC

Miltenyi

PD-1 APC/Cy7

BioLegend

Viability FVS700

BD Pharmingen™

Supplementary table S3. Flow cytometry antibodies for CD8* T cells characterisation

Antibodies References
CD45 Pacific Blue BioLegend
CD44 BV 605 BioLegend
CD3 FITC BioLegend
CD8a PerCP/Cy5.5 BioLegend
CD62L APC BioLegend

Viability FVS700

BD Pharmingen™

Supplementary table S4. Flow cytometry antibodies for CD8" and CD4* T cells

intracellular staining.

Antibodies References
CD45 VioGreen Miltenyi

CD4 FITC BD Pharmingen™
CD8a PerCP/Cy5.5 BioLegend

IFNy PE/Cy7 BioLegend
Granzyme B APC-Fire750 BioLegend

Viability FVS700

BD Pharmingen™

Supplementary table S5. Flow cytometry antibodies for PD-1, PD-L1 and CD80

labeling




Antibodies References
PD-1 Pacific Blue BioLegend
PD-L1 APC Invitrogen

CD80 FITC BioLegend

Viability FVS700

BD Pharmingen™
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Figure 1. H89 delays tumor growth and AOM/DSS-driven carcinogenesis. (A) Macroscopic evaluation of the
number of colorectal polyps in BALB/c mice with AOM/DSS induced colorectal carcinoma, treated or not with
HB83 (5 mglkg, oral administration) twice a week (n=10 mice/group). (B) To assess the preventive effect of HES
in CT26-bearing BALB/c mice, H&9 (or NaCl in the control group) was injected for three days in a row (10
mg/kg, i.p.). At day four, 5x10° CT26 cells were injected in s.c. and tumor growth was monitored three times a
week (n=5). (C) Two days before the first HE9 injection, mice were treated with an anti-asialoGM1 to deplete
NE cells (10 pL in 100 pL of NaCl according to the supplier's instructions). Anti-asialo GM1 Injections were
repeated during the first and the last HB9 injection, and then every 5 days (n=7 mice/group). Statistically
significant differences were determined by using a t-test (A) or two-way ANOVA (B,C) : *p=0,05 ; **p=<0,01;
t**pﬂu'uul
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Figure 2 . H89 mediates immunotherapeutic activity against colon cancer. (A,B) CT26 or C51 tumor-bearing BALB/c mice
(5x 10° murine colon cancer cells in s.c) were treated, or not (Nacl, i.p.), with H89 (10 mg/kg, i.p) twice a week, and tumor
growth was monitored three times a week (A, n=10 mice/group; B, n=7 mice/group). (C) Oral administration of H89 (5
mg/kg), or NaCl in the control group, twice a week in CT26 tumor-bearing Balb/c mice. Tumor growth was monitored
three times a week (n=7 mice/group). (D) 4T1 breast cancer cells tumor-bearing mice (5x 10° 4T1 cells in s.c) were treated,
or not (NaCl, i.p.), with H89 (5mg/kg, i.p.) twice a week and tumor growth was monitored three times a week (n=5
mice/group). (E) CT26 tumor-bearing BALB/c mice (5x 10° CT26 cells in s.c) were treated, or not (NaCl, i.p.), with H89 (10
mg/kg, i.p) twice a week, in combination with 5-Fluorouracil (5-FU, 5 mg/kg in i.p.) once a week, and tumor growth was
monitored three times a week (n=14 mice/group). (F) Swiss nude immunodeficient mice, bearing CT26 tumors (5x 10°
CT26 cells in s.c) were treated, or not (NaCl, i.p.), with H89 (10 mg/kg, i.p) twice a week, and tumor growth was monitored
three times a week (n=5 mice/group). (G) CT26 tumor-bearing BALB/c mice (5x 10° CT26 cells in s.c) were treated, or not
(Nadl, i.p.), with H89 (10 mg/kg, i.p) twice a week. Mice also received anti-CD8a or control 1gG injections once a week (500
Hg ini.p.) and tumor growth was monitored three times a week (n=7 mice/group). Statistically significant differences were
determined by using two-way ANOVA : *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001; n.s. : non-significant results,
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Figure 3. H89 increases CD8+ LT tumor-infiltration, activation and function. (A,B) Flow cytometry analysis (n=10
mice/group) of the intra-tumor infiltration of CD8+ T cells under H89 treatment on day 10 (D10), D14 and D21 after
CT26 colon cancer cells injection (5x10° in s.c). BALB/c mice were treated or not (NaCl) by H89 (10 mg/kg, i.p.
administration twice a week). (C) IHC analysis on CT26 tumors after CD8+ T cells labelling at D14 and D21
(representative images of 3 animals/group/time point). RT-qPCR analysis of CXCL10 (D) and IFNy (E) expression at
D14 and D21 after CT26 cancer cells injection (n=3 mice) and H89 treatment (10 mg/kg, i.p, NaCl in the control
group). (F,G) Flow cytometry analysis after intracellular labelling (n=10 mice/group) of IFNy and Granzyme B in
intratumor CD8+ T cells at D10, D14 and D21 after CT26 colon cancer cells injection and H89 treatment (10 mg/kg,
i.p, NaCl in the control group). (H) Flow cytometry analysis of Granzyme B production of splenic CD8+ T cells ex-vivo
after H89 treatment (5 uM, 72h) and (n=3) () cytotoxic assay using CD8+ T cells from OT-I mice co-coltured with
B16-OVA cells in vitro treated by H89 (5uM, 48h) (n=3). Statistically significant differences were determined by using
a t-test: *p<0,05; **p<0,01.
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Figure 4. Effect of H89 on CD4+ TLs infiltration and differentiation. (A,B,D) Flow cytometry analysis (n=10 mice/group)
of the intra-tumaor infiltration of CD4+ Thl, Treg and IFMNy expression in CD4+ T cells at day 10 (D10), D14 and D21 after
CT26 colon cancer cells injection into BALB/c mice (5%10° in s.c), treated or not by H89 (10 mg/kg, i.p. injection twao
times a week). Control group received NaCl injection. (C) RT-gPCR analyses of Thet expression at D14 and D21 after
CT26 cancer cells injection into BALB/c mice (n=3 mice). (E,F) RT-gPCR analyses of Thet and FoxP3 expression on splenic
naifs CD4+ T cells from BALB mice after in vitro differentiation into Thl and Treg under H89 treatment (1 uM, 72h) (n=3).
Statistically significant differences were determined by using a t-test : *p=0,05.
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Figure 5. H89 modulates immunosuppressive receptors expressed either by T cells or colon cancer cells. Flow
cytometry analysis of PD-1 expression on CD4+ T cells isolated from the spleen of BALB/c mice (A) or MOLT-4
cells (B) cells treated by H89 for 24 hours (n=3). Flow cytometry intracellular K+ detection using APG-4 probe on
splenic CD4+ T cells treated by HB9 for 2 hours (n=3) (C). Flow cytometry analysis of PD-L1/CD&0 expression on
CT26 colon cancer cells treated by H83 for 24 hours (n=3) (D,E). Statistically significant differences were
determined by using a t-test : *p=0,05; **p=0,01.
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Figure 6. H89 regulates signaling pathways involved in immune cell activation and cancer cell growth. (A) RNAseq
analysis were performed on CT26 solid tumors isolated from BALB/c mice trated or not (NaCl) with H89 (10 mg/kg,
i.p) at D14 after colon cancer cells injection (n=3 mice/group) (B) RT-qPCR analysis of /L-15 expression mRNA level at
D14 and D21 after CT26 cancer cells injection into BALB/c mice (n=3 mice/group) and ELISA analysis of IL-15 on
tumor lysates ad D14 (n=5 mice/group). (C) RT-gPCR analysis of /L-15 expression mRNA level on CT26 cells treated in
vitro with H89 for 24 h (n=3). (D) CT26 tumor-bearing BALB/c mice (5x 10° CT26 cells in s.c) were treated, or not
(Nadcl, i.p.), with H89 (10 mg/kg, i.p) twice a week. Mice also received anti-TMB1 or control IgG injections once a
week (50 pg in i.p.) and tumor growth was monitored three times a week (n=7 mice/group). (E,F,G) Western Blot
analysis of Akt phosphorylation (P-Akt) after H89 treatment in CD8 T cells isolated from the spleen of BALB/c mice or
MOLT-4 and Jurkat T cells (n=5) (H,l) Quantification of the enzymatic activity of phosphatase PP2A in Jurkat and
MOLt-4 T cells (n=3). Statistically significant differences were determined by using two-way ANOVA (D) or a t-test
(B,C,E,FG,H,I): *p<0,05 (or 0,1 in B with 90% confidence level); **p<0,01. ; n.s. : non-significant results. For RNAseq
analysis were performed with the DSEeq2 package using a Wald test.
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Figure 51. Central memory CD&+ T cells recruitment in response to H89, Flow cytometry analysis of
the intra-tumor infiltration of central memory CD&8+ T cells day 10 (D10}, D14 and D21 after CT26
colon cancer cells injection into BALB/c mice (5x1C° in s.c), treated or not by H89 (10 mg/kg, i.p.
injection two times a week). Control group received NaCl injection. (n=10 mice/group). Statistical
analyses were performed using a t-test, *p<0,05
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Figure 52. Th2 and Th17 CD4+ T cells recruitment in response to H89. Flow cytometry analysis of the
intra-tumor infiltration of Th2 (A) and Th17 (B) CD4+ T cells day 10 (D10), D14 and D21 after CT26
colon cancer cells injection into BALB/c mice (5x10° in s.c), treated or not by H89 (10 mg/kg, i.p.
injection two times a week). Control group received MaCl injection. (n=10 mice/group). Statistical
analyses were performed using a t-test.
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Figure S3. Heatmap showing differential gene expression and GSEA Hallmark pathways variation in
response to H89. RNAseq analyses for gene expression (A) and GSEA Hallmark pathways variation (B)
were performed on colorectal tumors from Balb/c mice treated or not with H89 at D14 after CT26
cancer cells injection (n=3 mice/group). Statistical analyses were performed using the DSEeq2 package
using a Wald test. GSEA was conducted using clusterProfiler R package.



DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Si 'immunothérapie est un pilier dans le traitement du cancer, son utilisation demeure
limitée dans la prise en charge du cancer colorectal. Récemment, une nouvelle classification
moléculaire du cancer colorectal appelée CMS (de Consensus Molecular Subtypes) a été
proposée, dans le but de mieux comprendre la potentielle réponse des patients a
I'immunothérapie. Cette classification inclut quatre sous-types de cancer colorectal, CMS1,
CMS2, CMS3 et CMS4 (Becht et al., 2016). Les tumeurs CMS1 sont des tumeurs a haut taux de
mutations, avec un profil MSI-high des mutations de BRAF et un infiltrat immunitaire
important. Les tumeurs CMS2 sont considérées comme « canoniques », avec comme
caractéristique une activation des vois Wnt/B-caténine et Myc. Dans le cas des CMS3, soit les
« tumeurs métaboliques », les cellules cancéreuses présentent une activation de I'oncogéne
KRAS avec dérégulation du métabolisme énergétique de la cellule. Enfin, les tumeurs CMS4
présentent une activation de la voie de signalisation de la cytokine TGF-B et une augmentation
de linfiltrat immunitaire pro-inflammatoire. Ces différents groupes de tumeurs sont
caractérisés par des différences au sein du MET. En effet, les tumeurs CMS1 et CMS4 sont
appelées « tumeurs chaudes », soit avec un important infiltrat immunitaire, tandis que les
tumeurs CMS2 et CMS3 sont des « tumeurs froides », treés peu infiltrées (Ciardiello et al.,
2019). Pour cette raison, la classification CMS est tres utilisée pour prédire la réponse des
patients a 'immunothérapie. Par exemple, dans le cas des tumeurs CMS1, fortement infiltrées
en LT CD8* et avec une surexpression des récepteurs PD-1, PD-L1 et CTLA-4, I'utilisation des
inhibiteurs des PCls est une option thérapeutique intéressante. Dans le cas des tumeurs CMS4
la situation est différente, parce que ces tumeurs sont fortement infiltrées par les cellules
immunitaires immunosuppressives et riches en TGF-B. L'approche la plus adaptée en
immunothérapie repose donc sur l'inhibition de ces cellules et sur I'utilisation d’inhibiteurs
des cytokines immunosuppressives. Dans le cas des tumeurs CMS2 et CMS3, définies comme
« désert immunitaire », I'utilisation de I'immunothérapie reste, aujourd’hui, compliquée.
C’est pourquoi l'intérét des nouvelles stratégies thérapeutiques est essentiellement celui de

rendre ces « tumeurs froides » plus immunogenes (Angelova et al., 2015).
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Il a été montré que certaines chimiothérapies sont capables d’induire la mort cellulaire
immunogene (ICD, Immunogenic Cell Death), stimulant une réponse immunitaire spécifique
dirigée contre les cellules cancéreuses. Ainsi, différents mécanismes rendent les cellules
cancéreuses « visibles » aux cellules du systéme immunitaire inné et adaptatif, et cela
intervient dans [|'éradication de la tumeur (Bracci et al., 2014). Pour cette raison, la
combinaison de la chimiothérapie avec I'immunothérapie est un outil important dans la
stimulation d’une réponse immunitaire antitumorale efficace et donne des résultats

prometteurs en thérapie anti-cancéreuse (Bracci et al., 2014).

L'utilisation du H89 s’inscrit dans la recherche de nouvelles petites molécules capables de
stimuler la réponse immunitaire. Actuellement, aucune étude vise a comprendre les
propriétés immunogénes de cette molécule. L'utilisation d’une petite molécule comme le H89
présente de nombreux avantages en thérapie. En effet, celles-ci peuvent étre administrées
aux patients par voie orale et I'utilisation des inhibiteurs de kinases a fait ses preuves en
cliniqgue dans le traitement de différents types de cancer (Lee, Tan and Oon, 2018). Dans la
majorité des cas, ces molécules sont utilisées en combinaison avec la chimiothérapie,
traitement standard pour le traitement du cancer colorectal. La combinaison avec la
chimiothérapie peut également constituer un avantage vis-a-vis de la stimulation de I'ICD et
de la réponse immunitaire. Dans le cas de notre étude, le H89 stimule a lui seul la réponse
immunitaire antitumorale, ce qui rend la molécule intéressante pour son éventuelle utilisation
en thérapie anti-cancéreuse. De plus, le modele pré-clinique CT26 utilisé dans I'étude est
considéré comme « tumeur froide » (Soldevilla et al., 2018). Ainsi, le fait que le H89 soit
capable de stimuler le recrutement des cellules immunitaires a activité antitumorale au sein
de la tumeur est trés prometteur pour le traitement des types de cancers peu infiltrés, sur
lesquelles I'immunothérapie demeure inefficace. La combinaison du H89 avec le 5-FU
améliore considérablement I'effet de la chimiothérapie, et le fait que le 5-FU fasse partie des
chimiothérapies immunogenes induisant le recrutement des cellules immunitaires au sein de

la tumeur, fait de la combinaison 5-FU/H89 une alternative thérapeutique prometteuse.
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H89 et prophylaxie : réle de I'immunité innée

Dans notre étude nous montrons que le H89 est capable d’inhiber la prise tumorale,
aussi bien dans un modeéle de carcinome colique induit par des mutagénes chimiques, que
dans un modele d’allogreffe de tumeurs CT26 chez la souris BALB/c. Cet effet préventif
pourrait étre di a une réponse immunitaire innée, qui se met en place rapidement et qui
ralentit la croissance des cellules cancéreuses. En effet, certaines cellules de I'immunité innée
sont responsables d’une réponse immunitaire antitumorale précoce comme les cellules NK,
les cellules NKT, les LT y8, mais également les CD et les macrophages (Woo, Corrales and
Gajewski, 2015). Les cellules NK, avec leur activité cytotoxique directe sur les cellules
cancéreuses, ont une place importante en immunothérapie (Sivori et al., 2021). Pour cette
raison, nous avons décidé de dépléter les cellules NK in vivo a 'aide d’un anticorps anti-asialo
GM1 chez les souris BALB/c porteuses de tumeurs coliques CT26. Nous montrons qu’en
présence d’anti-asialo GM1, 'effet préventif que le H89 exerce sur la prise tumorale est inhibé,
ce qui suggere que l'effet du H89 est dépendant des cellules NK. Méme si ce résultat montre
que les cellules NK sont importantes dans ce processus, d’autres cellules de I'immunité innée
pourraient étre impliquées. Les macrophages associés aux tumeurs (MAT) font partie des
cellules immunitaires innées prépondérantes au sein du MET, et jouent un réle important dans
la progression de la maladie (Fu et al., 2020). Les MAT peuvent avoir un réle pro- ou
antitumoral selon leur polarisation en M1-like ou M2-like. Les MAT M1-like ont un role
antitumoral, stimulant entre autres I'activation des LT CD8* et des LT CD4* Th1l, tandis que les
M2-like ont plutét une activité pro-tumorale et induisent le recrutement des cellules
immunitaires immunosuppressives comme les Treg (Anfray et al., 2019). Etant donné que
I'activité du H89 semble étre lié a la présence des cellules NK, il serait intéressant de dépléter
les macrophages afin d’en évaluer leur réle dans I’effet préventif de la molécule. Si le H89 est
capable de stimuler I'activation des macrophages, leur déplétion pourrait partiellement
inhiber I'effet antitumoral de la molécule. Ceci pourrait étre lié au fait qu’une fois polarisés en
M1-like, les macrophages induisent I'activation des cellules NK, qui se sont montrées
importantes dans l'inhibition de la prise tumorale induite par le H89, ou avoir un effet direct
sur les cellules cancéreuses. Nous envisageons donc d’effectuer une expérience de déplétion
des macrophages in vivo a I'aide de liposomes de clodronate dans notre modeéle d’étude de

tumeurs coliques CT26 chez la souris BALB/c.
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H89 et impact sur la réponse immunitaire adaptative

Le H89 n’a pas seulement une activité prophylactique, mais également un effet
antitumoral une fois que la tumeur est établie. Nous montrons que I'effet antitumoral du H89
dépend des LT, plus particulierement la déplétion des LT CD8*, et I'analyse détaillée de
I'infiltrat immunitaire dans les tumeurs traitées avec le H89, montre une augmentation du
nombre de LT CD8* effecteurs mémoire, des LT CD4* Thil, ainsi qu’une augmentation des
cytokines comme I'lFNy et le Granzyme B, importantes dans I'activité de ces cellules. De plus,
une diminution de l'infiltrat Treg, cellules a activité immunosuppressive, vient compléter le
cadre qui tend vers une stimulation de la réponse immunitaire antitumorale induite par le
H89. Il est maintenant bien établi qu’un infiltrat CD8* et Th1 est lié au bon pronostic des
patients, tandis que l'infiltrat Treg est essentiellement lié a un mauvais pronostic (Tosolini et
al., 2011). Le H89 a également montré un effet direct sur la polarisation et 'activation des
cellules T in vitro, ce qui nous permet de confirmer le role de cet inhibiteur de kinases sur la
stimulation d’une réponse immunitaire antitumorale. L'étude de la capacité des petites
molécules inhibitrices de kinases a induire le recrutement des cellules immunitaires dans le
MET, ainsi que leur activation, est un champ de recherche nouveau, ce qui rend cette étude
originale. La volonté d’utiliser le modele CT26 dérive du fait que ces tumeurs sont considérées
comme « froides » et cela permet d’émettre des hypotheses encourageantes pour le
traitement des patients atteints de cancer colorectal qui ne répondent pas a

I'immunothérapie.

Le H89 a également un effet direct sur I'expression des points de contréle immunitaires
ausein des LT et des cellules tumorales in vitro. En effet, il est capable de diminuer I'expression
de PD-1 a la surface des LT CD4* de souris ainsi que des cellules MOLT-4 (une lignée CD8-like),
mais module également I'expression de son ligand PD-L1 a la surface des cellules cancéreuses
coliques CT26. Le H89 diminue également |'expression de CD80, un des ligands de CTLA-4, a
la surface des cellules CT26. Le CD86, deuxieme ligand de CTLA-4 n’est, en revanche, pas
impacté par le H89. Le H89 est également capable de diminuer la concentration de K*, qui
constitue un autre mécanisme que les cellules cancéreuses mettent en place afin d’échapper
a la surveillance immunitaire (Eil et al., 2016). Nous avons également étudié I'expression
d’autres PCls en réponse au traitement avec le H89, aussi bien au niveau des cellules

tumorales que des LT. Nos résultats montrent que le H89 ne module pas I'expression des
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récepteurs CTLA-4 ou de TIM-3 a la surface des LT CD4* et CD8*, ni 'expression génique
(ARNm) de BTLA-4 dans les LT CD8*. Au niveau des cellules cancéreuses, le H89 ne module pas
I'expression d’HVEM, ligand de BTLA. En revanche, il diminue I'expression de la Galectine-9
(Gal-9), ligand de TIM-3. Le role de la Gal-9 est controversé, parce qu’étant le ligand de TIM-3
la liaison des deux inhibe I’activation des LT et contribue a leur épuisement, ce qui est lié a un
mauvais pronostic (Wang et al., 2018b). Mais plusieurs études montrent qu’une augmentation
de I'expression de la Gal-9 serait capable d’induire 'apoptose des cellules cancéreuses, ou que
cela est associé a un mauvais pronostic chez les patients atteints de cancer gastrique (Jiang et
al., 2013; Fujita et al.,, 2017). Les traitements actuels bloquant les PCls ne sont
malheureusement pas efficaces chez la plupart des patients atteints de cancer colorectal, mis
a part les tumeurs de type MSI-high, et le fait que le H89 puisse moduler ces récepteurs est

prometteur (Ganesh et al., 2019).

Toujours en lien avec I'activation des voies des PCls, nous avons étudié I'impact du H89
sur I'activité enzymatique de la phosphatase PP2A. En effet, cette phosphatase est activée par
les récepteurs inhibiteurs PD-1 et CTLA-4, ainsi que par l'accumulation de K et induit la
cascade de la signalisation responsable de leur épuisement (Parry et al., 2005; Eil et al., 2016).
Nous avons montré que le H89 diminue l'activité de la PP2A et nous observons une
augmentation de p-Akt associée a la diminution de I'activité de la phosphatase, ce qui laisse
penser que le H89 est capable de lever I'inhibition que celle-ci exerce sur la kinase Akt. Les
résultats obtenus avec l'inhibition de la PP2A sont intéressants dans une perspective de
développement d’'immunothérapie, car cette phosphatase constitue une cible intéressante
afin de restaurer une réponse immunitaire antitumorale efficace (Zhou et al., 2014). En effet,
une étude récente montre que l'inhibition de la PP2A avec le LB-100, un inhibiteur spécifique,
augmente l'efficacité d’un anti-PD-1 dans un modéle de glioblastome chez la souris (Maggio
et al., 2020). D’autres phosphatases comme SHP-1 et SHP-2 interagissent avec PP2A dans la
voie de signalisation conduisant a I'épuisement des LT et leur inhibition est prometteuse en
immunothérapie (Liu et al., 2020). Pour cela, I'étude de I'impact du H89 sur celles-ci constitue

une perspective de travail intéressante et envisagée.
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H89 et voie de I'IL-15

L'analyse RNAseq des tumeurs traitées avec le H89, montre que de nombreux genes
sont modulés, dont celui du récepteur a I'lL-15, le IL-15RA. Ce récepteur est impliqué aussi
bien dans I’activation des cellules NK, que des LT CD8* mémoire et constitue une cible
intéressante en thérapie anti-cancéreuse. En effet, une quinzaine d’études cliniques qui
utilisent des super-agonistes de I'lL-15 sont actuellement en cours et la voie de cette cytokine
a un potentiel croissant en immunothérapie (Guo et al., 2017). Or, I'effet du H89 implique
aussi bien les cellules NK, que les LT CD8*, ce qui fait de ce récepteur un objet d’étude
intéressant. Nous avons donc bloqué in vivo la signalisation du récepteur IL-15RA afin d’en
étudier I'impact sur 'effet antitumoral du H89. Les résultats montrent que le blocage du
récepteur annule complétement I'effet antitumoral de la molécule. Cela est en accord avec
nos précédents résultats, étant celui-ci impliqué aussi bien dans I'activation des cellules NK
gue des CD8*, qui sont indispensables pour I'effet du H89. Malgré les résultats de I'analyse
RNAseq, une vérification de I'expression protéique du récepteur au sein des tumeurs traitées
avec le H89 reste nécessaire et est envisagée. De plus, le fait que le H89 module le récepteur
IL-15RA au sein de la tumeur ne donne pas une réponse sur |'effet direct que cela pourrait
engendrer au niveau des cellules CD8* et NK. Nous envisageons donc d’évaluer I'expression
du récepteur dans ces cellules ex vivo. Nous montrons également une augmentation de
I'expression en ARNm de la cytokine /L-15 dans les tumeurs traitées avec le H89, mais ce
résultat reste a confirmer avec des expériences ELISA sur des lysats tumoraux. Nous avons
également montré que le H89 induit I'augmentation de I'expression de 'ARNm de I'/L-15 in
vitro dans la lignée CT26, qui reste également a confirmer par ELISA. Ces résultats nous font
émettre 'hypothése qu’au sein de la tumeur le H89 pourrait induire une augmentation de la
sécrétion d’IL-15 par les cellules cancéreuses, mais nous ne connaissons pas I'impact sur les
cellules immunitaires. Il serait donc intéressant d’évaluer également I'effet direct du H89 sur
la sécrétion d’IL-15 par les LT CD8"* ex vivo. La voie de I'lL-15 apparait, donc, comme un

mécanisme important de I'effet immunomodulateur et antitumoral du H89.
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Autres cibles potentielles du H89

L'analyse RNAseq a montré la modulation de plusieurs autres genes par le H89,
pouvant constituer des cibles intéressantes en thérapie anti-cancéreuse. Nous observons une
augmentation de la protéine G P2ry14 (P2Y purinoceptor 14), qui induit le recrutement des
cellules immunitaires dans le MET, avec bon pronostic chez les patients atteints de carcinome
de la téte et du cou (Meng et al., 2021). L'expression du récepteur a I'lL-18, 1L-18r1 (/L-18
receptor 1), est également augmentée par le H89. Ce dernier est sur-exprimé chez les LT CD8*
activés et il est peu exprimé dans le cancer colorectal, ce qui augmente l'inflammation
intestinale et I'apparition du cancer (Li et al., 2019). Le FT STAT2, impliqué dans la signalisation
IFNa, est également sur-exprimé dans les tumeurs traitées avec le H89 (Schubert et al., 2019).
Nous observons également une surexpression du récepteur de chimiokines CCR9 (C-C
Chemokine Receptor type 9), qui peut étre exprimé dans chez les LT CD8" activés.
L'augmentation de son ligand, le CCL25 (C-C motif Ligand 25), dans le MET augmente |'effet
de I'immunothérapie dans le cancer du sein triple négatif (Chen et al., 2020a). Parmi les genes
qui, au contraire, voient leur expression diminuée par le H89, nous retrouvons le canal
potassique Kir6.1, augmenté chez les patients atteints de cancer de I'cesophage, et la protéine
FAT2 (FAT Atypical Cadherin 2), dont I'expression est corrélée a un mauvais pronostic chez les
patients atteints de cancer gastrique (Li et al., 2017). Ces résultats ouvrent d’autres

perspectives potentielles au mode d’action et a I’effet antitumoral induit par le H89.

H89 : un inhibiteur de kinases a large spectre

Le H89 est un inhibiteur de kinases a large spectre, connu comme inhibiteur de la PKA,
mais capable d’inhiber d’autres kinases telles que S6K1, MSK1, ROCK-Il et PKBa (autre nom
d’Akt), pouvant avoir un réle dans I'immunorégulation (Davies et al., 2000). Par exemple, la
kinase S6K1 est une cible de mTOR dans la voie PI3K/Akt, et régule I'activation des LT et des
cellules NK (Li et al., 2020a). Méme si Davies et al. ont initialement décrit le H89 comme
inhibiteur de ces kinases, nos résultats montrent que la molécule est capable d’induire la
phosphorylation d’Akt dans les LT, qui est en amont de cette voie de signalisation pouvant
induire I'activation de S6K1 (Pépulo, Lopes and Soares, 2012). D’autres résultats obtenus
précédemment au sein de I'équipe avaient déja montré la capacité du H89 a induire la
phosphorylation d’Akt et de S6K1 au sein des cellules cancéreuses coliques (Ali-Boina et al.,

2013). Une étude récente effectuée par Chase H Melick et collaborateurs montre que le H89
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est capable de stabiliser la phosphorylation d’Akt et de S6K1 et prévient leur
déphosphorylation induite par des inhibiteurs de mTOR tels que Torinl (Melick and Jewell,
2020). Néanmoins, des études montrent que I'augmentation de p-S6K1 est retrouvée chez les
patients atteints de cancer colorectal, et que cela est corrélé avec une augmentation de la
protéine NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3) dans les tissus
tumoraux. L'inhibition de ces voies serait donc prometteur dans le traitement de certains
patients (Wang et al., 2020). Le r6le de la kinase S6K1 est donc controversé. S6K1 peut étre
promoteur de l'activation des LT en favorisant la réponse immunitaire antitumorale, mais
également un facteur de mauvais pronostic chez certains patients, probablement lorsqu’elle
est activée dans les cellules tumorales et non pas immunitaires. Dans notre étude, le H89 étant
capable d’activer Akt, nous nous situons dans un contexte ou la molécule vise plutot
I'activation des cellules immunitaires au sein de la tumeur, ce qui est indispensable pour
I'efficacité de I'immunothérapie. Il serait donc intéressant d’observer la régulation de la
phosphorylation de S6K1 suite au traitement avec le H89 dans notre systéme, dans le but de
compléter les résultats déja obtenus avec p-Akt. Concernant la kinase MSK1, c’est une cible
des kinases ERK1/2 dans la voie des MAPK tres exprimée dans les cellules immunitaires et
ayant plut6t un réle anti-inflammatoire via la production d’IL-10 (Reyskens and Arthur, 2016;
Cohen, 2009). Dans un contexte d’échappement de la tumeur a la surveillance du systéme
immunitaire, la production d’IL-10 est un facteur de mauvais pronostic chez les patients
atteints de cancer colorectal (Li et al., 2019). C’est pourquoi son inhibition pourrait avoir des
effets bénéfiques. La kinase ROCK-II, quant a elle, est associée a un phénotype invasif dans le
cancer colorectal, via I'activation des métalloprotéases MMP-2 et MMP-13 (Vishnubhotla et
al., 2007). Sebbagh et collaborateurs montrent que le Granzyme B est capable d’induire le
clivage direct de ROCK-Il, ce qui engendre la mort des cellules cancéreuses de maniére
caspase-indépendante. Cela a I'avantage de surmonter |'activité déficiente des caspases que
I’'on retrouve souvent dans les cellules cancéreuses (Sebbagh et al., 2005). Or, non seulement
le H89 est connu pour inhiber cette kinase, mais dans notre étude nous montrons aussi sa
capacité a induire la production de Granzyme B par les LT CD8* en augmentant leur
cytotoxicité. Ces données sont donc en faveur d’une activité stimulant le systeme immunitaire

induite par le H89.
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Autres perspectives de travail

Au cours de notre étude nous avons effectué une analyse RNAseq sur des PBMCs de
donneurs sains, traitées in vitro avec le H89. Les résultats de I'analyse montrent que la
molécule est capable de moduler plusieurs génes impliqués dans la réponse immunitaire
antitumorale (résultats non montrés). Par exemple, le H89 est capable d’augmenter
I'expression de I'lL-5RA chez tous les donneurs, et active des voies de signalisation stimulant
la réponse immunitaire médiée par les LT CD8"*. Le récepteur IL-5RA est exprimé par les LB
activés, et la cytokine IL-5 est sécrétée en grande partie par les LT (Takatsu, 2011). Cette
cytokine est donc importante pour la mise en place de la réponse humorale et son blocage
diminue l'inflammation dans certaines maladies chroniques comme I'asthme (Lalani, Simmons
and Ahmed, 1999). Dans un contexte lié a la réponse immunitaire antitumorale, la stimulation
de la production d’anticorps par les cellules B est bénéfique a I'éradication de la tumeur
(Sharonov et al., 2020). De plus, une étude effectuée par Ikutani et collaborateurs montre que
I'lL-5 produite par les cellules de I'immunité innée induit le recrutement des éosinophiles dans
les poumons, ce qui diminue le développement de métastases (lkutani et al., 2012). Le H89 se
montre également capable de diminuer I'expression du récepteur CD163. Il a été montré que
ce récepteur est fortement exprimé dans les MAT et son blocage est intéressant en thérapie
anti-cancéreuse (Skytthe, Graversen and Moestrup, 2020). Etant donné la modulation du H89
sur I'expression de génes impliqués dans la réponse contre la tumeur dans les cellules

humaines, il serait intéressant de mieux étudier 'impact du H89 sur ces cellules.

Une autre perspective de travail repose sur la structure de la molécule H89. En effet,
cet inhibiteur de kinases possede également une fonction sulfamide, qui est connue pour ses
propriétés antimicrobiennes et antifongiques, étant au cceur d’'une famille d’antibiotiques :
les antibiotiques sulfamidés (Ricken et al., 2015). Un travail effectué par des collaborateurs a
mis en évidence la capacité du H89 a réduire I'inflammation intestinale, via I'élimination du
champignon opportuniste Candida albicans. De plus, le H89 diminue la croissance des souches
bactériennes Escherichia coli et Enterococcus faecalis et stimule la croissance des souches de
Lactobacillus johnsonii, ce qui module la composition du microbiote intestinal des animaux
(Dumortier et al., 2020). Le réle du microbiote intestinal dans la réponse des patients a
I'immunothérapie est maintenant bien établi (Elkrief et al., 2019). L'espece bactérienne

Lactobacillus johnsonii, dont la prolifération est stimulée par le H89, augmente la réponse aux
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inhibiteurs des PCls chez la souris (Mager et al., 2020). Nous avons effectué une expérience
préliminaire de suivi de croissance tumorale chez la souris BALB/c porteuse de tumeurs CT26,
en traitant avec le H89 en présence ou en absence d’antibiotiques. Le but était celui de
détruire la flore bactérienne intestinale et évaluer sil'effet antitumoral du H89 pouvait en étre
impacté. Nous avons observé qu’en présence d’antibiotiques le H89 perd son potentiel
antitumoral, ce qui suggére que la molécule pourrait agir au niveau du microbiote (résultats
non montrés). Bien que ces résultats restent préliminaires, la relation entre H89 et modulation

du microbiote intestinale pourrait constituer une perspective de travail intéressante.

Globalement, nos résultats montrent que le H89 semble avoir une action activatrice
sur les cellules de I'immunité adaptative, induisant I'augmentation du recrutement des
cellules a activité antitumorale au sein de la tumeur in vivo, ainsi que leur activation in vitro. ||
reste a approfondir le réle des cellules NK, qui se montrent impliquées dans I'effet
prophylactique du H89, mais nous n’avons pas encore de preuves d’une action directe de la
molécule sur ces cellules in vitro. Tous les éléments de |'étude semblent donc prometteurs
pour l'utilisation du H89 en immunothérapie. Par la suite, nous envisageons également de
mieux comprendre le role du récepteur IL-15RA dans |'effet antitumoral du H89, afin

d’approfondir nos connaissances sur son mode d’action.
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1. LECANCERDU SEIN

1.1 Epidémiologie et classification

Le cancer du sein est le sous-type de cancer le plus répandu chez la population
féminine francaise, avec 58 500 nouveaux cas enregistrés en 2018 en France métropolitaine.
Méme si ce type de cancer reste le plus meurtrier chez la femme, sa mortalité diminue au fil
des années et, si dépisté assez t6t, le pronostique reste globalement assez bon. En effet, le
cancer du sein se développe en moyenne assez lentement en comparaison avec d’autres types
de cancer, et sa survenue peut prendre plusieurs mois/années, donc un bon dépistage permet
de détecter la maladie suffisamment t6t pour la traiter avec succes (taux de survie de 87%)
(InVs). La classification TNM s’applique aussi au cancer du sein, mais une classification
moléculaire est actuellement utilisée. Selon cette classification, le cancer du sein peut étre
divisé en cing grands sous-types : le luminal A, le luminal B, le Her2+, le normal like et le basal
like (Prat et al., 2015). Les formes luminal A et B sont les plus fréquentes et se forment a partir
des cellules épithéliales des canaux lactiferes ou des lobules, du coté de la lumiére, d’ou leur
nom. Le point commun entre ces deux sous-types est |'expression des récepteurs aux
oestrogenes (RO), plus exprimés dans les cancers de type A par rapport aux B. Les récepteurs
a la progestérone (RP) sont, quant a eux, présents dans le type A et absents dans le B (Gao
and Swain, 2018; Ades et al., 2014). Les trois autres sous-types n’expriment pas de RO. Les
cancers Her2+ se caractérisent par une augmentation de I’onco-protéine Her2 (appartenant a
la superfamille des récepteurs a I'EGF) a la surface des cellules cancéreuses, ce qui provoque
une prolifération accrue des cellules tumorales (Figueroa-Magalhaes et al., 2014). Les deux
derniers sous-types se ressemblent, car ne présentent pas de récepteurs hormonaux a la
surface, ni de surexpression du récepteur Her2 (totalement absent dans les normal-like, peu
présent dans les basal-like) (Prat and Perou, 2011). La grande différence entre les deux, repose
sur I'origine des cellules tumorales. Dans les cas des normal-like, les cellules possedent un
profil génique dérivant des cellules mammaires normales et du tissu adipeux. Dans le sous-
type basal-like les cellules cancéreuses ressemblent a celles de la membrane basale des
canaux lactiféres (Figure 15) (Roulot et al., 2016). Enfin, le cancer du sein dit triple négatif est
apparenté au sous-type basal-like et sera discuté de maniere plus détaillée dans le paragraphe

suivant.
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Figure 15. Schéma simplifié de 'anatomie du sein et du canal lactifére. Le canal lactifére,
également connu sous le nom de canal galactophore, est une structure tubulaire qui fait partie
d’un réseau ramifié, conduisant le lait aux glandes mammaires, par lesquelles il est excrété.
Ces canaux sont constitués d’un épithélium de cellules dites luminales, qui donnent vers la
lumiere du canal, desquelles dérivent les cellules cancéreuses des sous-types luminal A et B.

Les cellules luminales sont entourées de cellules myoépithéliales et d’une membrane basale.
De cette derniere dérivent les cellules tumorales du type basal like. Les cellules tumorales du

sous-type normal-like dérivent des cellules mammaires normales des lobules et du tissu
adipeux situés en dehors des canaux galactophores.

1.2 Le cancer du sein triple négatif (CSTN)

1.2.1 Définition

Le CSTN est apparenté au sous-type basal-like, méme si ces deux typologies de cancer

restent distinctes. En effet, le CSTN présente une hétérogénéité intra-tumorale plus
importante par rapport aux tumeurs basal-like. Ces tumeurs n’expriment généralement pas
de RO, de RP et le Her2 (d’ou leur nom triple négatif). Malgré cela, certains cancers triple
négatifs expriment faiblement le récepteur Her2 et expriment également le récepteur a

I'EGFR. Ce sous-type de cancer est tres agressif et représente 10 a 20 % des cancers du sein
métastatiques, avec une incidence majeure dans la population américaine et africaine, plutét

chez les femmes de moins de cinquante ans (Kumar and Aggarwal, 2016).
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1.2.2 Traitement

Le traitement du CSTN reste plus difficile par rapport aux sous-types luminal et Her2+,
d’une part a cause de son hétérogénéité, d’autre part parce que I’'absence de RO, RP et Her2
rend impossible la thérapie ciblée (dans ce cas I’"hormonothérapie), efficace chez d’autres
sous-types de cancer. La premiéere stratégie thérapeutique du CSTN repose sur 'exérése
chirurgicale. Dans le cas du cancer mammaire il y a deux types d’interventions chirurgicales,
la chirurgie conservatrice et la chirurgie non conservatrice. La premiéere consiste a éliminer
seulement le tissu cancéreux (tumorectomie), dans le deuxieme cas l'intégralité du sein
porteur de la tumeur est enlevée (mastectomie) (Won and Spruck, 2020). Un traitement néo-
adjuvant peut étre mis en place avant la chirurgie, afin de réduire la taille de la tumeur avant
I'acte. Les stratégies néo-adjuvantes peuvent faire appel a la radiothérapie ou a la
chimiothérapie. La chimiothérapie n’est pas utilisée seulement en néo-adjuvant, mais aussi en
adjuvant, soit aprés I'exérese chirurgicale (Chaudhary, Wilkinson and Kong, 2018). La thérapie
adjuvante est prescrite soit quand la tumeur est agressive, et donc pour écarter tout risque
de récidive méme si la masse tumorale a été enlevée, mais aussi quand la tumeur est a un
stade avancé avec présence de métastases et/ou invasion ganglionnaire (Al-Mahmood et al.,

2018).

1.2.2.1 La chimiothérapie systémique

Le CSTN est un sous-type de cancer du sein tres agressif et la chimiothérapie adjuvante est
mise systématiquement en place afin d’augmenter la chance de survie des patientes.
Cependant, le taux de récidive des patients sur 5 ans est nettement majeur comparé aux
autres sous-types de cancer du sein. De plus, contrairement a d’autres sous-types de cancer
du sein pour lesquels existent des thérapies ciblées efficaces (comme I’hormonothérapie par
exemple), dans le CSTN la chimiothérapie systémique demeure la seule solution
thérapeutique actuellement envisageable. La réponse des patients aux traitements est
variable et il n’existe malheureusement aucun moyen fiable pour prédire I'efficacité de ces
thérapies chez les patientes (Lebert et al., 2018). Parmi les traitements de chimiothérapie
classique du CSTN nous retrouvons des drogues qui appartiennent a la famille des taxanes,
comme le paclitaxel (TAXOL®) et le docétaxel (TAXOTERE®), mais aussi la doxorubicine qui,

guant a elle, appartient a la famille des anthracyclines. Ces traitements sont souvent associés
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aux sels de platine, comme le cisplatine, le carboplatine et I'oxaliplatine (OXA) qui en

augmentent |'efficacité.

Le paclitaxel est défini comme un « poison du fuseau mitotique », car il interfére avec la
dépolymérisation de microtubules et, donc, avec la division cellulaire. Les cellules cancéreuses
sont capables de se diviser de maniére incontrolée et ces drogues en atténuent la
prolifération. Les taxanes, comme toutes les chimiothérapies systémiques, ne sont pas
spécifiques des cellules tumorales et ont une toxicité sur les cellules saines, ce qui engendre

des nombreux effets secondaires (Gajria, Seidman and Dang, 2010).

La doxorubicine appartient a la famille des anthracyclines, et est donc un agent intercalant
de I’ADN qui s’insére entre deux paires de bases G-C avec formation de liaison hydrogene avec
la guanine (Cutts et al.,, 2005). De plus, cette molécule est capable d’interférer avec la
topoisomérase Il, enzyme impliquée dans le maintien de la structure 3D lors des mécanismes
de transcription et réplication en « démélant » les nceuds d’ADN, mais également dans la
réparation de I'ADN en cas d’erreur. Avec la doxorubicine, les complexes brins
d’ADN/topoisomérase Il sont fixés de maniére irréversible, et cela empéche la réplication de
I’ADN ainsi que sa réparation avec comme résultat la mort par apoptose des cellules
cancéreuses. Ces traitements ciblent tres bien les cellules tumorales qui, a cause de leur
réplication incontrolée, surexpriment la topoisomérase Il (Swift et al., 2006). Mais, comme
tous les traitements systémiques, des nombreux effets secondaires sont observés au niveau
des cellules a haut taux prolifératif, comme les globules blancs. Pour cette raison, un
important effet secondaire a ces traitements est le développement de leucémies. Pour cette
raison, la recherche vise au développement de nouveaux inhibiteurs de topoisomérase Il plus
spécifiques, capables de créer des coupures ciblées sur des génes impliquées dans le cancer,

ce qui réduirait la toxicité au niveau des cellules saines (Carvalho et al., 2009).

Les sels de platine comprennent des molécules telles que le cisplatine, le carboplatine et
I’'OXA (ce dernier a déja été développé dans la section cancer colorectal, paragraphe 1.2.1).
Leur mécanisme d’action est le méme et fonctionnent comme des agents alkylants de 'ADN
en se fixant sur les purines (A et G), ce qui engendre un changement de conformation locale
guia comme conséquence une inhibition de la réplication et de la transcription de 'ADN. Cela
induit la mort des cellules cancéreuses mais, comme tous les autres traitements systémiques,

on observe des effets secondaires non négligeables sur les cellules saines (Cutts et al., 2005;
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Oun, Moussa and Wheate, 2018). Les sels de platine, comme dit précédemment, ne sont pas
utilisés seuls dans le traitement du CSTN, mais couplés aux taxanes ou a la doxorubicine pour
en améliorer |'efficacité. Un essai clinique de Phase Ill en cours étudie I'efficacité du paclitaxel
seul ou combiné au carboplatine chez des patientes atteintes de CSTN. Les résultats de cette
étude sont encourageants et montrent que la combinaison des deux traitements est une

alternative thérapeutique efficace (Yu et al., 2020).

1.2.2.2 Autres stratégies thérapeutiques a I’essai

Le traitement par chimiothérapie reste la principale solution pour les patients atteints de
CSTN, mais le développement de résistances est fréquent, avec rechute des patientes et
diminution de la survie globale. Pour cela, d’autres thérapies ont été mise en place dans des
nombreuses essais cliniques, afin d’améliorer la prise en charge des patients. Parmi les essais
cliniques plus prometteurs nous retrouvons 1) les inhibiteurs de Poly (ADP-Ribose)
polymerase (PARP), 2) les inhibiteurs du VEGF, 3) les inhibiteurs de ’'EGFR, 4) les inhibiteurs
de la voie PI3K/Akt, 5) les inhibiteurs des PCls et 6) les anticorps conjugués a un agent

cytotoxiques (ADC).

a. Lesinhibiteurs de PARP

Les PARPs comprennent de nombreuses enzymes, avec PARP1 et 2 comme les formes les
plus communes, qui sont impliquées dans les mécanismes de réparation de ’ADN simple brin
(phase de réplication). Les inhibiteurs de PARP sont donc en cours d’étude dans le CSTN.
L'iniparib, un inhibiteur irréversible de PARP1, a été testé en clinique mais les résultats n’ont
pas été a la hauteur des espoirs. Une étude clinique de Phase Ill a été complétée en 2020
(résultats non publiés) afin d’évaluer I'efficacité de la combinaison veliparib (un inhibiteur de
PARP) en combinaison avec différentes chimiothérapies conventionnelles sur 634 patientes

(Loibl et al., 2018).
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b. Lesinhibiteurs du VEGF

La voie du VEGF est une cible de traitement intéressante dans le CSTN. Parmi les
traitements disponibles pour bloquer cette voie de signalisation, nous retrouvons des
anticorps monoclonaux ciblant le VEGF, comme le bevacizumab (Avastin®) (Sikov et al., 2015).
Malgré les nombreux essais cliniques avec le bevacizumab utilisé en combinaison avec des
chimiothérapies, son utilisation a été bloquée par la FDA a cause de la trop forte toxicité de
ce médicament pour le peu d’efficacité prouvé (Proposal To Withdraw Approval for the Breast
Cancer Indication for Bevacizumab, FDA-2010-N-0621). Pour cela, les inhibiteurs de tyrosine
kinases ciblant plut6ét de récepteur au VEGF (VEGFR) sont également en cours d’étude. Une
étude clinique de Phase Il montre des résultats prometteurs dans la combinaison du sorafenib,

inhibiteur de VEGFR, avec le cisplatine et le paclitaxel (ClinicalTrials.gov NCT01194869).

c. Lesinhibiteurs de ’EGFR

Beaucoup de patientes atteintes de CSTN surexpriment le récepteur a I'EGF (EGFR), ce qui
est de mauvais pronostique pour la progression de la maladie. Pour cela, 'EGFR est une cible
intéressante dans ce type de cancer (Shen et al., 2019). L'anticorps monoclonal cetuximab a
montré des résultats prometteurs si combiné au cisplatine (Shamseddine and Farhat, 2011)
(Figure 16). Comme dans le cas du VEGF, non seulement des anticorps monoclonaux mais

également des inhibiteurs chimiques de kinases sont actuellement en cours d’étude.

d. Lesinhibiteurs de la voie PI3K/Akt

La voie PI3K/Akt est une voie de prolifération cellulaire souvent suractivée dans le cancer,
et particulierement dans le CSTN. Diverses molécules ciblent donc cette voie, aussi bien au
niveau de l'inhibition de PI3K, en amont, que d’Akt et mTOR, en aval. Plusieurs essais cliniques
actuellement en cours testent la combinaison de ces inhibiteurs avec des chimiothérapies
conventionnelles, la plupart sont en Phase | ou Il et ont des résultats prometteurs (Figure 16)

(Costa, Han and Gradishar, 2018).
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Figure 16. Inhibiteurs de la voie PI3K/AKT et de I'EGFR dans le CSTN. Schéma récapitulatif des
principaux inhibiteurs en cours d’évaluation pour le traitement du CSTN. Les inhibiteurs de la
voie PI3K/Akt/mTOR ciblent ces protéines, en aval du récepteur. Dans le cas de I'EGFR
Iinhibiteur utilisé de maniére plus courante est le cetuximab, ciblant directement le récepteur
en inhibant son activité tyrosine kinase. (Schéma modifié d’aprés (Costa, Han and Gradishar,
2018).
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e. Les «Antibody-Drug Conjugate » ou ADC

Les ADC ce sont des anticorps conjugués a un agent cytotoxique, qui permettent de cibler
de maniére spécifique les cellules cancéreuses. Actuellement un seul anticorps est approuvé
par la FDA et utilisé dans le traitement du cancer du sein Her2+, 'ado-trastuzumab emtansine
(T-DMI) (von Minckwitz et al., 2019). En ce qui concerne le CSTN rien n’est encore mis sur le
marché, mais une étude clinique prometteuse de Phase Il est actuellement en cours pour le
sacituzimab govitecan (appelé IMMU-132, délivrant le SN-38, un composé toxique dérivant
du métabolisme de l'irinotecan et inhibiteur de la Topo-l) chez des patientes métastatiques

PD-L1 négatives (ClinicalTrials.gov NCT04468061).

La recherche de nouvelles stratégies thérapeutique reste, donc, un défi de taille pour le
traitement de ce type de cancer du sein trés agressif. Nombreuses sont les voies de
signalisation au sein des tumeurs qui peuvent étre ciblées en thérapie anti-cancéreuse, et dans
ce projet nous nous sommes particulierement intéressés a celle de la cytokine pro-

inflammatoire IL-6.

2. LAVOIE DE LA CYTOKINE IL-6

La réponse inflammatoire joue un role tres important dans le développement du cancer,
aussi bien pour linitiation de la tumeur, que pour sa progression et la formation de
métastases. Pour cela, les cytokines sont des médiateurs essentiels, faisant le lien entre
I'inflammation et le développement tumoral, et sont donc des cibles d’intérét en thérapie
anti-cancéreuse. Parmi les cytokines pro-inflammatoires présentes dans le MET, I'lL-6 fait

partie des plus exprimées et des plus étudiées (Taniguchi and Karin, 2014).

2.1 La cytokine IL-6 et son récepteur

La cytokine IL-6 est un polypeptide glycosylé d’environ 185 acides aminés, avec un poids
moléculaire compris entre 25 et 30 kDa, selon les glycosylations. Elle est également
phosphorylable au niveau des résidus de sérine, mais cette modification post-traductionnelle
n'a pas d’impact sur son activité biologique (Scheller et al., 2011). Cette cytokine est un
important médiateur inflammatoire tres présent dans le MET. Les sources les plus importantes

d’IL-6 dans le MET sont aussi bien les cellules cancéreuses elles-mémes, mais également les
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cellules immunitaires infiltrant la tumeur, comme les TAMs, les LT CD4* les MDSCs, les
granulocytes, et les cellules non immunitaires du MET comme les fibroblastes (CAFs, de
Cancer-Associated Fibroblasts) et les adipocytes (Bode et al., 1999; Nagasaki et al., 2014; Oh
et al., 2013). Dans le MET, l'lL-6 stimule le développement tumoral soit en agissant
directement sur les cellules cancéreuses, soit en agissant sur les cellules stromales
environnantes qui indirectement stimulent leur croissance (Fisher, Appenheimer and Evans,
2014). La stimulation de la croissance tumorale médiée par I'lL-6 peut se faire aussi bien de
maniere autocrine que paracrine (Lederle et al., 2011). L'activation classique de la voie de
signalisation de I'lIL-6 se fait via la liaison de la cytokine avec son récepteur membranaire IL-
6Ra, aussi connu sous le nom de gp80 ou CD126. Deux monomeéres d’IL-6Ra, chacun lié a une
molécule d’IL-6, s’associent pour former un homodimére induisant le recrutement de
récepteur IL-6RPB (gp130 ou CD130). En effet, les récepteurs IL-6Ra a eux seuls ne peuvent pas
induire la transduction du signal, et les récepteurs IL-6RB sont indispensables afin de recruter
dans le cytoplasme différentes protéines de signalisation, comme les JAKs (Janus kinase) et les
STATSs (Signal transducer and activator of transcription) (Heinrich et al., 2003). Le complexe IL-
6/IL-6Ra/IL-6RB est donc indispensable a I'activation de la voie de signalisation. Mais le
récepteur IL-6Ra possede aussi une forme soluble (sIL-6Ra), dérivée d’épissage alternatif ou
du clivage de la forme membranaire par les métalloprotéases. Le sIL-6Ra peut également lier
I'lL-6 présente dans le microenvironnement et se rapprocher de la membrane cellulaire,
induisant le recrutement des récepteurs IL-6RB pour la transduction du signal. Cette voie est
connue sous le nom de voie de trans-signalisation de I'IL-6, tres utilisée par les cellules

cancéreuses dans le MET (Figure 17) (Hunter and Jones, 2015).
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Figure 17. Activation de la voie de I'IL-6. La cytokine IL-6 présente dans le microenvironnement
tumoral se lie au récepteur membranaire IL-6Ra, induisant le recrutement du récepteur IL-6R8.
Cela induit la formation d’un hétérotétrameére composé de deux récepteurs IL-6Ra liant deux
molécules d’IL-6, plus deux récepteurs IL-6R8, qui sont indispensables a la transduction du
signal. Cela constitue ce que I'on appelle la voie classique de I'lL-6, a droite du schéma. Le
récepteur IL-6Ra posséde également une forme soluble, le sIL-6Ra, liant I'IL-6 pour former une
structure hétéro-tétramérique comme dans la voie classique, composée de deux récepteurs
sIL-6Ra, recrutant deux récepteurs IL-6R8 et induisant la transduction du signal par celle que
I’on appelle la voie de trans-signalisation. Les deux voies induisent le recrutement de la kinase
JAK2, qui se fait grdce aux domaines cytoplasmiques du récepteur IL-6RB. Aprés son
recrutement, JAK2 phosphoryle le domaine intracellulaire d’IL-6R6, ce qui permet le
recrutement de STAT3. JAK2 phosphoryle ensuite STAT3 (Tyr 705), ce qui induit sa dimérisation
et son action en tant que facteur de transcription. Une fois dans le noyau, le dimere STAT3
active la transcription de génes de prolifération (cycline D1, Myc), survie (Bcl-XL, survivine),
angiogenese (VEGF) et migration/invasion (MMP2, MMP9). Schéma réalisé avec le logiciel
BioRender.
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2.2 Lavoie IL-6/JAK2/STAT3

2.2.1 LesprotéinesJAK2 et STAT3

La protéine JAK2 est une tyrosine kinase faisant partie d’'une famille de protéines, les JAKs.
Cette famille inclut JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2 (tyrosine kinase 2) : JAK1, JAK2 et TYK2 sont
présentes dans tous les types cellulaires, alors que JAK3 est propre seulement aux cellules
lymphoides et myéloides (Babon et al., 2014). La structure de la protéine JAK2, de N a C-
terminal, comporte un domaine FERM, suivi par un domaine SH2 (Src homology), permettant
I’association de JAK2 avec le domaine intracellulaire des récepteurs comme IL-6RpB. Apres le
domaine SH2, au niveau de la partie C-terminale, suivent les domaines JH2 (Jak homology) et
JH1 (Figure 18) (Saharinen, Takaluoma and Silvennoinen, 2000; Ungureanu et al., 2011). Le
domaine JH2 est définit comme pseudokinase, n’ayant pas une activité catalytique directe,

mais induisant I’activité kinase exercée par le domaine JH1 (Silvennoinen et al., 2013).

La protéine STAT3 fait aussi partie d’une famille de sept protéines, avec STAT1, STAT2,
STAT4, STAT5a, STATSb et STAT6. Elle possede trois domaines importants pour son activation
et son activité transcriptionnelle : le domaine de liaison a '’ADN, le domaine SH2 et le domaine
C-terminal de transactivation (Figure 18). Le domaine de liaison a I’ADN se situe entre les
acides aminés 320 et 480 et permet |'activation de STAT3 avec I’ADN suite a sa dimérisation.
Le domaine SH2 permet la liaison avec les tyrosines phosphorylées des protéines mais
également sa dimérisation et, par conséquent, le transfert au noyau. Le domaine C-terminal
de transactivation contient la Tyr 705, qui est phosphorylée par JAK2 et qui induit la
dimérisation de STAT3. Ce domaine est également important dans la liaison a ’'ADN (Ma et al.,

2003; Zhang et al., 2000).
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Figure 18. Les domaines des protéines JAK2 et STAT3. La protéine JAK2 est constituée de 4
domaines, de N-terminal a C-terminal : FERM, SH2, JH2 et JH1. Le domaine SH2 est
indispensable pour le recrutement et I'association de JAK2 aux récepteurs tyrosine kinase
membranaires induisant la transduction du signal. Le domaine JH2 n’a pas d’activité
catalytique, est défini comme pseudokinase : il induit I'activité catalytique du domaine JH1,
celui qui exerce l'activité tyrosine kinase sur les protéines cible. La protéine STAT3 est
constituée de plusieurs domaines, dont les plus importants sont essentiellement : le domaine
de liaison a I’ADN, le domaine SH2 et le domaine de transactivation. Ces domaines
interviennent aussi bien dans la stabilisation du dimeére STAT3, ainsi que sa translocation au
niveau du noyau et son activité transcriptionnelle via sa liaison aux acides nucléiques. Schéma
réalisé avec BioRender.

2.2.2 L’activation de la voie

La liaison de I'lL-6 avec les récepteurs IL-6Ra (membranaire ou soluble) et IL-6Rp induit la
formation d’un hexameére conduisant au recrutement et a I'activation de la protéine JAK2, qui
s’associe aux domaines transmembranaires des récepteurs IL-6RB. Une fois activée, JAK2
phosphoryle plusieurs sites au niveau du domaine cytoplasmique d’IL-6R[, ce qui permet le
recrutement de STAT3. JAK2 phosphoryle ensuite STAT3 au niveau de la Tyr 705, qui se
dimérise et agit comme FT, au niveau du noyau cellulaire (Figure 17) (Looyenga et al., 2012).
La translocation du dimere de STAT3 vers le noyau induit I'expression de différentes protéines
et FT impliqués dans la prolifération des cellules cancéreuses (comme la cycline D et Myc),
dans leur survie (comme Bcl-XL et la survivine), dans I'angiogenése (VEGF) ou encore la

migration et I'invasion (MMP2/MMP9)(Nicolas et al., 2012).
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2.3 Lesinhibiteurs de la voie JAK/STAT en thérapie anti-cancéreuse

La voie de la cytokine IL-6 est trés importante dans le développement tumoral et I'axe IL-
6/JAK2/STAT3 constitue une cible thérapeutique intéressante dans le traitement de plusieurs
types de cancer. Différentes stratégies thérapeutiques sont actuellement disponibles, ou en
essai clinique, ciblant ces voies et se regroupent essentiellement en trois catégories : les
inhibiteurs de I'lL-6 ou de son récepteur IL-6R, les inhibiteurs de JAK2 et les inhibiteurs de

STAT3 (Garbers et al., 2018).

2.3.1 Lesinhibiteursde I'lL-6 et son récepteur

La cytokine IL-6 peut se lier au récepteur IL-6Ra, membranaire ou soluble, via un site
spécifique appelé le site I. Ce site est la cible de deux médicaments, le siltuximab et le
clazakizumab (Garbers et al., 2018). Le siltuximab est un anticorps monoclonal chimérique
(homme-souris), approuvé pour le traitement de la maladie de Castelman (lymphome non
hodgkinien malin a cellules B) (van Rhee et al., 2014), mais qui a également fait ses preuves
dans plusieurs essais cliniques dans le cancer de la prostate, le cancer du poumon et le cancer
de l'ovaire (Guo et al., 2010; Song et al., 2014; Cavarretta et al., 2008). Le clazakizumab, quant
a lui, est un anticorps monoclonal humanisé utilisé dans le traitement du cancer du poumon
non a petites cellules et les cancers de la téte et du cou (Bayliss et al., 2011). Ces deux
médicaments n’ont pas encore été testés dans le traitement du cancer du sein (Masjedi et al.,
2018). Méme si le blocage de la cytokine s’est montré efficace dans le traitement de certains
cancers, les effets secondaires liés a I'accumulation du complexe IL-6/anticorps sont
nombreux (Lu et al., 1992). Pour cela, une stratégie alternative voit le blocage du récepteur,
I'IL-6R. Le tocilizumab est un anticorps monoclonal humanisé ciblant aussi bien la forme
membranaire que la forme soluble du récepteur IL-6Ra, qui a montré son efficacité dans le
traitement du cancer rénal, du cancer du poumon et du cancer du sein (Jiang et al., 2011;
Nagasaki et al., 2014; Wang et al., 2018a). Hormis les anticorps, d’autres petites molécules
chimiques inhibant les récepteurs et leur association sont étudiées in vitro et in vivo. Par
exemple, le SANT-7, un super-antagoniste de I'lL-6, a montré son efficacité in vitro et in vivo
dans le myélome (Honemann et al., 2001). Deux antagonistes de I'IL-6R, 'ERBF et I'ERBA ont
été testés in vitro sur plusieurs lignées cancéreuses, mais leur efficacité in vivo reste

actuellement peu connue (Honemann et al., 2001; Hayashi et al., 2002; Enomoto et al., 2004).

121



2.3.2 Lesinhibiteursde JAK2

Une autre stratégie dans le blocage de la voie de signalisation, consiste a inhiber la kinase
JAK2 initiatrice de la cascade de signalisation induisant la prolifération et I'invasion des cellules
tumorales. Les inhibiteurs de JAK2 peuvent étre spécifiques, qui ciblent de maniere précise la
kinase ou les membres de la méme famille, ou aspécifiques. Le ruxolitinib est un inhibiteur de
kinases synthétique qui cible spécifiqguement JAK1 et JAK2, faisant I'objet d’essais cliniques de
Phase | et Il pour le traitement de la leucémie myéloide (Assi et al., 2018; Pemmaraju et al.,
2015). D’autres inhibiteurs synthétiques spécifiques ont montré leur efficacité in vitro et in
vivo. Le TG101209, par exemple, induit I'apoptose des cellules cancéreuses et diminue la
croissance tumorale dans un modele de cancer du poumon (Sun et al., 2011). Une autre
molécule ciblant spécifiquement JAK2 et JAK3 a récemment été identifiée, le composé
NSC13626, qui diminue le développement des cellules cancéreuses coliques en diminuant la
phosphorylation de STAT3 (Lin et al, 2018). Parmi les inhibiteurs aspécifiques, nous
retrouvons le sorafenib, plus connu comme inhibiteur de VEGFR mais qui inhibe également la
kinase JAK2 en montrant son efficacité in vitro dans l'inhibition de la prolifération cellulaire

dans le glioblastome (Yang et al., 2010).

2.3.3 Lesinhibiteurs de STAT3

L'inhibition de la voie IL-6/JAK2/STAT3 peut également se faire via le blocage de la
phosphorylation du FT STAT3. Or, le blocage de STAT3 reste plus compliqué du fait de sa
localisation cellulaire, ce qui exclut les anticorps et impose l'utilisation de molécules tres
perméables (Miklossy, Hilliard and Turkson, 2013). Actuellement les inhibiteurs de STAT3 sont
peu testés en clinique. La molécule STA-21 a fait I'objets d’études cliniques de Phase | et Il
dans le traitement du psoriasis, mais pas dans le traitement du cancer ou son efficacité a été
testée in vitro dans le sarcome (Miklossy, Hilliard and Turkson, 2013; Chen et al., 2007). Des
petites molécules inhibitrices ciblant le domaine SH2 de STAT3 sont 'OPB-31121 et I'OPB-
51602. Le premier montre une activité antitumorale in vitro sur les cellules tumorales
gastriques et a également fait I'objet d’un essai clinique de Phase | sur différentes tumeurs
solides avec des résultats prometteurs (Kim et al., 2013; Oh et al., 2015). L’'OPB-51602 a fait
ses preuves dans une étude clinique de Phase | chez les patients atteints de leucémie myéloide

aiglie ou myélome (Ogura et al., 2015). Une autre stratégie d’inhibition de STAT3 se base sur
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le développement de siRNA (small interfering RNA). Une approche dans ce genre a récemment
eu l'approbation de la FDA pour le démarrage d’une étude clinique de Phase | dans le
lymphome diffus a cellules B (Kortylewski and Moreira, 2017). D’autres molécules ont été
testée in vitro et in vivo en se montrant efficaces dans le traitement du cancer du sein, comme

la molécule S31-201 (Yue and Turkson, 2009).

Malgré les nombreuses avancées dans le blocage de la voie IL-6/JAK2/STAT3 en thérapie
anti-cancéreuse, ces traitements ne sont pas utilisés en clinique dans le traitement du cancer
du sein. Pour cela, la recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant la voie de I'lL-6
s’avere intéressante dans le traitement de ce type de cancer. Nous nous intéressons
particulierement au potentiel antitumoral du monoxyde d’azote (NO) libéré par un
médicament donneur de NO, le glyceryl trinitrate (GTN). Le GTN a déja fait I'objet de plusieurs
essais clinigues, notamment chez les patients atteints de cancer du poumon non a petites
cellules et de la prostate. Ainsi, nous avons poursuivi I’étudie des mécanismes a 'origine de

son activité antitumorale, plus particulierement dans le CSTN.

3. LE MONOXYDE D’AZOTE (NO*) ET SON POTENTIEL ANTI-CANCEREUX

3.1 Généralités

Le NO est une petite molécule gazeuse radicalaire (NO*), non chargée, hautement réactive
et lipophile. Ces caractéristiques lui permettent de traverser facilement la membrane
plasmique des cellules, ainsi que les membranes des organelles intracellulaires afin d’exercer
ses fonctions biologiques (Holotiuk et al., 2019). La production de NO- dépend d’une famille
d’enzymes, les NO- synthases (NOS) (Bredt, 1999). Trois NOS sont responsables de cette
synthése : la NOS neuronale (nNOS ou NOS1), la NOS endothéliale (eNOS ou NOS3) et la NOS
inductible (iNOS ou NOS2) (Alderton, Cooper and Knowles, 2001). La nNOS et la eNOS sont
exprimées de maniére constitutive, et leur activité dépend d’une forte concentration en ions
calcium (Ca?*), tandis que I'activité de la iINOS est indépendante du Ca?* et son expression est
inductible en réponse a I'inflammation et aux infections. Contrairement a la nNOS et I'’eNOS,
I'activation de la iNOS génere des fortes concentrations en NO- (de I'ordre du micromolaire)
et elle est exprimée principalement dans certaines cellules impliquées dans la réponse

inflammatoire, telles que les monocytes, les macrophages de type M1, les neutrophiles, mais
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également d’autres cellules comme les cellules gliales, endothéliales, épithéliales et les
hépatocytes (Alderton, Cooper and Knowles, 2001; Switzer et al., 2012b; Litvinova et al.,
2015). Toutes ces enzymes se localisent au niveau du cytosol ou du noyau, mais récemment
une nouvelle NOS a été mise en évidence, la mNOS avec localisation dans la mitochondrie et
qui pourrait avoir un réle important dans son fonctionnement (Kamm et al., 2019). La
production de NO- catalysée par les NOS est définie comme étant endogéne. Ces enzymes
catalysent la production de NO- a partir de la L-Arginine en présence d’oxygéne (02) et de
cofacteurs tels que NADPH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate), FAD (Flavine
Adénine Dinucléotide), FMN (Flavine Mono Nucléotide), BH4 (Tetrahydrobipeptine) et
calmoduline +/- Ca?*. La L-Arginine est ainsi convertie en L-Citrulline + NO (Kamm et al., 2019).
Une fois libéré dans la cellule, le NO- agit a différents niveaux (lipides, ADN, protéines) afin de
réguler des processus physiologiques ou pathologiques, comme dans le cas du cancer. Mais la
production de NO: ne se limite pas aux sources endogenes, car cela dérive aussi de la
réduction de nitrites (NO2) et des nitrates (NOs) apportés aux cellules par des sources
exogenes, par exemple via I'alimentation ou via des molécules appelées « donneurs de NO* »

(Kamm et al., 2019).

3.2 Lesdonneursde NO-

En raison de la nature hautement réactive du NO-, il est difficile de prédire ses effets
biologiques sur un systéme donné. Ainsi, les donneurs de NO- capables d’assurer une
libération prolongée sont devenus des outils indispensables dans I'étude de propriétés
biologiques du NO- (Huerta, Chilka and Bonavida, 2008). Ces molécules se différencient
essentiellement par la fagon dont laquelle le NO- est libéré dans la cellule. Nous retrouvons
ainsi trois grands groupes de composés, 1) les molécules libérant du NO- de maniere
spontanée, c’est-a-dire les nitrosothiols, 2) les molécules libérant du NO- suite a une réaction
chimique non enzymatique avec des acides, des bases, des métaux ou les thiols, 3) les
molécules nécessitant I'action d’'une enzyme (Alimoradi et al., 2019). Parmi le dernier groupe,
les nitrates organiques, des esters d’alcools a base d’acide nitrique (RONO;), sont les plus
anciens et les plus utilisés (Miinzel, Steven and Daiber, 2014). Un des nitrates organiques
couramment utilisés est le glyceryl trinitrate (GTN), couramment employé comme agent

thérapeutique vasodilatateur dans le traitement de I'angine de la poitrine (Parker and Parker,
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1998). Le GTN est une prodrogue, qui nécessite une action enzymatique afin de libérer le NO-.
L’'enzyme responsable de la libération de NO- a partir du GTN est I'aldéhyde déshydrogénase
de type 2 (ALDH2) mitochondriale, via une réaction d’oxydoréduction donnant du 1,2-glyceryl
dinitrate (GDN) plus NOz ou directement du NO- (GTN + ALDH2re¢ = 1,2-GDN + NOz +
ALDH2,y) (Klemenska and Beresewicz, 2009; Chen, Zhang and Stamler, 2002). L'utilisation du
GTN en thérapie anti-cancéreuse est de plus en plus fréquente, et sera discutée plus en détail

dans le paragraphe 3.3.1.3.

3.3 Lerole du NO+ dansle cancer

Le réle du NO- dans de nombreux processus physiologiques est actuellement bien décrit.
Le NO- agit comme vasodilatateur, mais il est également responsable de processus
neurologiques comme la neurotransmission et la mémoire, et également dans la réponse
immunitaire anti-inflammatoire (recrutement et activation des macrophages sur le site
infectieux, extravasation des leucocytes et agrégation plaquettaire) (Blaise et al., 2005;
Maher, Abdel Rahman and Gad, 2017; Holotiuk et al., 2019). Mais le NO* est également
impliqué dans certaines situations pathologiques, comme I'hypertension, les accidents
vasculaires cérébraux, I'asthme, la maladie d’Alzheimer et le cancer (Fischer et al., 2002;
Keshet and Erez, 2018; Maher, Abdel Rahman and Gad, 2017; Torre, Pugliese and Speranza,
2002). Le role du NO- dans le cancer est ambivalent, car il est décrit comme étant aussi bien
protumoral qu’antitumoral, avec une ambivalence dépendante de nombreux facteurs,
incluant 1) sa concentration, 2) son origine, 3) la durée d’exposition, 4) le type cellulaire et sa
sensibilité au NO- et 5) le statut redox de la cellule (Dimmeler et al., 1997; Fukumura et al.,
2001; Huerta-Yepez et al., 2009; Jeannin et al., 2008; Millet et al., 2002; Cheng et al., 2014).
Des faibles concentrations en NO- ont un effet plutét protumoral, contribuant a la
prolifération et la migration des cellules cancéreuses, tandis que des fortes concentrations

induisent la mort cellulaire par apoptose (Wink et al., 1991).

Les effets biologiques du NO- dépendent de deux types de signalisation cellulaire : la
signalisation canonique, et la signalisation non canonique. La premiere implique I'enzyme
guanylate cyclase cytosolique soluble (sGC), une protéine dimérique constituée de deux sous-
unités, chacune présentant un groupement héme capable de lier le NO-. La liaison du NO-

avec les groupements heme de la sGC induit I'activation de I'enzyme, qui catalyse la
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production de GMP cyclique (cGMP, cyclic Guanosine Mono Phosphate) a partir du GTP
(Guanosine Triphosphate), induisant I'activation de plusieurs kinases cellulaires impliquées
dans différentes voies de signalisation (Gow et al., 2004; Murad, 2006; Martinez-Ruiz and
Lamas, 2009). La voie non canonique implique différents mécanismes indépendants de la sGC
et du GMPc, soit la capacité du NO- a interagir avec d’autres molécules comme I'O; et ses
espéces radicalaires (ion superoxyde O3°), le glutathion (GSH) et les résidus de cystéine et
tyrosine des protéines (Martinez-Ruiz and Lamas, 2009). L'interaction du NO- avec les résidus
de cystéine et tyrosine induit la modification post-traductionnelle des protéines, comme la S-
nitrosylation et la nitration, ce qui modifie leur activité biologique. De nombreuses protéines

sont modifiées par le NO-, et cela a un réle important dans le cancer (Holotiuk et al., 2019).
3.3.1 Lesmodifications post-traductionnelles induites parle NO- dans le cancer

3.3.1.1 La nitration

La nitration est une modification post-traductionnelle consistant a lier de maniere
covalente un groupement NO:- (dioxyde d’azote, NO3) sur les carbones des résidus de tyrosine.
Cela se fait via I'oxydation des nitrites (NO2) en dioxyde de diazote (N2O2) qui, a son tour,
induit la nitration des tyrosines. En plus du N,O, d’autres composés induisent la nitration,
comme les especes réactives de I'azote (RNS en anglais, de Reactive Nitrogen Species) telles
que les péroxynitrites (ONOQO") et le trioxyde de diazote (N2O3s) (Ischiropoulos, 2003; Turko and
Murad, 2002). La réaction de nitration est catalysée principalement par des métalloprotéases
comme la myélopéroxydase, la myoglobine et le cytochrome P-450 (Ischiropoulos, 2003). La
nitration touche plusieurs protéines et peut altérer leur activité biologique, avec gain ou perte
de fonction, et peut également empécher d’autres modifications post-traductionnelles, telles
que la phosphorylation (Turko and Murad, 2002). Un effet possible d( a la nitration est le
changement de conformation des protéines, conduisant a I'apparition de nouveaux sites,
préalablement cachés, pouvant induire par exemple le clivage via les caspases (Prévotat et al.,
2006). Les modifications induites sur les protéines impactent plusieurs processus, comme la
transduction du signal, le métabolisme cellulaire et mitochondrial, la réponse immunitaire, la
mort cellulaire et le cancer (Zhan et al., 2018). Dans le cadre du cancer, une étude menée en
2012 par Ridnour et collaborateurs, montre un réle primordial de la nitration chez les

patientes atteintes de cancer du sein. En effet, ces chercheurs montrent que certaines
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patientes sur-exprimant la iNOS présentaient une diminution de la survie a cause d’'une
activation de la voie de prolifération PI3K/Akt dans les cellules cancéreuses. Cela est di a la
nitration de la protéine TIMP-1 (Tissue Inhibitor Matrix Metalloproteinase-1) sur deux résidus
de tyrosine, induisant la fixation au récepteur CD63 et, donc, l'activation de la voie
PI3K/Akt/Bad (Ridnour et al., 2012). Une autre étude réalisée en 2006 au sein de notre équipe
de recherche, montre que le traitement des cellules par un donneur de NO, le GTN, induit
I'apoptose des cellules cancéreuses coliques humaines via la nitration de la B-caténine (une

protéine impliquée dans I'adhésion et dans la prolifération) (Prévotat et al., 2006).

3.3.1.2 La nitrosylation

La nitrosylation est une autre modification post-traductionnelle induite par le NO-, et peut
étre essentiellement de deux types : 1) la S-nitrosylation, qui consiste a la liaison covalente
réversible (dénitrosylation) d’un groupement NO™ au niveau du groupement thiol (SH) des
cystéines avec formation de S-nitrosothiol (SNO), 2) la Métal-nitrosylation, correspondante a
la fixation du groupement NO™ sur des métaux, principalement le fer, induisant la formation
de complexes métal-nitrosyles (Stamler, 1994). La fixation du NO- sur les protéines étant
réversible, il existe des mécanismes de transfert d’'un groupement NO- d’une protéine S-
nitrosylée a un autre, connus sous le nom de trans-nitrosylation (Nakamura et al., 2010). Tout
comme la nitration des tyrosines, la S-nitrosylation induit des changements de conformation

et de fonction des protéines (Rizza and Filomeni, 2020; Plenchette et al., 2016).

a. LaS-nitrosylation

La S-nitrosylation intervient dans la modification de centaines de protéines et reste le
moyen principal via lequel le NO- induit des modifications post-traductionnelles (Fernando et
al., 2019; Plenchette et al., 2016; Plenchette, 2015). Parmi les processus cellulaires régulés par
la S-nitrosylation, nous retrouvons, entre autres, le cycle cellulaire, le métabolisme tumoral,
la réparation de I'ADN et I'apoptose (Napoli et al., 2013; Lépez-Sanchez, Aranda and
Rodriguez-Ariza, 2020; Tang, Wei and Liu, 2012; Hara et al., 2005).
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= S-nitrosylation et régulation des voies de prolifération cellulaire

La dérégulation des voies de prolifération cellulaires dans le développement du cancer est
un processus bien établi, et la S-nitrosylation des protéines impliquées dans ces voies est donc

un phénomene important dans la régulation de la croissance des cellules cancéreuses.

La S-nitrosylation de I'EGFR sur les cystéines 166 (Cys'®®) et 305 (Cys3®®) du domaine
extracellulaire inhibe la fixation du ligand et I'activation de la voie de prolifération (Murillo-
Carretero et al., 2009). A contrario, une autre étude montre que la S-nitrosylation d’EGFR et
Src induit leur activation, ce qui a comme conséquence |’activation des voies oncogénique

d’Akt, c-Myc, STAT3 induisant I'apparition du cancer du sein basal-like (Switzer et al., 2012a).

Les protéines ERK1/2, faisant partie de la voie proliférative des MAPK, peuvent également
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étre S-nitrosylées au niveau de la Cys*®>, qui prévient la phosphorylation par les protéines MEK

et induit la mort des cellules cancéreuses (Feng et al., 2013).

Au niveau de la voie de prolifération PI3K/Akt/mTOR, plusieurs sont des protéines cibles
du NO. La S-nitrosylation d’Akt inhibe son activité et induit la progression tumorale (Yasukawa
et al., 2005). De méme, la S-nitrosylation de TSC2 empéche la formation du complexe
TSC1/TSC2 induisant I’activation de mTOR et bloque la prolifération des cellules cancéreuses
(Lopez-Rivera et al., 2014). La protéine PTEN, inhibiteur de la voie PI3K/Akt/mTOR, peut étre
S-nitrosylée au niveau de la Cys®3, ce qui bloque sa fonction et induit la prolifération des

cellules cancéreuses (Yu, Li and Whorton, 2005).

La voie Wnt/B-caténine est aussi importante dans la progression tumorale, et la S-
nitrosylation de la B-caténine empéche I'activation du FT TCF-4 (T cell factor-4) impliqué dans
I'initiation de la phase G1 du cycle cellulaire et induisant la prolifération des cellules tumorales

coliques et du sein (Nath et al., 2003; Nath et al., 2009)

Enfin, la S-nitrosylation de la protéine p53, impliquée dans la réparation de ’ADN et dans
la suppression de tumeurs, empéche son activité normale et induit la carcinogénése (Wang,

2012).
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= S-nitrosylation et mort cellulaire

Tout comme les voies de prolifération cellulaire, les voies induisant la mort des cellules
cancéreuses sont dérégulées dans le cancer. Le NO- est capable de réguler la sensibilité ou la
résistance a la mort des cellules cancéreuses via la S-nitrosylation de protéines clés des voies

de signalisation induites, par exemple, par les récepteurs de mort.

Une étude menée en 2006 par Tang et collaborateurs, montre que le nitrosylcobalamine
(NO-Cbl), un donneur de NO-, induit la S-nitrosylation du récepteur de mort TRAIL (DR4) au
niveau de la Cys33® dans une lignée de cancer rénal (ACHN), de cancer de I'ovaire (OVCAR-3)
et de mélanome (A375) et que l'inhibition de ce processus avec mutation de la cystéine

impliqué, augmente la résistance a I'apoptose des cellules tumorales (Tang et al., 2006).

Dans le méme contexte, le NO- libéré par le GTN induit la S-nitrosylation du récepteur Fas

304 ce qui facilite son agrégation a la membrane et I'activation de la voie

au niveau de la Cys
de signalisation induisant la mort des cellules cancéreuses coliques par apoptose (Leon-

Bollotte et al., 2011).

La S-nitrosylation de la protéine clAP1 au niveau des Cys>’! et Cys°’* induite par le GTN
inhibe son activité E3-ubiquitine ligase, ce qui induit la formation d’'un complexe de mort
cellulaire et contrecarre la voie de prolifération NFkB induite par TNFa/TNFR1 (Romagny et

al., 2018).

La protéine anti-apoptotique Bcl-2 peut également étre S-nitrosylée au niveau des Cys'>®

229

et Cys**’, ce qui augmente sa stabilité en empéche sa dégradation via le protéasome, avec

comme résultat une inhibition de I'apoptose des cellules cancéreuses (Azad et al., 2006).

Toutes ces études montrent que le role de la S-nitrosylation dans le développement
tumoral est contexte-dépendant et protéine-dépendant. D’une maniéere plus générale, la S-
nitrosylation induit le développement tumoral si la balance S-nitrosylation/dénitrosylation est
perturbée. Si le stress induit par le NO- est trop important, cela est souvent corrélé a la
progression tumorale (Rizza and Filomeni, 2020). En effet, la iNOS est souvent surexprimée
dans de nombreux cancers, comme le mélanome, le cancer du foie, le cancer de 'ovaire et du
col de I'utérus, le cancer du sein, et le cancer colorectal (Thomas and Wink, 2017; Ambs et al.,
1998). Une surexpression de la iNOS est, en effet, corrélée au mauvais pronostic chez les

patientes atteintes de cancer du sein RO- (Glynn et al., 2010).
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3.3.1.3 Utilisation du GTN en thérapie anti-cancéreuse

Le GTN a fait I'objet de plusieurs études cliniques dans le traitement du cancer.

Dans le cancer du poumon non a petites cellules, plusieurs études ont montré |'effet
bénéfiqgue du GTN. Une étude clinique de Phase Il montre que I'administration de GTN sous
forme de patch améliore I'efficacité de la vinorelbine/cisplatine, des chimiothérapies standard
utilisées dans le traitement de ces cancers, avec augmentation de la survie globale des
patients (Yasuda et al., 2006b). Un deuxieme essai clinique de Phase Il montre que
I'association du GTN au docétaxel et au carboplatine, induit une diminution du VEGF dans le
plasma des patients et augmente le taux de réponse a la chimiothérapie (Yasuda et al., 2006a).
Une étude clinique de Phase Il plus récente, terminée en 2017 montre I'effet bénéfique de la
nitroglycérine (autre nom du GTN) administré par inhalation chez les patients atteints de
cancer du poumon, avec augmentation de la survie globale (Reymen et al., 2020). Néanmoins,
une étude de Phase Il sur le méme type de patients recevant la combinaison
GTN/carboplatine (+/- gemcitabine ou paclitaxel) n’a montré aucun effet bénéfique (Davidson
etal., 2015; Dingemans et al., 2015). Toutefois, un autre essai clinique de Phase Il effectué sur
la combinaison carboplatine/paclitaxel/bevacizumab et GTN n’a pas montré d’effets

bénéfiques chez les patients (Dingemans et al., 2015)

L'utilisation du GTN a également fait ses preuves dans le traitement du cancer de la
prostate. L'administration de faibles doses de GTN chez certains patients ayant subi une
prostatectomie suivi d’'une radiothérapie et ayant rechuté, retarde la progression de la

maladie (Siemens et al., 2009).

Un autre essai clinique de Phase | sur la combinaison de la nitroglycérine et le 5-FU plus
radiothérapie chez les patients atteints de cancer du rectum, montre que la combinaison est

bien tolérée (lllum et al., 2015).
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RATIONNEL DE L'ETUDE

Le CSTN est un sous-type de cancer du sein trés agressif pour lequel la plupart des
traitements demeurent inefficaces. Le traitement de ce type de cancer se base
essentiellement sur I'exérése de la tumeur par chirurgie, accompagnée par la chimiothérapie
a base de taxanes. Le développement des thérapies ciblées est de plus en plus important, afin
de trouver des traitements plus efficaces et moins toxiques que la chimiothérapie. Parmi les
voies de signalisation les plus étudiées dans le cancer, nous retrouvons la voie de la cytokine
IL-6, important médiateur inflammatoire induisant le développement tumoral. Cette cytokine
active de nombreuses voies de signalisation, notamment celle qui implique la kinase JAK2 et
le facteur de transcription STAT3. De nombreuses thérapies ciblent cette voie, aussi bien au
niveau de la cytokine et son récepteur, qu’au niveau de JAK2 et STAT3, et les études cliniques
dans ce domaine se montrent prometteuses dans le traitement de certains cancers. Or, le
traitement du CSTN reste difficile et aucun médicament ciblant cette voie de signalisation est

actuellement utilisé ou en étude clinique.

Dans notre équipe de recherche nous étudions le potentiel antitumoral d’un donneur
de NO-, le GTN. Une de nos études, montre que le GTN induit I'apoptose des cellules
cancéreuses coliques humaines (Millet et al., 2002) et mammaires, en les rendant plus
sensibles a la mort cellulaire par apoptose via le récepteur de mort Fas (Leon-Bollotte et al.,
2011). En 2015 I'équipe a montré que le GTN était capable d’induire la mort des cellules
cancéreuses coliques si associé a un inhibiteur de kinases, le H89 (Cortier et al., 2015). De plus,
le NO* produit par la iNOS via I'activation de la voie TLR4 (Tool-like receptor 4)/IFNy diminue
les métastases pulmonaires dans le cancer du sein (Lamrani et al., 2016). Le GTN induit
également la mort des cellules cancéreuses coliques et de CSTN via la S-nitrosylation de la
protéine clAP1 (Romagny et al., 2018). Ces travaux ont d’ailleurs montré que I'OXA (in vitro
dans les cellules cancéreuses coliques) ainsi que le FOLFOX et le FOLFIRI (chez les patients

atteints de cancer colorectal) sont capables d’augmenter la production de TNFa.

Dans l'objectif de potentialiser I'effet des chimiothérapies grace au GTN, nous nous
sommes intéressés a étudier la capacité de plusieurs lignées de CSTN a produire la cytokine

pro-inflammatoire IL-6 sous I'effet de différentes chimiothérapies utilisées a des doses
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subtoxiques (comme le cisplatine et le carboplatine) in vitro. L'IL-6 est surexprimée dans le
CSTN (comme dans d’autres types de cancer) et son accumulation dans le MET est
principalement d aux cellules tumorales et aux fibroblastes, ce qui stimule la prolifération
des cellules cancéreuses et la formation de métastases (Masjedi 30372844). L’étude des voies
de signalisation impliquant I'lL-6 présente donc un intérét particulier dans le traitement de ce
type de cancer. Les résultats obtenus ont ainsi orienté notre étude sur la voie de signalisation

IL-6/JAK2/STAT3 dans le CSTN.

Dans cette étude nous montrons que le GTN cible la voie de I'IL-6 via la S-nitrosylation
de JAK2, ce qui empéche l'activation de STAT3, avec diminution de la migration des cellules
cancéreuses triple négatives, aussi bien in vitro, qu’in vivo dans un modele de métastases

pulmonaires.
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Abstract: Triple-negative breast cancer (TNBC) is a highly aggressive disease with invasive and
metastasizing properties associated with a poor prognosis. The STAT3 signaling pathway has shown
a pivotal role in cancer cell migration, invasion, metastasis and drug resistance of TNBC cells. IL-6
is a main upstream activator of the JAK2/STAT3 pathway. In the present study we examined the
impact of the NO-donor glyceryl trinitrate (GTN) on the activation of the JAK2/STAT3 signaling
pathway and subsequent migration, invasion and metastasis ability of TNBC cells through in vitro
and in vivo experiments. We used a subtoxic dose of carboplatin and/or recombinant IL-6 to activate
the JAK2/STATS3 signaling pathway and its functional outcomes. We found an inhibitory effect of
GTN on the activation of the JAK2/STAT3 signaling, migration and invasion of TNBC cells. We
discovered that GTN inhibits the activation of JAK2, the upstream activator of STAT3, and mediates
the S-nitrosylation of JAK2. Finally, the effect of GTN (Nitronal) on lung metastasis was investigated
to assess its antitumor activity in vivo.

Keywords: cancer; nitric oxide; signaling; migration; invasion; metastasis

1. Introduction

Triple-negative breast cancer (TNBC) is the most aggressive subtype of breast cancer
among women worldwide. TNBCs represent 10-15% of all subtypes of breast cancers
and are so named because of the absence of estrogen receptor (ER), progesterone receptor
(PR) and no overexpression of human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) [1].
Consequently, standard targeted therapies used for treating other subtypes of breast cancers
(hormone receptor-positive or HER2-positive) are not a therapeutic option. The therapeutic
care of patients afflicted with early or advanced TNBC remains chemotherapy. Although
TNBC patients present higher chemosensitivity than for other subtypes of breast cancer,
their prognosis remains worse [2]. In recent years, much emphasis has been put on TNBC
molecular features to identify new therapeutic targets and options of treatment.

The signal transducers and activators of transcription (STAT) family encompasses key
transcription factors involved in breast cancer disease. Importantly, STAT3 signaling path-
ways, activated through many cytokines (such as Interleukin-6 (IL-6), IL-10) and growth
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factors (epidermal growth factor (EGF), fibroblast growth factor (FGF), insulin-like growth
factor (IGF)), promote breast cancer progression, proliferation, apoptosis, metastasis and
chemoresistance [3]. It is well established that the tumor microenvironment plays a crucial
role for tumor development, tumor progression and response to anticancer therapies [4,5].
A continuous dynamic cross talk between tumor cells and stroma cells accounts tremen-
dously for tumor fate and patient prognosis. A variety of stroma cells including immune
cells (from the innate and adoptive response), cancer-associated fibroblasts (CAFs) and
blood vasculature mainly populate the tumor microenvironment [4,6]. Inflammatory cy-
tokines, chemokines and growth factors are active players in the communications within
the tumor microenvironment that support tumor growth, invasion, migration and initiate
the metastatic cascade [7].

IL-6 is a major pro-inflammatory cytokine secreted in the tumor microenvironment
from both tumor and stromal cells which influences almost all hallmarks of cancer to
promote cancer growth and progression [8]. The autocrine and paracrine action of IL-6 is
associated with multiple signaling pathways that support not only aggressive features of
cancer cells such as invasion, migration and metastasis, but also tumor growth, survival
angiogenesis, regulation of immune response and chemoresistance [9]. Tumor-associated
macrophages (TAMs), cancer-associated fibroblasts (CAFs) or myeloid-derived suppressor
cells (MDSCs) are major sources of IL-6 and play an important role in invasiveness and
metastasis [10,11]. Various clinical studies have correlated high circulating IL-6 levels in
patients with malignant tumors, as for breast cancer [12,13], prostate cancer [14], head
and neck squamous cell carcinoma [15] or renal cancer [16]. Even though several studies
positively correlated elevated serum IL-6 levels with a poor prognosis, further studies are
required to clearly determine whether IL-6 is a cause or consequence in different types of
cancer [17]. Nevertheless, in breast cancer, elevated systemic IL-6 seems to reflect poor
prognosis, advanced disease and distant metastasis [13]. The classical and alternative IL-6
signaling pathways activate JAKs with subsequent activation of the signal transducer and
activator of transcription-3 (STAT3), a key transcription factor inducing numerous effector
genes involved in cancer promotion and malignancy [18-20]. IL-6/STAT3 activity is also
often associated with metastatic processes including epithelial-mesenchymal transition
(EMT), degradation of extracellular matrix and cell migration [20]. Typically, IL-6 exerts its
effect through two functional receptor complexes composed of a transmembrane form IL-6
receptor alpha (mIL-6 Rx) or a soluble form (sIL-6 R) that provides IL-6 binding specificity
and interaction with the signal-transducing chains (gp130). JAK1 and JAK2 are critical
tyrosine kinases that trigger the phosphorylation and activation of STAT3 on tyrosine
705 (Tyr 705) and subsequent dimer formation that initiates its translocation into the nu-
cleus [19]. The IL-6/JAK2/STAT3 axis represents an important therapeutic target [18]. IL-6
also mediates its effect through the activation of other oncogenic signaling pathways in-
cluding PI3K/AKT and MAPK/ERK pathways [8]. Thus, neutralizing either IL-6 or related
signaling pathways represent an attractive therapeutic target in cancer. However, anti-1L-6
therapies have mainly demonstrated no benefit in several types of cancer [21]. Hence, new
anticancer strategies targeting the IL-6 signaling axis are needed. Here, we considered a
nitric oxide (NO)-based strategy to prevent the IL-6/JAK2/STAT3 axis. NO is an important
signaling molecule now understood to play a dual role in cancer as a positive or negative
regulator of multiple signaling pathways [22]. Some phase II clinical trials in advanced non-
small cell lung cancer and prostate cancer patients reveal that the use of glyceryl trinitrate
(GTN) may have beneficial effects in combination with chemotherapy (vinorelbine and
cisplatin) and/or radiotherapy [23,24]. Interestingly, cisplatin can increase IL-6 cytokine
production and then cellular migration and proliferation in non-small cell lung cancer
cells [25]. However, further phase III trials in advanced non-small cell lung cancer patients
treated with platinum-based doublet as first-line therapy (carboplatin/gemcitabine or
carboplatin/paclitaxel) with GTN did not present clinical benefit [26]. Better knowledge is
required to define how GTN should be utilized in cancer therapy.
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In the present study we investigated the effect of carboplatin in promoting IL-6-
mediated TNBC cell migration. We then examined the ability of GTN, a NO-releasing drug,
to counteract the IL-6/JAK2/STAT3 axis migration, invasion and metastasis of TNBC cells.

2. Results
2.1. Effect of Carboplatin on the Production of IL-6 in TNBC Cells

Firstly, we investigated the effect of carboplatin on the expression of the pro-
inflammatory cytokine IL-6 in TNBC cells from mouse (4T1 cells) and human (MDA-MB-
231) origin. The 4T1 cells and MDA-MB-231 cells were exposed to a subtoxic concentra-tion
of carboplatin for 6 h (Supplementary Figure S1). We found that carboplatin induces an
increase in IL-6 at the mRNA level in TNBC cells. A significant augmentation of the level of
IL-6 mRNA was found in 4T1 cells after 6 h of treatment with carboplatin (Figure 14).
Similarly, we found that carboplatin induces the expression of IL-6 in MDA-MB-231 cells
after 6 h of treatment (Figure 1B). Exposure of RAW 264.7 cells to a subtoxic concentration
of carboplatin showed no significant changes in IL-6 mRNA levels, neither after 48 h of
treatment (Figure 1C), nor at 6 h and 24 h (data not shown).
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Figure 1. Carboplatin increases IL-6 production in TNBC cells. (A) 4T1 cells, (B) MDA-MB-231 cells

and (C) RAW 264.7 cells were treated with carboplatin (10 pM, 750 nM and 10 pM, respectively) at
the indicated time and IL-6 mRNA levels were determined by RT-qPCR. Data are shown as fold
increase with mean +/— SD of three independent experiments performed in duplicate. p values were
determined using a one-tailed Mann-Whitney test. Statistically significant differences are indicated:
* p <0.05; ns: not significant.
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2.2. GTN Inhibits JAK2/STAT3 Signaling Pathway

The JAK2/STAT3 signaling pathway can be activated by IL-6. By immunoblotting
analyses, we confirmed that the JAK2/STAT3 signaling pathway, in 4T1 and MDA-MB-
231 cells, is activated as attested by the phosphorylation of JAK2 (Tyr1007/1008) and
STAT3 (Tyr705), either by carboplatin or recombinant IL-6 treatment (Figure 2A-D). We
investigated the effect of the NO donor GTN on the JAK2/STAT3 signaling pathway
activation following carboplatin or recombinant IL-6 treatment. GTN induces the release
of NO as attested by the increase in nitrite (NO27) levels. This effect is not modified upon
carboplatin exposure (Supplementary Figure S2). GTN induces a modest cytotoxic effect
against 4T1 and MDA-MB-231 cells after 48 h, but not after 24 h exposure (Supplementary
Figure S3). In agreement, GTN has no significant impact on early apoptosis in TNBC cells
(4T1and MDA-MB-231) after 24 h and 48 h of treatment. It induces only alow amount of
early/late apoptosis in MDA-MB-231 cells after 48 h treatment (Supplementary Figure S4).
GTN treatment in combination with either carboplatin or IL-6 significantly decreased p-
JAK2 and subsequent p-STAT3 in TNBC cells (Figure 2A-D). To confirm the capacity of
carboplatin to activate the JAK2/STAT3 signaling pathway through IL-6, we treated 4T1
cells with carboplatin with or without an IL-6 neutralizing antibody. Immunoblot analysis
revealed that elevated levels of p-STAT3 and p-JAK2 stimulated by carboplatin can be
blocked by the IL-6 neutralizing antibody and confirm the role of carboplatin in mediating
IL-6 production and JAK2/STAT3 activation (Figure 2E).

These results suggest that GTN can inhibit the activation of the JAK2/STAT3 signaling
pathway. We further explored the effect of NO on the phosphorylation state of JAK2.
We therefore employed the erythroleukemic cell line HEL 92.1.7, characterized by the
single point mutation JAK2-V617F, a gain-of-function mutant form of JAK2, versus the
erythroleukemic cell line K562 that contains the non-mutated form of JAK2. As expected,
a high level of basal expression of p-JAK2 was observed in the HEL 92.1.7 cell line as
compared to K562 cells. Treatment of HEL 92.1.7 cells with GTN results in a significant
decrease in p-JAK2 and subsequent diminution of p-STAT3 (Figure 2F).

Taken together, these results indicated that NO can counteract the JAK2/STAT3
pathway via the inhibition of p-JAK2.

2.3. NO Promotes JAK2 S-Nitrosylation

A myriad of signaling pathways regulated by NO occur through protein post-
translational modification by S-nitrosylation. We investigated whether NO donors could
promote the S-nitrosylation of JAK2 that may inhibit its kinase activity and down-
stream activation of the signaling pathway. To examine whether JAK2 can be S-nitrosylated,
MDA-MB-231 and 4T1 cells were treated with GTN, with or without carboplatin, or an-
other NO donor (S-nitrosocysteine (SNOC)) and then subjected to biotin-switch assay.
We identified JAK2 as a target of NO. Interestingly, GTN alone only slightly induces the
S-nitrosylation of JAK2, as seen only in MDA-MB-231 cells (Figure 3A). Interestingly, in
both MDA-MB-231 and 4T1 cell lines, the combination therapy GTN/carboplatin markedly
induced the S-nitrosylation of JAK2 (Figure 3A,B). In addition, SNOC (massive and rapid
delivery of NO) induced the S-nitrosylation of JAK2 in both cell lines.

This result suggested that S-nitrosylation may be a regulatory mechanism for
JAK2 activity.
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Figure 2. GTN inhibits IL-6-mediated JAK2/STAT3 signaling in TNBC cells. (A) 4 T1 cells and (B)

MDA-MB-231 cells were treated with glyceryl trinitrate (GTN, 250 pM) and/or carboplatin (10 pM
for 4T1 cells, 750 nM for MDA-MB-231 cells) or left untreated (non-treated, NT) for 48 h. (C) 4T1 cells
and (D) MDA-MB-231 cells were treated with GTN (250 pM), recombinant murine or human IL-6
(rec-IL-6,10 ng/mL), rec-IL-6 /GTN or left untreated (non-treated, NT) for 6 h and 24 h respectively.
(E) 4T1 cells were treated with carboplatin in presence or absence of neutralizing IL-6 antibody
(anti-IL-6), or left untreated (non-treated, NT). (F) K562 and HEL 92.1.7 were treated with GTN

250 pM for 48 h. (A-F) The levels of phosphorylated JAK2 (p-JAK2), total JAK2, phosphorylated
STAT3 (p-STAT3) and total STAT3 were analyzed by Western blot. HSC70 or B-actin was used as
aloading control in all Western blots performed. The blots presented are representative of at least
three independent experiments. (A-E) The histograms present quantification using densitometric
analyses of at least three independent experiments: mean ratio p-JAK2 /loading control (p-JAK2
normalized to the loading control either HSC70 or B-actin due to non-specific increase in JAK2 basal
levels in 4T1 cells in response to treatment) and mean ratio p-STAT3/STAT3. (F) The histograms
present quantification of one representative experiment (from three independent experiments).
Statistically significant differences were determined using a one-way ANOVA test (with a Fisher’s
LSD test). * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.0001; **** p < 0.00001. (E) Statistical analysis for ratio p-
STAT3/STAT3: *p <0.1.
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Figure 3. GTN promotes JAK2 S-nitrosylation. (A) MDA-MB-231 cells or (B) 4T1 cells were
treated with carboplatin (750 nM and 10 yM, respectively) and/or GTN (250 pM) for 24 h, and S-
nitrosocysteine (SNOC 1 mM) for 15 min. S-nitrosylation of JAK2 was demonstrated by us-ing
the biotin switch assay method. Total lysates were immunoblotted with JAK2 and HSC70 as a

loading control.

2.4. Effect of GTN on IL-6-Mediated Wound Healing in TNBC Cells

IL-6 plays an important role as a migration factor in vitro and in vivo. Wound healing
assays were performed with recombinant IL-6 added to TNBC cells. To completely preclude
any stimulation of cell proliferation by IL-6, we performed an MTS assay. We demonstrated
that IL-6, upon 24 h of treatment, induced no modification in the rate of proliferation of
TNBC cells (Figure 4A,B). We found that recombinant IL-6 increases the wound healing
ability of both 4T1 and MDA-MB-231 cells (Figure 4C,D). We explored the effect of GTN on
the ability of IL-6 to stimulate wound healing in TNBC cells. The wound healing activity of
TNBC cells remains unchanged following treatment with GTN alone in comparison with
non-treated (NT) control cells. However, combined treatment of IL-6 with GTN inhibits the
wound healing activity of both 4T1 and MDA-MB-231 cells (Figure 4C,D). To confirm the
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role of NO in the inhibition of the wound healing by the NO donor GTN, cells stimulated
with IL-6 along with GTN were treated in presence or absence of the NO scavenger cPTIO.
We showed that in presence of cPTIO, the inhibitory effect of GTN on IL-6-mediated wound
healing is abrogated in both 4T1 and MDA-MB-231 cells (Figure 4E,F).
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Figure 4. GTN prevents recombinant IL-6-induced wound healing in TNBC cells. (A) 4T1 and (B)
MDA-MB-231 cells were treated with murine or human recombinant IL-6 (10 ng/mL), respectively,
for 24 h and MTS proliferation assay analysis was performed. Results indicate means +/— SD of three
independent experiments. (C-F) The in vitro wound healing assays. (C) 4T1 and (D) MDA-MB-231
cells were treated for 16 h with GTN (250 pM), and/or recombinant IL-6 (10 ng/mL) or left untreated
(NT). Data are shown as percentage of cell-covered area. (E) 4T1 and (F) MDA-MB-231 cells were
treated for 16 h with IL-6 /GTN, and/or cPTIO (50 pM) or left untreated (NT). Results are expressed
as mean +/— SEM of three independent experiments. Images are representative of three independent
experiments. Statistically significant differences were determined using a one-way ANOVA test.
* p < 0.05; ** p < 0.01; ns: not significant.
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Altogether, these data suggested that GTN can counteract the IL-6 responsiveness of
TNBC for wound healing migration in a NO-dependent manner.

2.5. In Vitro Effects of GTN on Migration and Invasion of TNBC Cells

To further address cell migration, we explored the impact of GTN on TNBC cells using
the transwell cell migration assay. The 4T1 cells were seeded in the upper compartment
and conditioned medium from carboplatin-treated 4T1 cells was incubated in the lower
compartment. To figure out whether IL-6 secreted from carboplatin-treated cells could
promote 4T1 cell migration, an IL-6 neutralizing antibody was added to the conditioned
medium in the lower compartment. We found significant effect of the IL-6 neutralizing
antibody on carboplatin-mediated 4T1 migration activity. Moreover, the addition of GTN
into the conditioned medium significantly abrogated carboplatin-mediated 4T1 migration
activity (Figure 5A). We then performed a co-culture experiment using the transwell
migration system. The 4T1 cells were seeded in the upper compartment while co-cultured
4T1 and RAW 264.7 cells (ratio 3:1) were seeded in the lower compartment and stimulated
with the indicated treatment. The percentage of 4T1 cells migrating is more important
in the presence of co-cultured 4T1/RAW 264.7 cells compared to 4T1 cells alone (data
not shown). Carboplatin treatment slightly increases 4T1 cell migration. The addition of
an IL-6 neutralizing antibody along with carboplatin treatment significantly affected 4T1
cell migration, and even more following GTN treatment (Figure 5B). The transwell cell
invasion assays were performed with conditioned media from carboplatin-treated 4T1
cells, then treated without or with an IL-6-neutralizing antibody (lower chamber) or GTN
(upper-chamber). We observed a significant increase in 4T1 cell invasion in the presence of
conditioned media from carboplatin-treated 4T1 cells. Cell invasion in response to GTN
was significantly reduced. In the presence of the IL-6-neutralizing antibody, there seemed
to be a trend that approximated but did not reach statistical significance (Figure 5C). We
investigated the role of GTN on the EMT process. The EMT was stimulated by TGF-B1
in 4T1 cells attested by the upregulation of mesenchymal markers [27]. We found that
TGF-B1-induced EMT in 4T1 cells increased the level of expression of the mesenchymal
markers MMP9, Vimentin, Snail and Twist, and to a further extent upon carboplatin
exposure. However, in response to GTN, the level of the mesenchymal markers was

reduced (Figure 5D).
Altogether, these results indicate that GTN may have a broader impact on 4T1 cell
invasion than the IL-6-neutralizing antibody.

2.6. In Vivo Effect of GTN in a Syngeneic Model of Murine Metastatic TNBC

The anti-metastatic effect of GTN was undertaken in vivo using a syngeneic model of
murine TNBC with 4T1 cells which metastasize to the lungs. Mice were injected with 4T1
cells, and after seven days, mice were treated twice a week with Nitronal (glyceryl trinitrate)
infusion solution or saline (NaCl). After a month, we analyzed the lung tissue for the
presence of metastases by hematoxylin-eosin staining of formalin-fixed paraffin-embedded
lung sections from five untreated and five Nitronal-treated mice (Figure 6A). The areas of
tumor lesions (% of lung sections) were evaluated for each mouse in both the control and
treated groups. Compared to control mice, Nitronal-treated mice showed a decrease in
the area of tumor lesions (%). The one-sided p-value from the Mann-Whitney test is 0.086
(statistical significance considering a 90% confidence interval (p < 0.1)) (Figure 6B).
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Figure 5. GTN prevents carboplatin-induced 4T1 cell migration and invasion in transwell systems. (A) Transwell migration
assays were performed using 4T1 cells (upper chamber) incubated with conditioned media from 4T1 cells previously
treated or not with carboplatin (10 pM) for 48 h (lower chamber). IL-6 neutralizing antibody (100 ng/mL) or GTN (250 pM)
were added for an additional 16 h of treatment. (B) Transwell migration assays were performed using 4T1 cells (upper
chamber) incubated with 4T1/RAW 267.4 co-culture (ratio 3:1) (lower chamber) treated with carboplatin (10 pM) alone or
with either IL-6 neutralizing antibody (100 ng/mL) or GTN (250 yM) for 16 h of treatment. (A,B) The migration of control
4T1 cells is set at 1 arbitrary unit (A.U.) and the cancer cell migration following the indicated treatment is compared to
control cells. (C) Transwell invasion assays were carried out using 4T1 cells (upper chamber) incubated with conditioned
media from 4T1 cells previously treated or not with carboplatin (10 pM) for 48 h (lower chamber). GTN (250 yM) or
IL-6 neutralizing antibody (100 ng/mL) was added within the conditioned media (lower chamber) for 16 h. Migrating
and invading cells were stained with crystal violet and quantified by measuring the optical density (OD) at 620 nm.
Results are means +/— SEM of three independent experiments. (D) Western blot analysis of MMP9, Snail, Vimentin and
Twist in 4T1 cells treated with TGF-B1 (10 ng/mL) for 24 h, and then treated with GTN (250 PM) carboplatin (10 uM),
carboplatin/GTN for 24 h. Densitometric analysis of proteins relative to HSC70 levels (one experiment representative
of three independent experiments). Statistically significant differences were determined using a one-way ANOVA test.
*p<0.05;**p<0.01; ***p <0.0001.
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Figure 6. In vivo effect of Nitronal on lung metastases of 4T1 TNBC cells. (A) Representative
immunohistochemistry images of lung sections from control or treated mice bearing 4T1 tumors.
Lung metastases are visualized by hematoxylin-eosin staining of formalin-fixed paraffin-embedded
sections. (B) Metastatic areas per lung sections for each animal were quantified as described in
material and methods. Graph shows mean +/— SEM of 15 mice per group. Scale bar (left panel, 1
mm; right panel, 100 pm). Statistically significant differences were determined using a t-test with
90% confidence level and *, p < 0.1, considered statistically significant.

3. Discussion

TNBC is an aggressive disease with a high rate of metastasis, poor prognosis and few
therapeutic options. One current therapeutic strategy for TNBC targets DNA repair com-
plexes (by means of platinum derivatives and taxanes). Cisplatin- or carboplatin-containing
regimens (cisplatin/gemcitabine, carboplatin/paclitaxel, carboplatin/gemcitabine) are rec-
ommended for first-line and second-line therapy [28]. A platinum-based regimen including
carboplatin is recommended for patients with TNBC to increase pathologic complete re-
sponse [29]. However, chemoresistance to platinum derivatives arose in various types
of solid cancers. In this study we show that carboplatin enhances IL-6 expression and
secretion by TNBC cells to activate the JAK2/STAT3 signaling pathway and cell migration.
In TNBCs and many other human cancers, IL-6 is recognized as a major cytokine produced
by multiple cell types within the tumor microenvironment, and which has important roles
in tumor development and progression. IL-6 is involved in various oncogenic activities
(cell proliferation, cell survival, migration, invasiveness and resistance towards anticancer
therapy), therefore making IL-6 signaling cascades in breast cancer a target of choice.

Therapeutic strategies of IL-6 signaling blockade have been developed for several in-
flammatory diseases [21,30]. However, up to now, IL-6-based therapies have demonstrated
no clinical efficacy in breast cancers and also in other various types of cancer patients [30,31].
More recently, a phase II clinical trial evaluating a selective JAK1/2 inhibitor in patients
with metastatic triple-negative breast cancer (tumors demonstrating p-STAT3 expression)
also demonstrated limited clinical efficacy [32]. A better understanding of IL-6/IL-6 R



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 8449

110f17

regulation and signaling needs to be taken into account to improve IL-6-based therapies in
breast cancers.

NO-releasing drugs have gained growing interest as anti-cancer agents offering new
treatment options for targeting various signaling pathways simultaneously [22,33]. NO
is a free radical and highly reactive molecule that exerts a dual role in cancer, either pro-
tumoral or anti-tumoral [22]. Protein post-translation modification by S-nitrosylation
display decisive roles in regulating several signaling pathways involved in growth, cell
survival or invasion. In this study we report that GTN inhibits TNBC cell migration and
invasion in vitro, most likely via the IL-6/JAK2/STAT3 axis. We demonstrate that GTN
prevents carboplatin-induced IL-6 to activate the JAK2-STAT3 pathway. We also report for
the first time that GTN promoted the S-nitrosylation of JAK2 which may be associated with
the inhibition of phosphorylation and activation of JAK2 and STAT3. The S-nitrosylation
of JAK2 had never been reported so far; however, JAK2 nitration (Tyr1007 and Tyr1008)
was described to prevent its activity [34]. Strikingly, data from the biotin switch assay
demonstrates that the level of S-nitrosylated JAK2 is more important in TNBC cells treated
with GTN along with carboplatin, than with GTN alone. The S-nitrosylation of JAK2 most
likely directly regulate its kinase activity. Our finding is in agreement with a previous
report that provided evidence for a cysteine-based redox-sensitive switch that regulates
JAK2 catalytic activity [35]. Furthermore, it has been demonstrated that another NO donor,
S-nitrosoglutathione (GSNO), selectively S-nitrosylates STAT3 at Cys259 and inhibits its
accessibility to JAK2 [36,37]. Further studies would determine whether STAT3 would be
targeted in this context. Altogether, these results suggest that NO can lead to IL-6 signaling
blockade. Although p53 is a downstream target of STAT3, known to be attenuated by IL-6
via the JAK/STAT3 pathway in various cell types such as LNCap (p53 wild-type) and
22Rv1 (one wild-type copy of p53 and one mutated copy of p53) prostate cancer cells [38],
we did not find any changes in p53 level upon IL-6 exposure on MDA-MB-231 cells (data
not shown).

Conversely, high expression of iNOS in TNBC correlates with tumor aggressiveness
(progression and metastasis), chemoresistance and poor outcome [39]. The role of iNOS
inhibitors on TNBC aggressiveness has been studied. Importantly, preclinical studies using
the pan-NOS inhibitor L-NMMA has demonstrated efficacy in decreasing tumorigenicity of
TNBC, reducing tumor growth and lung metastasis [40]. Furthermore, the use of L-NMMA
in combination with docetaxel has demonstrated enhanced chemotherapy response in
TNBC PDX models and represents an interesting therapeutic approach [41].

Nevertheless, the dual nature of NO in cancer, pro- or anti-tumorigenic, is still a
subject of intense debate. NO action and cellular outcomes largely rely on the role of many
factors in the tumor microenvironment, particularly for TNBC, a subtype of breast cancer
characterized by a profound intratumoral heterogeneity.

A growing number of studies provide evidence that coordinated cytokine expression
is critical for the growth and malignancy of TNBCs.

Together, IL-6 and CCL5 are key enhancers of TNBC tumor growth and metastasis [42].
Indeed, within the tumor microenvironment, IL-6 secreted by TNBC cells upregulates CCL5
expression in lymphatic endothelial cells by activating the IL-6 receptor, STAT3, which
subsequently enhances transcription of the CCL5 gene. Importantly, the simultaneous
blockade of CCR5 and IL-6 receptor signaling firmly inhibits TNBC tumor growth and
prevents TNBC metastasis [42].

In TNBC, the tandem expression of IL-6 and IL-8 is also critical for growth and
resistance to apoptosis [43]. Importantly, several reports suggest that both IL-6 and IL-8
play a critical role in the aggressiveness of breast cancer and of other types of cancer [44].
Recently, a study demonstrated that a synergistic IL-6 and IL-8 signaling pathway is
required to influence cancer cell motility and metastases. Mechanistically, the pathway
likely occurs through the downstream signaling of WASF3 and Arp2/3 and subsequent
regulation of actin cytoskeleton dynamics [45]. Simultaneous inhibition of IL-6 and IL-
8 receptors decreases the expression of WASF3 and Arp2/3, and reduces metastasis in
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mice [45]. In accordance with this finding, previous clinical studies had shown that the
elevated serum concentrations of IL-6 and IL-8 of breast cancer patients correlate with the
stage of the disease, the recurrence, and are indicators of poor prognosis [46-48]. However,
the prognostic role of IL-6 and IL-8 association in breast cancer may differ according to
breast cancer subtype. Indeed, high levels of IL-6 and IL-8 are associated with breast cancer
recurrence only among patients with HER2 tumors [12].

In our current study we found that carboplatin enhances the expression of IL-8 at the
mRNA level (data not shown). However, further studies are needed to determine whether
GTN could block both IL-6 and IL-8 signaling to prevent cell migration and invasion.
In support to this, our in vivo studies indicate a decrease in metastatic lesions upon the
NO-donor GTN. Various clinical trials to evaluate the effectiveness of GTN in a combined
regimen (chemotherapy and/or radiotherapy) has been conducted [23,24,26,49-51]. Al-
though some clinical benefit were observed for non-small cell lung cancer (NSCLC) patients
(GTN combined with vinorelbine and cisplatin) and prostate cancer patients (GTN after
surgery or radiotherapy) in phase Il clinical trials [23,24], additional data are required to
define how GTN should be utilized in cancer therapy. Although we cannot extrapolate to
humans the concentration of GTN used for our in vitro and in vivo findings, we provide
here a new rationale to overcome chemotherapy-induced IL-6 production that should be
considered for future GTN-based clinical trials.

In conclusion, we demonstrated that GTN can act upstream of STAT3 activation within
the JAK2-STAT3 signaling. Our study provides evidence to consider the potential efficacy
of IL-6 blockade in TNBC by the NO-donor GTN.

4. Materials and Methods
4.1. Cancer Cell Lines

Human MDA-MB-231 and murine 4T1 TNBC cell lines and murine macrophage-like
cell line RAW 264.7 were obtained from ATCC. All cell lines were cultured in RPMI 1640
supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS) (37 °C, 5% COz), and were tested and
certified as mycoplasma-free before use.

4.2. Drug, Reagents and Recombinant Proteins

The NO-releasing drug glyceryl trinitrate (GTN) was purchased from Merk
(Lyon, France). Nitronal (GTN) infusion solution, 1 mg/mL (Pohl-Boskamp, Hohen-
lockstedt, Germany) was used for in vivo experiments. S-nitrosocysteine (SNOC), was
prepared as described previously [52]. Carboplatin was obtained from the Centre Georges
Francois Leclerc (CGFL) pharmacy. S-methylmethane thiosulfonate (MMTS), and carboxyP-
TIO (cPTIO) were purchased from Sigma-Aldrich and biotin-HPDP from Perbio Science
(Brebiéres, France). Recombinant murine and human IL-6 were purchased from Peprotech
(Neuilly sur Seine, France) and TGF-B1 from R&D systems (Bio-Techne, Lille, France).

4.3. Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR)

Total RNA was extracted from cells using Trizol (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific,
IlIkirch-Graffenstaden, France). Using M-MLV reverse transcriptase, random primers and
RNAse inhibitor, 500 ng of RNA were reverse transcribed into cDNA according manu-
facturer’s protocol (Promega, Charbonniéres-les-Bains, France). cDNA was quantified
by real-time PCR with Sybr Green PCR Master mix (Invitrogen) on a 7500 fast Real-Time
PCR System (Life technologies, Thermo Fischer Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France).
mRNA abundance was calculated according to the change-in-cycling-threshold (ACt)
method and data represented relatively to reference gene mRNA (B-actin). Primers: hIL-6
for: ACCCCCAGGAGAAGATTCCA; hIL-6 rev: GGGTCAGGGGTGGTTATTGC; hActf
for: AGAGCTACGAGCTGCCTGAC; hActB rev: AGCACTGTGTTGGCGTACAG; mlL-6
for: AGCCAGAGTCCTTCAGAGAGAT; mlIL-6 rev: GAGAGCATTGGAAATTGGGGT;
mActp for: TTCTTTGCAGCTCCTTCGTT; mActf rev: ATGGAGGGGAATACAGCCCC.



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 8449

13 0f17

4.4. Griess Assay

The Griess assay quantifies the conversion of NO to nitrite (NO27). Cells were
seeded in 96-well plates in complete RPMI medium (200 pL/well). After 24 h and 48 h
of treatment, NO2~ level was quantified by incubating 100 YL of culture supernatant
with 100 pL of Griess’ reactives (solutions A and B at 1:1 ratio). Solution A composition:
N-1-(Napthyl)ethylenediamine hypochlorite. Solution B composition: p-aminobenzene-
sulfonamide/Hs PO4 5%. After 15 min incubation, absorbance was read at 550 nm (cor-
rected at 690 nm).

4.5. Proliferation Assay (MTS)

Cells were seeded in 96-well plates in complete RPMI medium (200 pL/well). After
48 h of treatment, cell proliferation was evaluated by adding MTS ((3-(4,5-dimethyl-2-y1)-5-
(3-carboxymethoxythenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) (Promega). Absorbance was
read after 2 h at 490 nm.

4.6. Apoptosis Quantification

Cells were seeded in 6-well plates in complete RPMI medium (2 mL/well). After 24 h
and 48 h of treatment, apoptosis was evaluated by flow cytometry using AnnexinV-FITC/7-
AAD staining (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). The percentage of apoptotic cells
were evaluated.

4.7. Wound Healing Assay

MDA-MB-231 and 4T1 cells were seeded into 6-well tissue culture plate at a density
that, after growth overnight, allowed cells to reach approximately 80% confluence as a
monolayer. A straight scratch was made on the monolayer using a 200 pL pipette tip.
Then, the cells were washed gently with PBS three times and further cultured with RPMI
complete medium. Representative pictures were taken, to measure gap width at 0 h and
after 16 h of incubation. Four pictures per experimental condition and time point were
used to measure gap width using Image] software (Rockville, MD, USA)

4.8. Transwell Migration and Invasion Assays

Migration and invasion assays were performed using transwell systems (24-well
inserts without or with Matrigel, respectively, 8 ym pore size; Corning). Briefly, 4T1 cells
were seeded onto the top chamber in RPM1 complete medium. The bottom chamber was
filled with RPMI complete medium (10% FBS) in the presence or absence of the indicated
treatment. After 16 h, cells were removed gently from the top side of the transwell using a
cotton-tipped swab. Each insert was fixed with methanol, stained with crystal violet and
solubilized with 37% acetic acid. Then, optical density at 620 nm was measured.

4.9. Biotin Switch Assay (BSA)

The BSA was performed as described previously [53]. Briefly, 50< 10° of cells were
treated with GTN or SNOC at the indicated concentration and for the indicated time. Cells
were harvested, washed three times in phosphate-buffered saline (PBS) and lysed in non
denaturating nitrosothiol, SNO lysis buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 300 mM NacCl, 5 mM
ethylenediaminetetraacetic (EDTA), 0.1 mM neocuproine, 1% Triton X-100) supplemented
with 1 X protease inhibitors cocktail. All protein samples were normalized to 0.5 mg/mL in
10 mL of lysis buffer and free thiols were blocked by four volumes of blocking buffer (HENS
buffer: 250 mM Hepes, pH 7.7, 1 mM EDTA, 0.1 mM neocuproine, 1% sodium dodecyl
sulfate; containing 20 mM methyl methanethiosulfonate (MMTS)) at 50 °C for 20 min.
After removing excess MMTS and washing proteins extracts twice by acetone precipitation,
protein pellets were re-suspended in 1 mL of HENS buffer containing 1 mM ascorbate and
1 mM biotin-HPDP. Proteins were then recovered by two precipitations with acetone. Total
biotinylated proteins were purified by precipitation on neutravidin beads and eluted with
2X blue Laemmli buffer (10 min, 95 °C) for further analysis by Western blotting.
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4.10. Animal and Ethics Statement

Seven-week-old female Balb/c mice (total number of animals used n = 15) were
purchased from the animal care facility at the University of Burgundy (France). The mice
were acclimatized to the conventional housing system for 7 days before the period of
study. All animals were observed by the animal care staff on a daily basis. Behavioral
observations during the experiment were monitored by the research staff. Mice were
housed at 22 +/-2 °C in a 12 h light/dark cycle. For ethical reasons, when the volume of
the primary tumor reached ~1500 mm?3, mice are sacrificed. During the period of this study,
no mice were excluded. The experiments were approved by the local Ethics Committee
“Comité d’éthique de I'expérimentation animale Grand Campus Dijon” (C2 EA Grand
Campus Dijon no 105) protocol code 23450.

4.11. InVivo Syngeneic Mouse Model of Breast Metastasis Formation

Mice (one cage of 10 mice in a first experiment and one cage of 20 mice in a second
experiment) were subcutaneously inoculated in the right flank with mycoplasma-free 4T1
cells (1 x10* cells in 100 pL) under anesthesia by continuous inhalation of 4% isoflurane
gas. After 1 week, mice were randomly assigned to two groups (n = 5 per cage in the first
experiment and n = 10 in the second experiment), control group (0.9% NaCl) or treated
group (Nitronal® 1 mg/mL, Pohl Boskamp, Hohenlockstedt, Germany). No sample size
calculation was done. S.G.,, 0.B, C.R. and S.P. were aware of the group allocation at the
different stages of the experiment. Both groups were injected subcutaneously twice a week
with (100 pL of either Nitronal or 0.9% NaCl). All mice received 9 injections in total (either
Nitronal or 0.9% NacCl), over a time period of 29 days. After, all the mice were sacrificed
and lung tissues were excised, inflated and fixed in formalin for histology analysis [54].

4.12. Histology and Metastases Assessment

Several sections of lungs were paraffin-embedded and stained by hematoxylin and
eosin (H&E) (Histology facility CellimaP, University of Burgundy). Metastatic areas per
total lung section areas were quantified using QuPath software (Version: 0.2.3, University
of Edinburgh [55]). The result is reported as the percentage (%) of metastatic area to total
lung area per lung section.

4.13. Western Blotting

Whole-cell lysates were prepared by lysing the cells in lysis buffer (150 mM Na(l,
150 mM Tris HCI, pH 7.4, 1% SDS and 1 mM sodium orthovanadate, supplemented with
1 X protease inhibitor cocktail). Viscosity of protein extract was reduced by sonication
or reduced by several passages through a 26-gauge needle. Protein concentrations were
measured using the Bio-Rad DC protein assay kit (Marnes-la-Coquette, France). Thirty
or fifty micrograms of protein were incubated in loading buffer (125 mM Tris-HCl, pH
6.8, 10% B-mercaptoethanol, 4.6% SDS, 20% glycerol and 0.003% bromophenol blue) for
5 min at 95 °C. Proteins were separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred to nitrocellulose membrane (Bio-Rad). Mem-
branes were blocked in Tris-buffered saline (TBS) containing 8% BSA at room temperature
for one hour, and incubated with primary antibody diluted in TBS 0.1% Tween-20 with
2% BSA overnight at 4 “C. Membranes were washed three times in TBS 0.1% Tween-20 and
further incubated with corresponding secondary antibody for one hour at room tempera-
ture. After 3 washes in TBS 0.1% Tween-20, proteins were revealed using the enhanced
chemiluminescence detection kit and ChemiDoc imager (Bio-Rad).

4.14. Antibodies

The antibodies used in this study included the following: anti-IL-6 neutralizing
antibody (R&D systems), rabbit anti-JAK2, rabbit anti-phospho (Tyr1007-10008)-JAK2,
rabbit anti-STAT3, rabbit anti-phospho (Tyr705)-STAT3, rabbit anti-Vimentin, rabbit anti-

Snail (Cell Signaling); mouse anti-Twist, mouse anti-MMP9, goat anti-B-actin, mouse
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anti-HSC70 (Santa Cruz); peroxidase affinipure anti-mouse IgG and peroxidase affinipure
anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch).

4.15. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software (version 6.01,
www.graphpad.com, 21 September 2012). Significant differences were evaluated using
the one-way ANOVA test or the one-tailed Mann-Whitney test used for comparing
data (means +/-SEM) from in vitro experiments. For in vivo analysis, the one-tailed
Mann-Whitney non-parametrical test was used to compare the control group versus the
treated group (means with SEM) with 90% confidence level. p < 0.1 was considered
statistically significant.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
:3390/ijms22168449/s1.
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Figure S1. Effect of carboplatin on MDA-MB-231 and 4T1 cell
proliferation. (A) MDA-MB-231 and (B) 4T1 cells were treated
with the indicated concentration of carboplatin for 48 h and
MTS proliferation assay analysis was performed. Results indicate
means +/- SD of three independent experiments. Statistically
significant differences were determined using a one-way ANOVA
test. * p < 0.05; ns: not significant.
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Figure S2. Determination of NO, concentration. The 4T1 and
MDA-MB-231 cells were or were not treated with
carboplatin (10 uM and 750 nM, respectively), GTN (250 uM),
Carboplatin/GTN for (A) 24 h and (B) 48 h, and the Griess
reaction assay was performed to measure the concentration of
the NO stable end product NO,". Error bars represent SEM of
three independent experiments. Significant difference from
control was determined using a one-way ANOVA test followed
by a Bonferroni’s multiple comparison post-test. *** p < 0.01;
kH*k* p <0.001.
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Figure S3. In vitro cytotoxicity on TNBC cell lines after treatment
with GTN (250 uM) alone or in combination with carboplatin.
MTS assays evaluating cytotoxicity on 4T1 and MDA-MB-231
cells treated with carboplatin, GTN or carboplatin/GTN after (A)
24 h and (B) 48 h. Experiments were performed in triplicate and
repeated three times. Error bars represent SEM. Significant
difference from control was determined using a one-way ANOVA
test followed by a Bonferroni’s multiple comparison post-test. *
p < 0.05.



Supplementary Figure S4

>

=
o
o

[}
o
1 1 1

B 1004

24h 3 Annexin-V+/ 7-AAD+ 48h 3 Annexin-V+ [ 7-AAD+
Bl Annexin-V+/7-AAD- Il Annexin-V+ / 7-AAD-

00
o
1

% Cell death
3

% Cell death
3

N
o o
N
T2
)
v
)
»

* %

B
o
1
N
(=]
1 1
*

° & > S P o

& o TS TESLS
(o) (e) o'

& & & &

(%) [$) (%) %)

4T1 MDA-MB-231 471 MDA-MB-231

Figure S4. Effect of GTN on apoptosis in 4T1 and MDA-MB-231
cells. The 4T1 and MDA-MB-231 cells were treated with GTN
(250 uM), carboplatin (10 uM and 750 nM, respectively) and
carboplatin/GTN for (A) 24 h and (B) 48 h. Annexin-V/7-AAD
double staining was used to assess the quantification of early
apoptotic cells (Annexin-V+/7-AAD-) and late apoptotic/necrotic
cells (Annexin-V+/7-AAD+). Significant difference from control
was determined using a one-way ANOVA test followed by a
Bonferroni’s multiple comparison post-test. * p < 0.05; ** p <
0.01.



DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Dans le but de trouver des nouvelles stratégies thérapeutiques dans le traitement du
CSTN, nous avons étudié la capacité du GTN a diminuer la migration et la formation de
métastases des cellules cancéreuses, dans un contexte de traitement avec une chimiothérapie
standard, le carboplatine. Le choix du CSTN comme modele d’étude dérive du fait que ce sous-
type de cancer du sein reste trés difficile a traiter. Il touche principalement des patientes
jeunes et est associé a un mauvais pronostic avec formation de foyers métastatiques. La
recherche de nouvelles thérapies est donc nécessaire dans ce type de cancer, car la

chimiothérapie est, a I’heure actuelle, le seul traitement de référence.

Chimiothérapie et inflammation

Un des problémes majeurs liés au traitement par chimiothérapie dans le CSTN est la
chimiorésistance induite par I'inflammation que ces traitements causent. L'inflammation est
due aux cytokines pro-inflammatoires, sécrétées principalement par les adipocytes du tissu
mammaire et par les cellules du stroma. Les modifications du tissu adipeux induisent
I'inflammation, ainsi que I'accumulation de macrophages secrétant des forts taux de cytokines
pro-inflammatoires (Zahid, Simpson and Brown, 2016; Dieli-Conwright et al., 2018). Les
principales cytokines pro-inflammatoires impliquées sont le TNF-a I'lL-16, I'IL-8 et I'IL-6, et
sont associées au développement de métastases et a I'agressivité du CSTN. Par exemple,
I'accumulation d’IL-8 sécrétée par les CAFs dans le MET, augmente l'inflammation du stroma
et la formation de métastases dans le CSTN (Liubomirski et al., 2019). Les CAFs secretent
également de I'IL-6, stimulant la croissance et la prolifération des cellules cancéreuses
mammaires, et le « cross-talk » entre ces deux types cellulaires induit la migration et la
formation de métastases (Kikuchi et al., 2017). En effet, la cytokine IL-6 joue un réle
prépondérant dans le développement du CSTN. L'accumulation de I'lL-6 dans le MET induit
I'activation des voies de signalisation prolifératives au sein des cellules cancéreuses, avec
comme conséquence l'accumulation de macrophages M2-like, immunosuppresseurs,
induisant le développement d’un phénotype invasif (Malone et al., 2020; Weng et al., 2019).

Une étude effectuée par Wang et collaborateurs sur 78 patientes atteintes de CSTN, montre
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que 71,4% d’entre elles présentent un fort taux d’IL-6 secrété par les MAT et que cela est lié
a un mauvais pronostic (Wang et al., 2016a). La chimiothérapie peut induire I'augmentation
de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dans le MET et contribue a la résistance des
cellules cancéreuses vis-a-vis des traitements (Simone et al., 2018). Les sels de platine dont le
carboplatine fait partie, ont une forte activité pro-inflammatoire (Jin et al., 2020). Une étude
effectuée par Wang et collaborateurs dans le cancer colorectal montre que le carboplatine
induit la production d’IL-6 et I'activation du FT STAT3. Cela stimule la prolifération des cellules
cancéreuses dans le MET et la combinaison avec un inhibiteur d’IL-6 augmente I'efficacité du
traitement (Wang et al., 2016b). L'utilisation du tocilizumab, un anticorps monoclonal ciblant
I'IL-6R, est capable de potentialiser I'effet cytotoxique du cisplatine dans le CSTN (Alraouji et
al., 2020). Inhiber la voie de I'lL-6 constitue donc une stratégie thérapeutique intéressante
pour contrecarrer les mécanismes inflammatoires induits par la chimiothérapie, responsables
de la diminution de |'efficacité de ces traitements (Jayatilaka et al., 2017). Dans notre étude
nous montrons que le carboplatine induit la production d’IL-6 dans les cellules cancéreuses
mammaires triple négatives. Nous nous situons donc dans un contexte inflammatoire post-
chimiothérapie, et I'’étude du potentiel du GTN sur I'inhibition de la voie de I'IL-6 représente

un axe d’étude prometteur.

Le GTN bloque la voie de signalisation de I’IL-6 via JAK2 et STAT3

La capacité du NO a moduler les voies de prolifération cellulaire est un concept bien
établi. Par exemple, le NO est capable de moduler la voie de prolifération TNFa/TNFR1, qui
induit I'activation de NFkB. Cette modulation peut se faire a différents niveaux, comme la S-
nitrosylation d’IKK[, de p50 ou de p55 (Reynaert et al., 2004; Plenchette et al., 2015; Kelleher
et al., 2007). Au sein de notre équipe nous avons montré que le GTN est également capable
de bloquer la voie de prolifération TNFa/TNFR1 via la S-nitrosylation de la protéine clAP1
(Romagny et al., 2018). Dans le but de comprendre I'effet du GTN sur I'activation de la voie de
I'lL-6 induite par le carboplatine, nous nous sommes d’abord focalisés sur deux acteurs
importants de cette voie de signalisation : la kinase JAK2 et le FT STAT3. Nous avons montré
gue le carboplatine est, en effet, capable d’activer la voie en induisant une augmentation de
la phosphorylation de JAK2 et de STAT3, indispensable a leur activation (Wu et al., 2017). Nous
montrons que le GTN est capable de contrecarrer 'augmentation du taux de p-JAK2 et p-

STAT3 induit par le carboplatine et, donc, I'activation de la voie. Cet effet est di au NO libéré
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une fois le GTN métabolisé par les cellules, induisant des modifications post traductionnelles
comme la S-nitrosylation. En effet, nous montrons pour la premiere fois que le GTN est
capable d’induire la S-nitrosylation de JAK2, ce qui est corrélé a la diminution de sa
phosphorylation, ainsi que la diminution du taux de p-STAT3 qui est la cible de JAK2 activée.
Dans la littérature, il est connu que JAK2 peut étre cible de modifications induites par le NO,
comme la nitration au niveau des Tyr!007/1008 (E|sasser et al., 2007). Bien que nous montrons
la S-nitrosylation de JAK2 par le GTN, nous n’avons pas identifié les cystéines ciblées par cette

modification. Cependant, le logiciel GPS-NO nous a permis d’identifier plusieurs cystéines

866 917

susceptibles d’étre S-nitrosylées, dont la Cys®®® et la Cys”’. Ces cystéines sont intéressantes
parce qu’elles sont directement impliqguées dans l'activité catalytique de JAK2, et leur
inhibition éventuelle induite par le GTN pourrait expliquer la perte de fonction de la protéine
gue nous avons observée (Mamoon et al.,, 2007). Afin de démontrer I'implication de ces
cystéines dans la S-nitrosylation induite par le GTN, des expériences de mutagénese dirigée
de JAK2 pourraient étre effectuées. La protéine STAT3 peut également étre S-nitrosylée. Une

253 comme site de S-nitrosylation

étude effectuée par Kim et collaborateurs, identifie la Cys
induite par le S-nitrosoglutathione (GSNO, un donneur de NO), ce qui empéche I'activation de
la protéine via 'inhibition de la phosphorylation de la Tyr’% (Kim et al., 2014). Dans notre
étude nous avons observé qu’en paralléle d’une S-nitrosylation de JAK2, le GTN induit
également la S-nitrosylation de STAT3 (données non publiées). La S-nitrosylation de STAT3
pourrait dériver d’une action directe du GTN sur la protéine, ou bien d’'un phénomene de
trans-nitrosylation. En effet, le NO pourrait étre transféré de JAK2 a STAT3 si les deux
protéines se trouvent a proximité, mais nous n’avons pas approfondi cet éventuel mécanisme.
De plus, étant JAK2 en aval de STAT3, l'inhibition de JAK2 dans notre systéme suffit pour

observer |'effet biologique escompté, soit une diminution de la migration des cellules

cancéreuses.

Le réle du GTN dans la diminution de la migration et des métastases

La diminution de I'activation de JAK2 et STAT3 se traduit avec une perte du pouvoir
migratoire et d’invasion des cellules cancéreuses (Zheng et al., 2014). En effet, nous montrons
qgue le carboplatine, a la dose testée, est capable d’induire la migration et I'invasion des
cellules cancéreuses mammaires in vitro, et que le GTN est capable de contrecarrer cet effet.

Nous montrons également que le carboplatine augmente I'expression des marqueurs de la
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TEM, comme MMP9, vimentine, SNAIL et TWIST, et que la combinaison carboplatine/GTN
rétabli I'expression basale de ces marqueurs. De plus, cet effet est reproductible in vivo, car le
GTN se montre capable de diminuer la formation de métastases pulmonaires dans le modele
syngénique 4T1 de cancer du sein triple-négatif chez la souris BALB/c. Mais le réle du NO dans
la diminution de la migration des cellules tumorales n’est pas nouveau, car d’autres donneurs
de NO ont montré cet effet. C’est le cas du DETA/NONOate un donneur de NO qui a capable,
a des fortes concentrations (supérieures a 500 uM), d’inhiber I'expression de MMP9 et de
contrecarrer la migration des cellules cancéreuses mammaires (Porshneva et al., 2019; Sinha
et al., 2006). Le DETA/NONOate, a des fortes concentrations (1 mM) est également capable
de bloquer la TEM dans les cellules cancéreuses prostatiques PC-3 via 'inhibition du FT SNAIL
(Baritaki et al., 2010). En revanche, des faibles concentrations de NO peuvent avoir I'effet
contraire et induire la TEM et la formation de métastases, avec en association un mauvais
pronostique chez les patientes atteintes de CSTN (Switzer et al., 2012b). Cela est lié au fait que
le role antitumoral du NO est strictement lié a sa concentration et contexte-dépendant (Soni

etal., 2020).

Cibler la voie de I’'IL-6 : le potentiel du NO

Contrecarrer la voie IL-6/JAK2/STAT3 est donc trés prometteur en cancérologie et le
NO posséde un vrai potentiel thérapeutique. Une étude récente a montré I'effet bénéfique de
I'utilisation d’'une molécule inhibitrice de STAT3 capable de libérer du NO et de bloquer la
prolifération des cellules de mélanome mutées BRAF (Kaoud et al., 2020). A I'’heure actuelle,
aucune étude ne montre le potentiel de la combinaison GTN-carboplatine, mais I'effet
bénéfique de la combinaison donneurs de NO — chimiothérapie est de plus en plus considéré.
En effet, cela induit une diminution de la TEM avec l'utilisation de doses subtoxiques de
chimiothérapie, ce qui pourrait constituer un réel bénéfice dans le traitement des patients
(Bonavida and Garban, 2015). Le GTN a donc sa place dans le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques bloquant la voie de la cytokine IL-6 et pourrait constituer une
alternative prometteuse dans le traitement d’un sous-type de cancer mammaire qui reste

encore difficilement curable.
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Autres perspectives de travail

Comme cité précédemment, I'lL-8 est également importante dans la prolifération des
cellules cancéreuses ainsi que le développement de métastases (Jayatilaka et al., 2017). Au
cours de notre étude, nous avons étudié |'effet du carboplatine sur I'expression de I'IL-8, en
montrant une modulation de cette cytokine au méme titre que I'lL-6 (données non publiées).
Il est possible que le GTN module également la voie de signalisation de cette cytokine, et cela

constitue donc une perspective de travail intéressante.

Enfin, bien que nous montrons la capacité du GTN seul a diminuer la formation de

métastases in vivo, |'effet de la combinaison avec le carboplatine reste encore a étudier.
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CONCLUSION GENERALE

Dans nos études nous montrons deux stratégies thérapeutiques intéressantes pour le
traitement de deux types de cancer : le cancer colorectal et le CSTN. Dans le cadre du cancer
colorectal, nous montrons le potentiel du H89 a stimuler le systéme immunitaire afin de
freiner la prise et la croissance tumorale, tandis que dans le cas du CSTN nous avons étudié le
potentiel du GTN, via le NO, a bloquer la voie proliférative liée a la cytokine IL-6 dans les
cellules cancéreuses. Ces deux molécules agissent en ciblant des kinases clés dans le
développement tumoral : Akt qui est cruciale dans I'activation lymphocytaire et JAK2 qui
intervient dans la prolifération des cellules cancéreuses et dans le développement d’'un
phénotype invasif. Dans les deux cas, et dans la perspective de développement de thérapies
innovantes chez les patients, 'administration de ces molécules seules n’est pas envisageable

mais elle présente un intérét dans une démarche de combinaison thérapeutique.

Dans le cas du H89, nous avons testé sa combinaison avec le 5-FU, mais nous n’avons
pas approfondi les mécanismes moléculaires associés a cette combinaison. Cependant cette
combinaison est intéressante, car le H89 potentialise I'effet de la chimiothérapie, condition
recherchée et essentielle dans le développement de nouvelles thérapies. Des études plus
poussées seront nécessaires afin de mieux comprendre les voies de signalisation associées a
I'effet du H89. Ces études permettraient de mieux comprendre avec quelles autres molécules
associer cet inhibiteur de kinases, que ce soit des traitements en chimiothérapie, d’autres

inhibiteurs de kinases ou des inhibiteurs de PClI.

Dans le cas du NO et l'inhibition de la voie de I'lL-6, nous avons testé la combinaison
GTN/carboplatine in vitro, mais nous n’avons effectué aucune étude sur l'efficacité de la
combinaison in vivo. Cette étude sera importante afin de mieux comprendre le potentiel de
ce traitement combiné et envisager une application en clinique. De plus, il serait intéressant

d’étudier la combinaison avec d’autres sels de platine (comme le cisplatine).

Le développement des combinaisons thérapeutiques avec nos molécules, aussi bien
dans le cas du H89 que dans le cas du GTN, ouvre des nouvelles options thérapeutiques. Nous

savons que la multi-thérapie permet de retarder les mécanismes de résistance qui sont
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fréquents avec les monothérapies. De plus, I'utilisation de plusieurs traitements concomitants
permet d’obtenir un effet synergique et de les utiliser potentiellement a plus faible dose. Des
études plus approfondies restent donc a effectuer afin de mieux comprendre le potentiel
thérapeutique de nos molécules et leur combinaison avec d’autres traitements anti-

cancéreux, mais nos résultats restent prometteurs.
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ARTICLEINFO ABSTRACT
Keywords: The deregulation of a wide variety of protein kinases is associated with cancer cell initiation and tumor pro-
Kinase gression. Owing to their indispensable function in signaling pathways driving malignant cell features, protein
Kinase inhibitor kinases constitute major therapeutic targets in cancer. Over the past two decades, intense efforts in drug de-
Cancer velopment have been dedicated to this field. The development of protein kinase inhibitors (PKIs) have been a
Nitric oxide real breakthrough in targeted cancer therapy. Despite obvious successes across patients with different types of

Post-translational modification cancer, the development of PKI resistance still prevails. Combination therapies are part of a comprehensive

approach to address the problem of drug resistance. The therapeutic use of nitric oxide (NO) donors to bypass
PKI resistance in cancer has never been tested in clinic yet but several arguments suggest that the combination of
PKIs and NO donors may exert a potential anticancer effect. The present review summarized the current state of
knowledge on common targets to both PKIs and NO. Herein, we attempt to provide the rationale underlying a
potential combination of PKIs and NO donors for future directions and design of new combination therapies in

cancer.
1. Introduction multiple cellular functions including cell survival, differentiation, pro-
liferation and migration. The human kinome, which comprises ap-
Phosphorylation events are the most common and extensively stu- proXimately 535 protein kinases, controls many signaling pathways and
died protein post-translational modifications in mammalian systems. their crosstalk that leads to virtually all fundamental biological pro-
Coordinated by a large and diverse family of kinases, phosphorylation is cesses [1,2]. It is now well established that protein kinase activities
a pivotal biochemical phenomenon involved in signal transduction and disorders exert a crucial role in cancer development and progression
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[3]. As such, protein kinases are frequently found to be oncogenic by
distinct mechanisms including somatic mutations, chromosomal trans-
location, amplification and also epigenetic regulation [4]. Since, many
efforts have been made to develop new therapeutic strategies to restrict
protein kinase activities for clinical application in oncology.

In the past two decades, a wide range of protein kinase inhibitors
(PKIs) types, with various properties and mode of action ie. including
different selectivity and modes of binding to kinases, have entered
different phases of clinical development and several are currently ap-
proved by the FDA. Thus, PKIs have become a major class of cancer
drugs and their therapeutic potential is still an area of increased in-
terest. Indeed, the study of kinase biology associated with the devel-
opment of PKIs is a significant component of targeted therapies. Despite
encouraging clinical benefits for patients, the use of PKIs, as cancer
therapeutics, remains frequently overshadowed by drug resistance
mechanisms [5].

The dynamic evolution of cancer cells reflected by constant ac-
quired mutations and genomic instability toward various protein ki-
nases has a dramatic impact on PKI-based therapy effectiveness. The
ability of cancer cells to resist to PKI therapies gives rise to a need to
develop new therapeutic options. For this reason, new generation PKIs
were developed and tested in an attempt to overcome resistance.
Despite therapeutic benefit of PKIs to cancer patients, primary and
acquired resistance still represent a major challenge in kinase-targeted
drug development for cancer therapy. New combinatorial PKI-based
approach that would selectively target cancer cells would open new
therapeutic windows to neutralize cancer cell evasion from targeted
therapies. Basically, two possible approaches might be considered to
lower cancer cell resistance to PKI. Combinatorial strategies of PKI with
drugs that would target the same protein kinase or alternate signaling
pathways. As a key post-translational modification, protein phosphor-
ylation has been the foundation for signal transduction therapy for
cancer. Beside phosphorylation, a number of proteins involved in signal
transduction pathways are also a target of a multitude of other post-
translational modifications such as glycosylation, ubiquitination,
SUMOylation, acetylation or methylation among others, revealing a
complex regulatory network. Such post-translation modifications
modulating cellular signaling represent putative antitumor strategies
that could be considered along the use of PKI.

Nitric oxide (NO)-mediated protein post-translation modifications
have gained increasing consideration in the context of cancer. Studies
have demonstrated that NO can regulate many classes of protein asso-
ciated with signaling pathways involved either in cancer development,
progression or inhibition [6-8]. Several features such as localization,
concentration, cellular time exposure or the redoX environment dictate
the complex dichotomous action of NO in cancers: either pro-tumoral or
anti-tumoral [9]. NO production is generally assumed to play a crucial
role in cancer cell fate decisions. Low rate of NO can contribute to tu-
morigenesis and progression whereas high rate of NO can promote
cancer cell death [10-12]. The insights gained into NO mode of action
revealed that both S-nitrosylation (the covalent binding of NO moiety
to a free cysteine of target protein), and nitration (the covalent binding
of NO moiety to a tyrosine residue) are key regulatory protein post-
translational modifications in cellular signaling.

As a highly selective and rapidly reversible protein post-transla-
tional modification, S-nitrosylation has probably one of the most sig-
nificant biochemical impact over protein function inducing multiple
changes in protein activity, conformation, localization or interaction
with other protein partners [6]. Enzymes are a class of protein fre-
quently targeted by NO. Although protein post-translational modifica-
tions induced by NO have the ability to both activate or inhibit kinases,
a wide range of enzymes involved in cell survival, proliferation or cell
death signaling pathways are negatively regulated by NO post-trans-
lation modifications [6].

The purpose of this review is to survey the PKIs from the perspective
of how NO could have a beneficial anti-tumoral effect on PKI-based
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therapies. The current review will discuss the link between PKIs and NO
with the aim of considering NO as potential novel combination thera-
pies using PKIs and NO donors.

2. Background on the main PKIs

The discovery of PKIs and their clinical use have revolutionized
targeted therapy in cancer. The real benefit of PKIs over conventional
chemotherapy, results in less cytotoXicity for non-cancerous cells be-
cause of more selectivity and lower toXic manifestations. Despite the
low toXicity, these molecules have specific toxicity profile, and the
understanding of the mechanisms of action is necessary to understand
this process [13,14].

The development of imatinib, the first PKI used in cancer therapy,
allows to block the kinase activity of the aberrant protein breakpoint
cluster region-protein Abelson (Bcr-Abl, characterized by a chromo-
somic translocation between chromosome 9 and chromosome 22 in the
hematological malignancy chronic myeloid leukemia (CML)), and in-
creases overall survival (0S). Because Bcr-Abl recombination is a driver
oncogenic process in CML, patients are more sensitive to PKlIs-based
therapies than for patients with solid tumors because of high hetero-
geneity and mutational rate [15]. Imatinib is not specific for Bcr-Abl
kinase, and targets other oncogenic kinases. Then, imatinib (STI-571) is
approved by the FDA not only for the treatment of CML but also for
gastrointestinal stromal tumors (GIST) harbouring c-Kit mutation
[5,16,17] and dermatofibrosarcoma protuberans [15,18]. Imatinib is
able to block the tyrosine kinase activity because it is an ATP compe-
titor, which can interact with the inactive catalytic site of the kinase
[19,20]. Other PKIs have the same mechanism of action, such as sor-
afenib, which is a multi-kinase inhibitor that blocks various Kkinases
such as vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR), platelet-
derived growth factor receptor (PDGFR), BRAF and c-Kit [21]. Because
of his multi-target activity, sorafenib is actually used for the treatment
of GISTs such as imatinib [22]. Levatinib and regorafenib have the same
mechanism of action. The first one principally inhibits VEGFR, and is
approved for the treatment of iodine-refractory differentiated thyroid
cancer and metastatic renal cell carcinoma (RCC) [23]. Regorafenib
also targets VEGFR, PDGFR and BRAF and is mainly used for the
treatment of advanced GIST, advanced hepatocellular carcinoma (HCC)
and advanced colorectal carcinoma (CRC) [24].

Other PKIs, such as gefitinib, sunitinib and vemurafenib, are also
ATP competitors [25]. Gefinitib is used to block the activation of mu-
tated tyrosine kinase receptor EGFR (either deleted in exon 19 or L858R
point mutated within exon 21) in NSCLC resulting in permanent acti-
vation of the ATP-binding site in absence of the ligand [26]. Sunitinib is
not specific to endothelial growth factor receptor (EGFR), but can also
inhibit VEGFR and c-Kit and for this reason, it can be used to treat GISTs
in people who do not respond to imanibib treatment [27]. More re-
cently, FDA approves osimertinib as first-line treatment of metastatic
NSCLC patients based on the FLAURA trial [28]. Vemurafenib is used in
patients with BRAF V600E mutated melanoma. This mutation can switch-
on the serine/threonine kinase activity, with an abnormal acti- vation of
the mitogen-activated protein kinase (MAPK)/extracellular signal-
regulated kinases (ERK) proliferating signaling pathway. Ve- murafenib
block the activation of the mutated protein, stopping cancer cells
proliferation. Unfortunately, this drug shows side effects on healthy
cells. Indeed, vemurafenib also targets the wild type form of BRAF,
causing a kinase overactivation of MAPK/ERK signaling pathway in
healthy cells. Despite this side effect, vemurafenib is an established
efficient therapy [29,30].

Some PKI can block the kinase activity in an allosteric manner, by
binding outside the catalytic ATP-binding site such as trametinib, a
mitogen extracellular kinases (MEK) inhibitor [31,32]. Another me-
chanism of action relies on the covalent bond between the PKI and the
catalytic site of the kinase, as for ibrutinib, a bruton tyrosine kinase
(BTK) inhibitor [33,34].
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Even though PKIs increase OS in many cancer subtypes, primary
and secondary resistances are still frequently observed. Numerous po-
tential mechanisms of resistance to PKIs have been described, requiring
the use of second, third or fourth generation PKIs for patients refractory
to treatment. Therefore, the development of novel combinational
therapies may represent an attractive way to overcome PKI-resistant
cancer cells [35].

3. Clinical use of the main PKIs in cancer
3.1. Bcr-Abl tyrosine kinase inhibitors

3.1.1. CML

The clinical development of imatinib has been a considerable leap in
CML therapy. Indeed, in a phase II study involving 452 patients with
CML who had failed to respond to interferon o therapy, Kantarjian et al.
demonstrated that imatinib treatment induced high rates of cytogenetic
(60% of patients) and hematologic responses (95% of patients).
Moreover, after a median follow-up of 18 months, 95% of patients were
alive [36]. The last update of the ISIS study comparing interferon
treatment versus imatinib (ISIS: international randomized study of in-
terferon versus STI-571) showed an estimated OS of 83% at 10 years
[37].

Imatinib resistance mechanisms were classified according to two
criteria: Ber-Abl dependent and independent mechanisms [38]. Ber-Abl
dependent mechanisms of resistance are associated with different point
mutations which totally or partially impair the catalytic domain of Bcr-
Abl or the imatinib-binding sites to this kinase. Almost 57 residues were
identified, mostly in the ATP-binding loop (P-loop), the SH2 binding
site, and the A-loop, which then dictate the efficacy of imatinib but also
future therapeutic strategies to overcome imatinib-resistance [39,40].
Because of patients refractory to imatinib treatment, more PKIs were
FDA-approved for the treatment of CML such as dasatinib (inhibitor of c-
KIT, PDGFR-A and B for example) [41,42], nilotinib and bosutinib, three
second generation PKIs. Another example, ponatinib, a third generation
PKI is used to overcome T315I mutation (a frequent Bcr-Abl resistance
mutation) not only for imatinib-resistant patients [43] but also for
patients refractory to treatment with multiple PKIs [5].

The ABL gene deletion in 9q is another mechanism of imatinib re-
sistance and poor prognosis in CML [44,45]. Moreover, microRNAs
(miRNAs) such as miR-199b and miR-219-2 (centromeric to the Abl
gene frequently lost in CML patients) were downregulated in patients
bearing 9q deletion and associated with imatinib resistance [46].

3.1.2. GIST

Imatinib has also revolutionized the medical treatment of KIT-
driven GISTs. In a randomized phase III, Dematteo et al. showed that
imatinib significantly improved recurrence-free survival compared with
placebo (98% vs 83%) at 1 year [47]. Moreover, in another randomized
phase III study including patients with KIT-positive GIST showed that,
compared with a 1-year only treatment, post-operative imatinib ad-
ministered for 3 years allowed longer recurrence-free survival (RFS)
(47.9 vs 65.6% respectively) and longer OS (81.7% vs 92%, respec-
tively) [48].

Furthermore, it has been shown that mutations in KIT or PDGFRA
were frequently found in GISTs patients that are primary refractory to
imatinib. These mutations seem to be present within an exon that
render the protein less sensitive to imatinib, and contribute then to the
development of drug resistance [49].

3.2. EGFR tyrosine kinase inhibitors

3.2.1. NSCLC

It is recognized that EGFR is overexpressed in ~80% and mutated
in 20% of NSCLC [50,51]. Phosphorylation of EGFR (e.g. Y1173;
Y1068; Y1045; and Y854 residues) is required to initiate cellular
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signaling [52]. EGFR tyrosine kinase inhibitors (EGFR-TKIs) such as
erlotinib, gefitinib and afatinib (non-exhaustive list) are widely used in
cancer treatment. Erlotinib was the first EGFR-TKI assessed as first-line
treatment for patients with NSCLC with EGFR mutations [5,53]. In the
EURTAC randomized phase III trial, erlotinib treatment showed bene-
ficial results with a progression-free survival (PFS) of 9.7 months
compared to standard chemotherapy with a PFS of 5.2 months [54].
Gefitinib is also a first-generation EGFR-TKIs approved by FDA in 2015
for treatment of NSCLC patients with EGFR mutations. Indeed, Douil-
lard et al. showed in a phase IV clinical trial that gefitinib as a first line
treatment was effective and well tolerated in patients with stage Illa/B/
IV EGFR mutation-positive NSCLC [55]. Afatinib is a second-generation
EGFR TKI and the first irreversible oral blocker of the ErbB family. This
TKI has been approved by the FDA for the treatment of locally advanced
or metastatic patients with NSCLC after the two randomized phase III
studies Lux-Lung3 and LuX-lungé. In these studies, afatinib improves
overall survival only in patients with dell9EGFR mutations
(33.3 months vs 21.1 months in the chemotherapy group) [56].

Many acquired resistance mechanisms to gerfitinib, erlotinib and
afatinib EGFR-TKIs have been reported and can be classified into three
categories: target gene mutation, bypass signaling pathway activation
and histological transformation [57,58]. The main mechanism of EGFR-
TKIs resistance arises from the site mutation T790M in EGFR (detected
in 50-60% of resistant cases), which prevents EGFR-TKIs binding [59-
61]. Importantly, osimertinib has been found to prolong the survival for
metastatic NSCLC patients with EGFR mutations (with or without the
T790M mutation) [62].

3.3. VEGFR tyrosine kinase inhibitors

Several VEGFR-TKIs have been developed and used to treat different
types of cancer. These PKIs include (but are not limited to) sorafenib,
sunitinib, pazopanib, cabozantinib, lenvatinib, vandetanib, regorafenib,
as multi-targeted TKIs, and axitinib as the only VEGFR specific in-
hibitor.

3.3.1. Sorafenib

As a non-specific inhibitor, sorafenib can also target PDGFRs, FLT3
receptor, BRAF, RET and c-kit [63]. Sorafenib has been the first TKI
approved by the FDA for the treatment of RCC in 2005, based on the
positive results of the randomized phase III TARGET trial. In this clin-
ical trial, the sorafenib group was compared with a placebo group in a
cohort of 903 patients with RCC that was resistant to standard therapy.
PFS for these patients was significantly prolonged (5.5 months vs
2.8 months for placebo) [63]. This TKI is also used in HCC patients.
Indeed, in a multicenter phase III trial, patients with advanced HCC
receiving sorafenib had median survival, as well as time to radiologic
progression nearly 3 months longer than patients receiving placebo
[64].

However, multiple mechanisms that lead to sorafenib resistance
have been reported including for example EGFR, Akt or c-Jun activation
[65,66]. Furthermore, cancer stem cells, Src homology 2 domain-con-
taining phosphatase 2 (Shp2) and upregulation of fibroblast growth
factor (FGF) signaling pathway may also play a role [66]. As described
for imatinib drug resistance, some miRNAs such as miR-181a [67], and
miR-429 [68] can also be responsible for drug resistance.

Yet, some drug combination therapies have been used successfully.
Sorafenib combined with capecitabine, in advanced solid tumors, in-
cluding HCC, improved anti-tumor response and survival [69]. In ad-
dition, a phase II clinical trial combining sorafenib with doXorubicin
shows a synergistically inhibition of tumor cells proliferation and new
blood vessels formation in tumor nodules [70]. Moreover, combination
of sorafenib with low-dose of 5-fluorouracil (5-FU) in HCC patients
showed a positive response, which could reduce adverse effects by
decreasing 5-FU dose intensity [66]. Other combinatory strategies re-
ported better curative effect with decreased side effects, as uracil-
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tegafur [71] or octreotide [72]. Furthermore, a clinical trial in patients
with castration-resistant prostate cancer, reported that sorafenib can be
combined safely with chemotherapy [73].

3.3.2. Sunitinib

Sunitinib is also a non-specific tyrosine kinase inhibitor approved by

the FDA for the treatment of metastatic RCC and imatinib-resistant
GIST based on the results of several randomized phase III trials [74,75].

However, sunitinib efficacy appeared to be influenced by primary

KIT gene mutations (located in exon 11) [22,76,77] and secondary
mutations in KIT exons 17 or 18 [76,78-80]. Furthermore, Tran et al,,
showed that sunitinib resistance was correlated with the upregulation
of FGF1, in RCC cell line [81]. Alterations in some miRNAs expression
either increased (miR-575, miR-642b-3p, miR-4430) or decreased(miR-
18a-5p, miR-29b-1-5p, miR-431-3p, miR-4521) were associated

with sunitinib resistance. [82].

Regorafenib is another TKI with an activity against VEGFR, but also
KIT, PDGFRA and BRAF used as a third line therapy for GISTs patients
refractory to imatinib and sunitinib treatment that was found to in-
crease PFS [83-86]. Tomida and collaborators, showed that the
blockade of VEGFR by regorafenib, stimulates PDGFR and FGF receptor
(FGFR) activation and increases cancer cells malignancy [87].

3.3.3. Lenvatinib

Lenvatinib (Lenvima®) is approved since February 2015 by the FDA
for the treatment of radioiodine-refractory differentiated thyroid cancer
(RR-DTC) [88]. This drug is generally a well-tolerated treatment that
offers a good alternative to sorafenib (because of its ability to stop the
epithelial to mesenchymal transition (EMT) process in combination
with the histone desacetylase inhibitor HNHA), another PKI currently
approved in RR-DTC [89,90]. Furthermore, most patients with diffuse
thyroid diseases develop resistance to lenvatinib, with two principal
mechanisms: upregulation of receptors (such as c-Met) or activation of
alternative pathways (MEK and phosphoinositide-3 kinase (PI3K)/Akt/
mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling pathways) [3591-
95].

3.4. BRAF V600E

BRAF mutations are common in cancer cells, with BRAF V600E
mutation being the most frequent one, particularly in melanoma
(nearly 50% of patients affected) [96-98]. Even though the FDA ap-
proved vemurafenib in 2011 for the treatment of metastatic melanoma
associated with BRAF V600E mutation, a short term increase in patient
survival and secondary resistance quickly appears [99]. Overactivation
of MAPK/ERK or PI3K/Akt/mTOR signaling pathways, either driven by
upstream receptors (EGFR, FGFR and PDGFR) or by alteration of
component of signal cascades confer resistance to BRAF V600E mutated
tumor cells [100-104]. Jazirehi and coworkers showed also KIT proto-
oncogene receptor tyrosine kinase and MET expression in resistant cell
lines [105]. Of note, the association of BRAF and MEK inhibitors re-
presents a new strategy to treat metastatic melanoma resistant to ve-
murafenib [106].

4. Regulatory relationships between protein kinases, PKIs and NO
in cancer

It is worthy to note that there is little knowledge available with
regard to the relationship between protein kinases, their inhibitors and
NO. Nevertheless, some arguments are in favor of a complex regulatory
network in which PKIs may exert an influence on endogenous pro-
duction of NO, and on the other way round, NO (from other sources,
mainly NO donors) may have an impact on protein kinases. We re-
viewed the role of NO as a negative and positive regulator of protein
kinases to evaluate whether NO could provide added value to the action
of PKIs in cancer to ultimately overcome PKIs-mediated resistance
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4.1. Involvement of NO in PKIs-mediated antitumor potential

It was reported that mTOR inhibitors such as rapamycin and
RADOO1 increased inductible nitric oxide synthase (iNOS) expression
and NO production in glioma-activated microglia cells (involved in
central nervous system (CNS) cancers) to express a macrophage 1 (M1)
phenotype (antitumoral). In parallel, rapamycin and RAD0O1 pre-
vented the acquisition of a M2 phenotype (protumoral) by reducing
both arginase and interleukin (IL)-10 gene expression, possibly resulting
in antitumor action [107]. Another study reported that ibrutinib, an
inhibitor of BTK and IL-2-inducible T-cell kinase, clinically used for the
treatment of B-cell malignancies, modulates myeloid-derived sup-
pressor cells (MDSC) function and generation. This inhibitory function
is associated with ibrutinib-impaired iNOS and arginase 1 expression in
MDSC cells (a hallmark for MDSC exhaustion) while indoleamine 2,3-
dioxygenase 1 (IDO1) trended towards increased expression, revealing
a potential strategy for enhancing immune-bases therapy in cancer
[108]. Similarly, axitinib, a selective inhibitor of VEGFR tyrosine Kki-
nases, indicated in the treatment of patients with advanced renal cell
carcinoma after failure of previous treatment with sunitinib or cyto-
kine, induced the same effect as ibrutinib. Indeed, axitinib suppressed
the lung metastasis of melanoma cells, prolonged survival of tumor-
bearing mice and reduced the proportion of MDSC. Furthermore, ax-
itinib inhibited the expression of iNOS in MDSC cells affecting their
immunosuppressive function [109]. A translational study determined
the NO levels in CML patients after imatinib therapy, one of the most
effective treatment for Bcr-Abl+ CML patients. In this study, the authors
showed that the imatinib decreased the plasma level of NO by three
times (41.48 to 14.26 umol/L). The authors concluded that NO levels
might be used as a prognostic indicator in CML patients treated with
imatinib [110].

While cancer treatment with the kinase inhibitors listed above de-
creases the NO level, other kinase inhibitors have the opposite effect,
exemplified by vemurafenib and sorafenib. On the one hand, Yu et al.
reported that vemurafenib initiates apoptosis and growth inhibition of
BRAF V600E mutant human melanoma cell line A375, which is corre-
lated with vemurafenib-inducing production of intracellular NO [111].
Such effect was abolished with NG-monomethyl-L-arginine mono-
acetate (L-NMMA), an iNOS inhibitor [111]. Caraglia et al. showed that
in patients with advanced HCC, sorafenib induced an increase of 40% of
serum NO levels [112]. This effect was observed only in sensitive pa-
tients to the treatment [112]. Thereby, the determination of the NO

status in patient’s serum could have high value in the prediction of
response to sorafenib therapy in HCC patients.

4.2. NO favours PKIs toxicity

It is a proven fact that the use of PKIs, as well as antibodies directed
against tumor-inducing signaling pathways, has shown very beneficial
effects in several types of cancer. However, this benefit is associated
with some toXicities. We will focus on those involving NO, known to
regulate blood pressure. Indeed, whether many PKIs induced hy-
pertension some others do the opposite. It is well documented that
bevacizumab treatment (targeting VEGF pathway) of patients with a
variety of solid tumors [113] was associated with a significant in-

creased risk of developing raised blood pressure (grade 1-2, 25%; grade

3-4, 10%) [114,115]. The results also suggest that significant rise in
blood pressure was associated with bevacizumab was dose-dependent.

Indeed, high-dose of bevacizumab caused high blood pressure. In ad-
dition, increased blood pressure with high dose of bevacizumab was
observed in patients with RCC and breast cancer, but not in patients
with NSCLC, CRC and pancreatic cancer [115]. Although in this later
work the involvement of NO in the raise of blood pressure was not
investigated, other kinase inhibitors of the VEGF signaling pathway
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PKls antitumor potential

Rapamycin, RAD0O01, Vemurafenib,
Sorafenib, H89

PKIs antitumor potential

Axitinib, Ibrutinib, Imatinib

Oxide

Protein kinase activation

EGFR, KRAS, Src, VEGFR, TSC2, PTEN

Nitric

I PKls-induced blood pressure
Pazopanib, Sunitinib, Lenvatinib,

Regorafenib

Protein kinase inhibition

EGFR, ERK1/2, INK,
Akt, JAK2, STAT3, IKK3

Fig. 1. Impact of NO on protein kinases and PKIs activities. Summary of the ambivalent impact of NO toward PKI (either promoting or inhibiting PKI's antitumoral
potential) and protein kinases function (regulated at the transcriptional or the post-translational level by NO).

have also shown a NO-dependent increase in blood pressure. It is the
case of pazopanib and sunitinib in the treatment of advanced RCC in
which it was shown that pazopanib-treatment was associated with
hypertension and decreased urine and plasma nitrite/nitrate, the stable
NO-metabolites [116]. Similarly, the urine nitrate concentration was
lower in sunitinib-treated patients that developed hypertension [117].
It is also the case of lenvatinib and regorafenib, targeting the VEGF
signaling pathway, which showed an increase in blood pressure that it
was associated with a decrease of NO in sera of differentiated thyroid
carcinoma [118] and in GISTs [119].

4.3. Regulatory impact of NO on protein kinases

4.3.1. NO as a protein kinase activator

Several reports have demonstrated that the intracellular production
of NO by NOS is required for the phosphorylation of subsequent acti-
vation of EGFR signaling pathways.

It is well known that overexpression of iNOS is significantly asso-
ciated with tumor growth and angiogenesis, in breast cancer among
other cancer types [120,121]. Indeed, high iNOS expression sig-
nificantly correlates with EGFR phosphorylation, its activation and poor
survival in various breast cancer subtypes [122,123]. Accordingly, in
response to ionizing radiation, endothelial nitric oxide synthase (eNOS)
increases NO production and EGFR phosphorylation and activation
[124]. Another study has showed that eNOS-induced NO can promote
EGFR S-nitrosylation and tyrosine residues phosphorylation. Donnini
et al., demonstrating that the activation of iNOS/guanylate cyclase (CG)
and MAPK-ERK1/2 are required to promote squamous cell carcinoma
invasion and growth. This was mediated by EGFR transactivation via
prostaglandin E receptor 2 (EP2)/protein kinase A (PKA) and c-Src
signaling pathways [125]. Interestingly, EGFR, in the nucleus, can
function as a transcription factor. Indeed the transcriptional activation
of iNOS gene can result from the interaction of nuclear EGFR with
signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) [126]. To-
gether, these data indicate a possible feedback loop for the regulation of
the EGFR signaling pathways.

NO derived from NO donors can also positively regulate the EGFR
signaling pathways. Upon exposure of triple negative breast cancer cell
lines (MDA-MB-468 and HCC1806) to the NO donor DETA/NO an in-
crease in EGFR tyrosine phosphorylation (Y1173 in MDA-MB-468 and
Y1173, Y1068 and Y1045 in HCC1806 cells) and subsequent activation
were found involved in tumor cell migration and invasion [127].

Another very important tyrosine kinase receptor is VEGFR, which
upon binding to its ligand VEGF leads to vasculogenesis and angio-
genesis [128]. VEGF is known to be upregulated by cancer cells gen-
erating NO, which contributes to increased neovascularization and
tumor metastasis [129]. Furthermore, Nakamura, Y. et al., showed that
treatment of breast cancer cells MDA-MB6231 with the NO donor
DETA/NONOate, induced an increase in VEGF-C expression and nitrite/
nitrate production. All of these changes were correlated with lymph
node metastasis [130].

NO can also positively regulate non-receptor tyrosine Kinases as Src
and KRAS. Indeed, NO donors such as DETANO triggered c-Src S-ni-
trosylation leading to tyrosine kinase activation attested by its phos-
phorylation at Tyr419 and increased Akt Ser473 and STAT3 Tyr705
phosphorylation [123]. Similarly, the NO donor SNP causes S-ni-
trosylation of c-Src at cysteine 498 to stimulate its kinase activity in
fibroblasts. Similar effect was found in breast cancer cells treated with
beta-estradiol via iNOS activation [131]. However iNOS can be targeted
by Src. Actually Src induces Tyr1055 iNOS residue phosphorylation
[132]. It is well documented that KRAS is also oncogenic. Its mutation
in cancer maintained it in its activated status. KRAS activation could
occur through other mechanisms. Studies showed that eNOS induces
the S-nitrosylation of cysteine at position 118 and activation of wild-
type Ras protein leading to the stimulation of PI3K/Akt signaling, thus
promoting tumor growth [133]. The same year, Oliveira et al, found
that, in rabbit aortic endothelial cells, low concentrations of S-Ni-
trosothiols/NO (RSNO/NO) induced Ras S-nitrosylation and conse-
quently Ras-ERK1/2 MAP kinase signaling pathway activation [134].
Lopez-Carera et al, investigated the impact of iNOS overexpression
observed in melanoma and others cancer cells. They found that iNOS
induced mTOR pathway activation in melanoma cells. Mechanistically,
the authors showed that iNOS triggered S-nitrosylation of tuberous
sclerosis complex (TSC) 2, a driver for the inhibition of dimerization of
TSC2 with its inhibitory partner TSC1, increased GTPase activity of its
target Ras homolog enriched in brain (Rheb), a key activator of mTOR
signaling pathway [135]. NO could also activate the mTOR signaling
pathway indirectly. Indeed, Zhu et al, showed that neuronal NOS
(nNOS) S-nitrosylates the phosphatase and tensin homolog (PTEN)
protein resulting to Akt/mTOR signaling activation, reducing autop-
hagy and promoting the survival of nasopharyngeal carcinoma cells
[136].
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4.3.2. NO as a protein kinase inhibitor

In agreement with the well-documented ambivalent role of NO in
cancer, various studies have reported a negative regulatory effect of NO
on protein kinases. Indeed, NO can inhibit pathways involved in the
proliferation and survival of cancer cells via its potential to down-
regulate the activity of several protein kinases. Some of these protein
kinases are the target of selective PKIs currently undergoing clinical
trials.

The S-nitrosylation of EGFR cysteine residues at position 166 and
305 leads to its inactivation in fibroblast and neuroblastoma cells, re-
spectively [137,138]. Ruano et al, also demonstrated that NO-medi-
ated inhibition of human epidermoid carcinoma cells was correlated
with the inhibition of EGFR tyrosine phosphorylation and the induction
of a tyrosine phosphorylation of a nitric oXide-induced 58 kDa phos-
phoprotein (NOIPP-58), only in the presence of EGF [139]. Accord-
ingly, but in another context, tyrosine nitration of EGFR, caused by NO
derived from iNOS, induces a decrease in tyrosine phosphorylation and
an inhibition of neural stem cell proliferation [140].

In addition, the MEK family proteins ERK1/2 that are targeted by
tramatenib and cobimetinib in the treatment of BRAF mutated meta-
static melanoma, are S-nitrosylated by NO. Indeed, NO donors SNP or
GSNO led to increase in ERK1/2 S-nitrosylation at cysteine residue 183,
and a reduction of ERK1/2 phosphorylation that can trigger cell growth
inhibition and apoptosis of cancer cells [141,142]. Similarly, S-ni-
trosylated Akt (cysteine residue 224) [143] and nitrated Janus kinase-2
(JAK2) (tyrosine residues 1007 and 1008) [144] can negatively control
both oncogenic PI3K/Akt and JAK2/STAT signaling pathways. These
oncogenic pathways in various types of cancer are targeted by selective
inhibitory molecules. Idelalisib and copenlalisip (PI3K inhibitors) in the
treatment of chronic lymphoid leukemia (CLL), non-Hodgkin lym-
phoma (NHL), follicular lymphoma (FL) and ruxXolitinib (JAK2 in-
hibitor) in the treatment of myelofibrosis [145]. Several other protein
kinases including STAT3, JNK and IKK B involved in growth factors or
cytokine-mediated signaling pathways are also targeted by NO. STAT3,
a key partner of JAK2 in IL-6 mediated signaling pathways, was in-
hibited by S-nitrosylation at cysteine residue 259 by the NO donor
(GSNO) or through iNOS activation. This was associated with decreased
cancer cell proliferation and increased apoptosis [146,147]. Also, JNK
proteins (JNK1, 2, 3) are S-nitrosylated upon NO generation via inter-
feron gamma (IFNy)-induced iNOS or the NO-donor SNAP in murine
microglial cells thus suppressing their interaction and kinase activity
[7]. Finally, the IKKB kinase activity was also repressed by S-ni-
trosylation (Cysteine 179). Such effect caused inhibition of the enzy-
matic activity of this kinase preventing the activation of an essential
cell survival pathway, the classical NF-kB pathway [148,149].

4.3.3. Effect of NO on PKIs-mediated cell death

In addition to the different relationships between NO and kinase
inhibitors mentioned above, NO can synergize with certain kinase in-
hibitors to induce death or inhibit the proliferation of cancer cells.
Studies have shown that two EGFR signaling pathway inhibitors erlo-
tinib and ZD1839 synergized with NO donors, NO-aspirin and SNP, to
induced antiproliferative effect or cell death in several lung and pro-
static cancer cell lines, respectively [150,151].

A synergistic effect, between PKIs and NO in promoting cancer cell
death, has been also observed with other PKIs currently undergoing
preclinical studies. Indeed, H89 (N-[2-bromocinnamylamino)ethyl]-5-
isoquinolinesulfonammide) is a small molecule that has always been
known as PKA inhibitor [152]. Although Davies and collaborators
showed that H89 is able to inhibit at least 8 other kinases, such as
MSK1, S6K1, ROCK II, AMPK, CHK1, KB, MAPKAP-K1b and SGK [13].
H89 structure is similar to ATP, so this small molecule is able to inhibit
kinases activity competitively with ATP [153]. Some studies used H89
to assess the role of PKA in different tissues in vitro, such as heart
muscle, liver, smooth muscle, epithelial cells and neuronal tissue [154-
158]. Moreover, H89 also has an activity in vivo as an anti-
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inflammatory strategy to treat inflammation in mice [159]. Un-
fortunately, the role of H89 in cancer is not well established. Recent
studies have shown that H89 is able to enhance tetrandrine (a bisben-
zylisoquinoline alkaloid) and HA22 (moxetumomab pasudotoX) effect
on human cancer cells in vitro and in vivo [160,161]. Recently, Li and
coworkers showed that H89 is able to improve the activity of the on-
colytic virus M1 to induce tumor regression in various cancer cells
[162]. The relationship between H89 and NO is not clearly understood.
The anti-tumor effect of the NO-donor nitroglycerin (NTG) is well es-
tablished in various cancer types. Some studies have shown that the
combination of H89 and NTG enhances cell death in colon cancer cells.
Indeed, H89 induces reactive oXygen species (ROS) production which
combined with NO, triggers apoptotic cell death by caspase activation
[163]. Even if H89 is primarily known for kinases inhibition, Boina-Ali
and coworkers showed that the molecule induces an unexpected Akt
activation. In fact, Akt activation induced by H89 sensitizes colon
cancer cells to death induced by NTG and triciribine (an Akt inhibitor)
[164].

5. PKIs and NO donors: Towards potential combinatory
treatments?

Over the last two decades, the clinical development and approval of
a growing number of novel PKIs have tremendously improved the
landscape of targeted therapies to treat cancer. Despite significant
clinical benefits (improvement in OS and PFS) observed for some pa-
tients, persistent tumor intrinsic resistance or acquired resistance to
PKIs are still a limitation of treatment. How to make the best use of PKIs
to treat cancer patients remains an open question. To this end, better
knowledge of the molecular mechanisms of resistance currently re-
presents an intensive area of research to achieve durable efficacy.

As a hallmark of cancer cell development, novel mutations med-
iating resistance to PKIs occurs inevitably and rapidly with the emer-
gence of resistant tumor clones. A first strategy consisted in developing
the so called “next-generation” PKIs in order to improve over and over
again their potency and selectivity toward specific newly mutated ki-
nases. Indeed, the difficulty to circumvent protein kinase mutational
resistance is well exemplified by EAI045, a fourth-generation EGFR PKI
under current preclinical investigation [165]. Although EAI045 seems
to unveil encouraging results in terms of overcoming resistance to the
third-generation EGFR PKI in advanced NSCLC models, clinical trials
with EAI045 have not been conducted yet. In the era of precision
medicine, the design and development of novel generation of PKIs is a
perpetual challenge in an attempt to maximize clinical benefit.

The second approach consists in combining PKIs with chemother-
apeutic agents. Major success on combination therapies has been rea-
lized in cancer but the design of more personalized treatment is needed
PKIs are signaling therapeutic agents designed to mainly target some of
the fundamental hallmarks of cancer i.e. cell proliferation, cell survival
and tumor angiogenesis. Various clinical trials studying combinatorial
strategies of such cytostatic agents with cytotoxic agents like che-
motherapeutic drugs (soliciting other hallmarks of cancer) have been
focused on NSCLC patients. Many clinical trials have demonstrated the
clinical benefit of certain VEGFR-PKIs when combined with che-
motherapy in NSCLC patients [166]. However, whether the combina-
tions of either VEGFR-PKIs or EGFR-PKIs with various chemother-
apeutic agents present higher efficiency than with PKIs alone in
advanced NSCLC remain controversial [167-169]. From a molecular
perspective, one possible explanation may in part account for p53
mutational status. TP53 tumor suppressor gene is the most frequently
mutated genes in cancers. It is well documented that p53 is associated
with resistance to many chemotherapeutic agents [170]. Because of
high frequency p53 mutations in tumors, the activation of alternative
cell death pathways in a p53-independent manner, such as apoptosis
promoted by cytokines of the Tumor Necrosis Factor (TNF) family,
should be considered. A growing number of studies have demonstrated
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sensitizing effect of NO to tumor-necrosis-factor related apoptosis in-

ducing ligand (TRAIL) [171], Fas Ligand (FasL) [172], and TNF & [173]
mediated apoptosis in cancer cells. A limited number of proteins
modified by either S-nitrosylation or nitration processes are known to
drive cell death pathways (for review [6]).

Interestingly, a substantial body of evidences indicate that NO-
based treatment (particularly via NO donors) could potentially con-
tribute to overcome resistance to PKIs in cancer patients.

It is now well recognized that NO-mediated post-translational
modifications influence cell signaling in a similar extent as for phos-
phorylation or other major post-translation modification such as ubi-
quitination [174]. S-nitrosylation is a critical regulator of phosphor-
ylation, ubiquitination or acetylation for example. S-nitrosylation is
also an important regulatory mechanism of several protein kinases and
subsequent post-translational modification by phosphorylation. Even
though protein post-translation modification by S-nitrosylation can ei-
ther activate or inhibit enzymatic activities, S-nitrosylated protein ki-
nases are most likely inhibited [174]. NO can alter protein kinase ac-
tivity not only by S-nitrosylation of the cysteine residue in its catalytic
domain, but also by preventing the binding to its downstream target.
Consistently, tyrosine nitration can also change the function of key
proteins involved in cellular signaling events. Phosphorylation and ni-
tration can occur within the same tyrosine residue. Since tyrosine ni-
tration rather inhibits than activate the function of proteins, tyrosine
nitration may cooperate with PKIs to efficiently prevent phosphoryla-
tion events and downstream signaling pathways that control cancer cell
growth. Thus, NO has the added benefit to act not only as a multi-
targeted kinase inhibitor but also as inhibitor of numerous protein
substrates which are of particular interest to overcome PKI resistance-
mediated activation of redundant and alternative signaling pathways.

Recent preclinical reports currently abound for the development of
NO donors to overcome primary or acquired resistance to PKIs. For
example, NO donor/natural product hybrids represent a promising
anticancer strategy to potentiate different PKIs anti-cancer properties.
Indeed, an oleanolic acid/hederagenin-NO donor hybrid has demon-

strated potent cytotoXicity against gefitinib-resistant (EGFR—L858R/
T790M mutations) and osimertinib-resistant (EGFR-L858R/T790M/
C797S mutations) NSCLC cancer cells. This novel NO-donor hybrid
represents a potent compound to overcome frequent EGFR-PKI re-
sistance in NSCLC lung cancer [175]. The design of a dual-functional
inhibitor NO donor/selective STAT3 inhibitor ((NO)-releasing quino-
lone-1,2,4-triazole/oXime hybrid) significantly improved the cytotoxi-
city of melanoma cell lines with BRAF V600E mutant and resistant to
BRAF inhibitors [176]. Interestingly, in a previous report, a series of NO
donor/EGFR  inhibitors  (phenylsulfonyfuroXan-based anilinopyr-
imidines) harbouring a strong activity against EGFR T790M mutant,
had yet demonstrated EGFR kinase inhibitory and antiproliferative
potential against EGFR mutated NSCLC cell lines [177].

The treatment of the Bcr-Abl* CML cell line K562 with the NO
donor sodium nitroprusside has shown to enhance imatinib-mediated
apoptosis [178]. Moreover, NAC mediated scavenging of ROS in Bcr-
Abl+ CML cell lines and primary cells from CML patients (imatinib-
resistant and imatinib-sensitive cells) co-treated with imatinib is cor-
related with enhanced production of NO and subsequent NO-dependent
cell death [178].

Vemurafenib-mediated growth inhibition of the BRAF V600E mel-
anoma cell line A375 has been shown to be dependent on the produc-
tion of the superoXide anion O, and NO [179]. These results suggest a
peroXynitrite-dependent cytotoXicity involving protein tyrosine nitra-
tion. Thus, NO appears as a key factor for PKI efficacy which sustains
the rationale for the development of novel combination therapies PKI/
NO donor.

Preclinical studies demonstrated that vemurafenib-mediated anti-
tumor activities can be enhanced by abrogating nucleus translocation of
NF-kB p50/p65 [179]. On the other hand, NO (either endogenously
produced or released by NO donors) can inhibit the activation of the
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NF-kB pathway through the S-nitrosylation of IKK B, p50, p65 and
cellular inhibitor of apoptosis protein 1 (cIAP1) [148,173,180-182].

6. Concluding remarks

The mode of action of both PKIs and NO-based protein post-trans-
lational modifications revealed functional overlaps for some oncogenic
targets underlying an interest in PKIs and NO donors combination in
cancer therapy. In this context, the effect of NO (S-nitrosylation or ni-
tration) could possibly overcome PKI resistance. Whether it acts
through a direct or indirect way, NO may exert a regulatory control
over protein kinases involved in important cancer signaling pathways
as observed with PKIs.

A growing number of clinical studies have evaluated the NO donor
NTG as an anticancer drug in combination with either radiotherapy or
chemotherapy agents. The majority of clinical studies were conducted
in patients with NSCLC. The results obtained for the first phase II trial
demonstrated clinical benefit (improved overall survival) for patients
treated with the combination therapy NTG/vinorelbine and cisplatin
[183].

New combinatorial treatments, designed with PKIs currently ap-
proved by the FDA and NO donors (such as NTG), have never been
explored yet. Studies are needed to determine whether the use of NO
donors would enhance the effectiveness of PKIs in cancer treatment.
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Abstract: Cellular senescence is a cell state involved in both physiological and pathological processes
such as age-related diseases and cancer. While the mechanism of senescence is now well known, its role
in tumorigenesis still remains very controversial. The positive and negative effects of senescence
on tumorigenesis depend largely on the diversity of the senescent phenotypes and, more precisely,
on the senescence-associated secretory phenotype (SASP). In this review, we discuss the modulatory
effect of nitric oxide (NO) in SASP and the possible benefits of the use of NO donors or iNOS inducers
in combination with senotherapy in cancer treatment.

Keywords: SASP; nitric oxide; cancer treatments

1. Senescence and Cancer

Senescence is an important biological mechanism that plays a crucial role in many physiological
processes, such as development and wound healing, and also in various age-related pathologies
including cancer [1-3]. Indeed, there is a strong relationship between aging and cancer. In both cases,
the mechanisms involve an accumulation of cellular damage over time. However, other processes
seem to be in opposition, such as hyperproliferation and the increase in cell survival in cancer or
the decreased function and fitness in aging [4]. However, many hallmarks of aging are found in
cancer, and senescence is one of them [5]. Senescence was first described in 1961 by Hayflick and
Moorhead after observing that human diploid cells have a replicative limit in culture [6]. This process,
named replicative senescence, is the first form of senescence described and involves the shortening
of telomeres [7]. The loss of telomeres is recognized as DNA damage and triggers a DNA-damage
response (DDR), involving DNA damage kinases such as ataxia-telangiectasia-mutated protein (ATM),
ataxia-telangiectasia and Rad3-related protein (ATR) and checkpoint kinases 1 and 2 (CHK1 and
CHK?2), which in turn activate cell cycle proteins such as p53 [8]. DDR is also induced by other
external damaging factors such as ionizing radiation and chemotherapeutic drugs [9]. Other forms of
non-telomeric senescence, called premature senescence, have been described such as stress-induced
senescence, which involves reactive oxygen species (ROS), and oncogene-induced senescence (OIS).
OIS was firstly described by Serrano et al. (1997) in a model of human fibroblasts expressing an
oncogenic form of RASG12V [10]. Since then, more than 50 oncogenes have been described to induce
senescence once activated [11]. In most OIS cases, the senescent phenotype is invariably preceded by

Cancers 2020, 12, 1145; doi:10.3390/cancers12051145 www.mdpi.com/journal/cancers


http://www.mdpi.com/journal/cancers
mailto:nesrine_mabrouk16@yahoo.fr
mailto:silvi.ghio50@gmail.com
mailto:veronique.laurens-calin01@u-bourgogne.fr
mailto:Stephanie.Plenchette-Colas@u-bourgogne.fr
mailto:ali.bettaieb@u-bourgogne.fr
mailto:catherine.paul@u-bourgogne.fr
http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1145?type=check_update&version=1
http://www.mdpi.com/2072-6694/12/5/1145?type=check_update&version=1
http://dx.doi.org/10.3390/cancers12051145
http://www.mdpi.com/journal/cancers

Cancers 2020, 12,1145 20f19

hyperproliferation, aberrant replication and activation of the DDR [12,13]. PICS, PTEN-loss induced
cellular senescence [14] is also a form of premature senescence, occurring independently of DDR or
hyper-replication [15]. The loss of two other tumor suppressors, neurofibromin 1 (NF1) and the von
Hippel-Lindau factor, has also been described to induce senescence in the same manner as for PICS [9].

The senescent phenotype is often characterized by the modulation of different signaling pathways
and a series of cellular events such as the activation of the DDR; cell cycle arrest via the activation of
the p53/p21°P1 and p16!NK4A/Retinoblastoma (Rb) pathways; the induction of a senescence-associated
secretory phenotype (SASP); resistance against apoptosis; the induction of endoplasmic reticulum
stress; and the modulation of metabolism [16]. Since all these biological aspects are not specific to the
senescence process, multiple markers should be considered to accurately define the senescent phenotype.
The most commonly used assay is based on the histochemical detection of Senescence-Associated beta-
galactosidase (SA-B-gal) [17]. Other canonical senescence markers include senescence inducers
such as CDK inhibitors (p16, p21, p15 and p27) and the phosphorylated forms of p53 and Rb,
which are proteins related to senescence-associated heterochromatin foci (SAHF) and the expression
of extracellular factors associated with SASP [9]. In vitro morphological changes are also a common
feature of senescence. Indeed, senescent cells are often characterized by structural cell changes such
as enlarged morphology, the modification of plasma membrane composition, the accumulation of
lysosomes and mitochondria, and nuclear changes [16].

Cellular senescence was primarily described as a tumor suppressor mechanism [14,18-20].
Indeed, first of all, senescence can inhibit the growth of cancer cells and then induce SASP, which in
turn induces the recruitment of immune cells. However, the aging of tumor microenvironment and
genetic and epigenetic mutations induced by tumor progression cooperate to bypass senescence [4].
Moreover, the long-term implications of senescent cells—and more particularly, the paracrine
effect of SASP—potentially favor tumor development [21-24]. Recently, in a very comprehensive
review, Faget et al. (2019) highlighted the existence of different SASPs in immunosupportive or
immunosuppressive scenarios [25]. To counteract the pro-tumorigenic effects of SASP, new therapies
have also been developed to dampen SASP’s proinflammatory effects (senomorphic) or to specifically
clear senescent cells (senolytics) [26]. These senotherapies selectively kill senescent cells or stimulate
their elimination by the immune system [27]. These approaches include chemical inhibitors of the
nuclear factor-kappa B (NF-kB), Janus kinase (JAK) and mammalian target of rapamycin (mTOR)
pathways and free radical scavengers [28-30].

Nitric oxide (NO) might be included in these therapies because a lot of pathways are regulated by
post-translational modifications—such as cysteine S-nitrosylation (Cys-NO), tyrosine nitration (Tyr-NO)
or even metal nitrosylation [31]—and because NO is also strongly implicated in immunomodulation [32].
Here, we describe the involvement of NO in senescence via (1) the modulation of SASP pathways,
(2) the regulation of apoptosis via death receptor pathway modulation, (3) immunomodulation and (4)
the modulation of the senolytic effects. Altogether, these data pave the way towards the development
of new therapeutic strategies based on NO.

2. SASP in Cancer: A Double-Edged Sword

It is now well established that senescent cells are able to secrete a pool of molecules that
define the SASP. This condition mediates the paracrine activity of senescent cells, which results in
tissue microenvironment modulation [25]. Many SASP components are actually identified, such as
growth factors, cytokines, chemokines, proteases and extracellular matrix (ECM) components [26,33].
SASP soluble factors include, among others, interleukin 6 (IL-6), IL1, IL-10, IL-13, IL-15, chemokines
such as CC motif ligand 2 (CCL2), CCL5, CCL8 and C-X-C motif 1 (CXCL1), CXCL2, CXCL5, CXCL12,
granulocytes macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), macrophage colony stimulating factor
1 (CSF1), and cytokines such as interferon y (IFNY), tumor necrosis factor ® (TNF«), insulin-like
growth factors (IGFs) and transforming growth factor B (TGF) [33,34]. In addition to soluble factors,
senescent cells can secrete proteases, such as matrix metalloproteinases (MMPs) and serine proteases,
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and regulators of plasminogen activation pathways, which induce ECM modifications. In fact, it is
well established that ECM changes (e.g., rigidity loss) increase the metastatic properties of cancer
cells and provide optimal conditions for migration. These changes in the ECM are associated with
poor prognosis in cancer patients [35]. For this reason, these molecules are involved in carcinogenesis
and cell migration. MMP family members involved in SASP are stromelysin-1 and -2 (also known as
MMP-3 and -10) and collagenase 1 (MMP-1), while plasminogen activators include urokinase (uPA),
tissue-type plasminogen activators (tPA), uPA receptor (uPAR) and inhibitors of these serine proteases
(PAI-1 and 2) [24,36]. The SASP factors are summarized in Table 1.

Table 1. The senescence-associated secretory phenotype (SASP) factors (based on [24,34]).

Interleukins and Other Inflammatory IL-1; IL-1B; IL-6; IL-7; IL-8; 1L-13; IL-15; TGFB; GM-CSF;
Molecules G-CSF; CSF-1; IFN-y; BLC; MIF
CXCL1; CXCL2; CXCL5; CXCL12; CCL2; CCL5; CCL8; CCL13;
MIP-1; MIP-3; HCC-4; eotaxin/eotaxin-3; TECK; ENA-78;
Amphiregulin; epiregulin; heregulin; EGF; bFGF; HGF; KGF
(FGF7); VEGF; angiogenin; SCF
ICAM-1/3; OPG; TNFo; sTNFRI; sTNFRII; TRAIL-R3; Fas;
uPAR; SGP130; EGF-R

Proteases and Extracellular Matrix Proteins MMP-1/3/10/12/13/14; TIMP-1/2; PAI-1/2; tPA; uPA; cathepsin B

Chemokines and Growth Factors/Regulators

Receptors and Ligands

Non-Protein Molecules and Insoluble Factors Nitric oxide; ROS; PGEZ2; fibronectin; collagens; laminin

The SASP molecules can modulate stromal and immune cells, with a different role in cancer
development. In fact, SASP is considered as a double-edged sword because it can lead to either
anti-tumorigenic or a pro-tumorigenic effects in a context-dependent manner. Indeed, several SASP
factors induce the clearance of senescent pre-neoplastic cells, preserving tissue homeostasis. During the
early stage of senescence transformation, these cells are recognized and eliminated by the immune
system recruited by SASP, to prevent the malignant transformation [37]. For example, a high level of
TGFB secreted by macrophages in the tumor microenvironment maintains cellular senescence and
decreases tumor growth in aggressive B cell lymphoma [38]. Alessio et al. (2019) recently showed
that the induction of acute SASP (A-SASP) in mesenchymal stem cells (MSCs) decreases immortalized
prostate cancer cell PNT2 proliferation in vitro [39].

Nevertheless, long-term exposure to SASP factors or the aging of the tumor microenvironment
increases inflammation and tumor progression [4,25]. Therefore, senescent cells can also contribute to
tumorigenesis via SASP [40]. The accumulation of cytoplasmic DNA in senescent cells is able to activate
the GMP-AMP synthase (cGAS)-stimulator of interferon genes (STING) pathway, causing chronic
inflammation. cGAS binds to dsDNA, and this condition causes conformational changes in its catalytic
center, inducing the catalysis of cyclic GMP-AMP (cGAMP). This second messenger stimulates STING,
an endoplasmic reticulum-located protein, which induces the activation and nuclear translocation of
interferon-regulatory factor 3 (IRF3) and NF-kB. This causes the expression of, for example, type I IFN,
a crucial player in inflammation [41]. STING activation is associated with inflammatory diseases, and
the link between inflammation and cancer is well recognized [42]. For example, several studies reported
the importance of the STING signaling pathway in 7,12dimethylbenz[]anthracene (DMBA)-induced
carcinogenesis. This compound can drive the development of skin tumors by DNA damage,
which induces STING-dependent pro-inflammatory cytokine production [43,44]. Furthermore, a recent
study has shown that STING-deficient mice are resistant to DMBA-induced skin tumors [45].
Another study showed that STING activation induces obesity-associated hepatocellular carcinoma
(HCC) in mice [46]. The over-activation of the cGAS-STING signaling pathway was also described in
lung cancer [47].

Although chemotherapy is beneficial to treat cancer, these compounds can promote SASP secretion
via increased DNA damage, leading to inflammation and subsequent cancer progression [48]. It is
actually known that several anti-cancer drugs, such as docetaxel, bleomycin, cyclophosphamide,
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doxorubicin, vincristine, etoposide, 5-fluorouracil (5-FU), cisplatin and also ionizing radiation can
mediate tumor-induced senescence [34,49]. This mechanism is principally mediated by DNA damage
and inflammation in the tumor microenvironment. In this context, Tato-Costa et al. (2016) showed that
the SASP induced by 5-fluorouracil (5-FU) and doxorubicin causes epithelial-to-mesenchymal transition
(EMT) in vitro and in clinical samples from patients with rectal cancer [49]. Another important factor
included in SASP is NO [50]. Senescent cells are able to secrete NO, via nitric oxide synthase (NOS).
In the SASP microenvironment, fibroblasts are major NO producers, enhancing cancer cell proliferation.
It is well known that NO is involved in monocyte differentiation, and these cells, under certain
conditions, can induce cancer progression [51,52]. Moreover, NO is also involved in the modulation of
a large number of signaling pathways [53].

3. Role of NO in the Induction of the SASP

According to previous reports, several mechanisms are involved in the regulation of SASP factors.
Considering the large number of signaling molecules involved in SASP secretion, the present review
is focused on the most crucial ones. The transcription factor NF-kB plays an important role in SASP.
It can be activated by several SASP inducers such as toll like receptor 2 (TLR2), TNF«, reactive oxygen
species (ROS) and genotoxic agents [54,55]. The activation of NF-kB involves IkB phosphorylation
by IkB kinase (IKK), which leads to its degradation by the proteasome, enabling the active NF-kB
transcription factor (p65/p50) to translocate into the nucleus and thereby induce the expression of target
genes such as those which code for IL-6, IL-8 and CXCL1 [56-58]. Other senescence activators such as
CXCR2 ligands IL-8 and GRO/Gro1l are also upregulated in cells undergoing senescence following the
activation of mitogen-activated kinases [59]. Recently, Loo et al. (2017) reported that the expression of
cyclooxygenase 2 (COX-2), a rate limiting enzyme involved in prostaglandin biosynthesis, is increased
in senescent hepatic stellate cells and triggers the overproduction of the SASP prostaglandin E2 (PGE2)
via PGE2 receptor EP4, limiting anti-tumor immunity in obesity-associated HCC [60].

The identification of signals that can promote senescence in a given tumor type may provide new
therapeutic targets for cancer. Several drugs (see below) modulate some of these signals, including NO.
NO, a highly reactive free radical, has pleotropic functions in multiple biological processes, such as
neurotransmission, vasodilatation and macrophage-mediated immunity. NO is synthetized from
L-arginine by NOS in the presence of oxygen. Endothelial NOS (eNOS) and neuronal NOS (nNOS),
two NOSs whose activities are dependent on calcium levels, produce low amounts of NO, while the
third NOS is inducible (iNOS) and independent of calcium levels. iNOS is activated by IL-1{, Toll Like
4 receptor agonists (TLR4), interferon y (IFNY) and oxidative stress and produces higher amounts
of NO [61]. As a very unstable molecule, NO reacts mainly with the superoxide anion to generate
peroxynitrite, a compound with high oxidative potential [62].

NO is also released from pharmacological agents. There are direct NO donors—such as sodium
nitroprusside, molsidomine or diethylamino-NONOate—and donors that require metabolism such as
the classic nitrovasodilators and organic nitrate and nitrite esters—including nitroglycerin (also called
glyceryl trinitrate or GTN), isosorbide dinitrate, isosorbide 5-mononitrate and nicorandil—that have
been used in the treatment of cardiovascular diseases [63-65].

In cancer, NO plays a role in promoting as well as inhibiting tumors [62,66,67]. This dichotomy
seems to be related to its concentration, its location and its targets [68]. A few clinical studies
have shown that NO donors could mediate anti-tumor activities used alone or in combination with
standard therapies [69-71]. Indeed, in the first phase II clinical trial, the use of nitroglycerin combined
with vinorelbine and cisplatin improved the overall response and time to disease progression in
patients with non-small-cell lung cancer (NSCLC) [69]. In a second phase II study, the addition of
nitroglycerin to cisplatin and vinorelbine and concurrent radiotherapy in patients with advanced
NSCLC had an acceptable toxicity profile and the possibility of adding nitroglycerin to chemotherapy
and radiotherapy was supported [70]. In another phase Il study conducted in patients with prostate
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cancer, nitroglycerin increased the prostate-specific antigen (PSA) doubling time and the safety of the
drug was confirmed [71].

NO-induced survival or cell death seems to be related to its biochemical action on proteins by
causing post-translational modifications [31]. S-nitrosylation, the transfer of NO to a free-SH group
of a specific cysteine residue, is now considered to be essential for regulating the function of many
proteins and signaling pathways including those involved in cancer regulation [72]. It modulates protein
structure, function, expression, location or interaction with other protein partners [73]. The ambivalent
nature of NO in cancer is dictated by the impact of S-nitrosylation on proteins involved in signaling
pathways that trigger both survival and cell death. Thus, NO and its derivatives, such as peroxynitrites,
are able to cause direct or indirect DNA damage. Direct damage includes DNA base deamination,
adduct formation and single strand breaks in the DNA. Indirect damage is due to the interactions of
NO reactive species with other molecules such as amines, thiols or lipids [74]. Furthermore, NO and its
derivatives modulate SASP factors. Recently, the NO donors sodium nitroprusside dihydrate (SNP) and
diethylenetriamine/nitric oxide adduct (DETA/NO) have been reported to cause DNA double-strand
breaks (DSBs), initiating cellular senescence programs in numerous cell lines of different origins
(cervical and lung cancers, fibroblastic cell lines). This effect is associated with the activation of the protein
kinase ATM, an upstream activator of the DDR; the activation of NF-kB; and an increase in SASP factors
like IL-6 and IL-8 [75]. NO can also regulate other pathways involved in the secretion of SASP factors
such as NF-kB and the mitogen activated protein kinase c-Jun N-terminal kinase (JNK) pathways [76].
Indeed, Reynaert et al. (2004) have reported that NO triggers the S-nitrosylation of the inhibitor of NF-kB
kinase subunit B (IKKB, a regulator of the classical NF-kB pathway activation) at cysteine residue 179
and consequently results in NF-kB inhibition [77]. In addition, NO can S-nitrosylate both the p50 and p65
NF-kB subunits at cysteine residues 62 and 38, respectively, reducing their DNA binding and inhibiting
target gene transcription [78,79]. Moreover, the tyrosine nitration of IkBx at tyrosine 181 by endogenous

NO promotes NF-kB signaling through the dissociation of IKBx from NF-kB [80]. The endogenous
production of NO or NO donors such S-nitro-N-acetyl-penicillamine (SNAP) can suppress JNK activation

via S-nitrosylation at cysteine 116 [81]. However, the relationship of NO-induced senescence with its
ability to target NF-kB and JNK has never been reported so far (Figure 1).

NO also targets some cytokines that belong to SASP factors. For instance, the NO-aspirin
derivative NCX-4016 (100 mM) inhibits the release of numerous cytokines (IL-1f3, IL-18, IL-8, IL-12,
IFNY and TNF&) in monocytes isolated from human PBMCs of healthy donors after challenge with the
bacterial endotoxin, lipopolysaccharides (LPS) (1 yg/mL). This effect is due to the inhibition of IL-18
Converting Enzyme, also named caspase-1, required for intracellular processing/maturation of IL-1f8
and IL-18 [82]. These data may suggest that in the context of senescence, the NO-mediated inhibition
of these pro-inflammatory cytokines could alleviate cancer development, invasion, and metastasis [83].
Furthermore, NO also targets another SASP factor, the signal transducer and activator of transcription
3 (STAT3), an important target in cancer therapy and a key kinase involved in the IL-6 signaling
pathway. Indeed, STAT3 is regulated by the S-nitrosylation of the cysteine residue at position 259,
which inhibits STAT3 phosphorylation, its downstream activation and affects IL-6-mediated cell
proliferation [84]. As mentioned before, COX2 expression is significantly increased in senescent cells.
The overexpression of PGE2 (the major COX-2 product), which functions as a key SASP factor in the
tumor microenvironment, suppresses the anti-tumor immunity and progression [60]. A previous
study has established that NO can modulate COX2 activity. Indeed, Kim et al. (2005) showed that
iNOS specifically binds to the enzyme COX2, induces its S-nitrosylation and enhances its catalytic
activity [85]. NO can also modulate immune cell recruitment through its action on chemokines,
another group of SASP factors. Indeed, Giustizieri et al. (2002) have reported that the NO donor, S-
nitrosoglutathione (GSNO), diminished, in a dose-dependent manner, both the mRNA and protein
levels of CCL5 (RANTES) and CXCL1 (GRO®) in keratinocytes cultured from healthy or psoriatic
patients [86]. These results were confirmed in another cellular model by Kashiwagi et al. (2002),
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which showed that CCL5 and CXCL1 are up-regulated in renal cortex of rats chronically treated with
an NO synthase inhibitor, and induced the recruitment of monocytes/macrophages [87] (Figure 1).
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Figure 1. Impact of nitric oxide (NO) in senescence-mediated signaling pathways. NO plays important
roles in different senescence-associated secretory phenotype (SASP) signaling pathways. Exogenous and
endogenous NO can cause DNA damage that can lead to protein kinase ataxia-telangiectasia-mutated
protein (ATM) and Chk2 activation, or NF-kB activation and interleukin 6 (IL-6)/IL-8 gene transcription.
All these changes can induce the initiation of cellular senescence programs. NO is also able to induce
direct modifications in NF-kB, either by S-nitrosylating both p60/p65 NF-kB subunits and leading
to SASP gene transcription inhibition, or by S-nitrosylating the NF-kB kinase inhibitor subunit
(IKKx), which results in NF-kB inhibition. S-nitrosylation can also affect the c-Jun N-terminal kinase
(JNK) signaling pathway by leading to the inhibition of its activation. Moreover, cyclooxygenase 2
(COX2), a prostaglandin E2 (PGE2) secretion inducer, is also an NO target. The S-nitrosylation of COX2
stimulates its activity and induces anti-tumor immunity suppression. Another group of SASP factors
altered by NO are chemokines such as CCL2, CCL5, CXCL1 and CXCL12, which can transcriptionally
and translationally be decreased in response to NO donors, thus reducing immune cell recruitment.

4. NO Involvement in Expression/Activation of Death Receptors and Death Ligands

The tumor necrosis factor (TNF) ligand family members TNF«, Fas ligand (FasL) and Tumor-
necrosis-factor related apoptosis ligand (TRAIL) are major immunoregulatory cytokines of the tumor
microenvironment, also found to be important SASP components (Table 1) [24]. These cytokines exert
paradoxical functions, either by sustaining tumor growth and chemoresistance or by killing tumor
cells, in the tumor microenvironment in a context-dependent manner [88]. One anti-tumor strategy
would consist of switching the roles of TNFx, FasL and TRAIL from their pro-apoptotic functions to
favor tumor cell death. A growing number of studies indicate that NO can regulate the signaling
pathways driven by TNF&, FasL and TRAIL at many different levels [89,90]. Several studies have
indicated that NO may exert dual effects in cancer, that can lead, on one hand, to enhanced tumor
growth and progression (genotoxicity, apoptosis resistance, angiogenesis, invasion and metastasis)
and on the other hand, to tumoricidal effects (cytostatic and/or cytotoxic effects on tumor cells) [91,92].
The biological impact of NO relies on various aspects (e.g., the NO concentration, tumor redox
microenvironment and duration of NO exposure). Thus, NO donor-based therapies are currently
under investigation to further sustain the tumoricidal effect of NO.

Several reports have demonstrated the role of NO-mediated sensitization of cancer cells to
apoptosis in many ways [88]. Thus, NO-based therapies could represent a new potential strategy to
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reduce the threshold of cancer cell resistance. Various NO donors are under investigation to understand
the molecular mechanisms that underly their modes of action. It is becoming even more evident
that the post-translational modifications of selective proteins by NO exert an important regulatory
control, either positive or negative, over various signaling pathways engaged by TNF ligands and
their receptors [88,93]. The cellular response at least relies on the relative threshold of NO production
(either endogenous or from NO-releasing drugs), cellular context and severity of oxidative stress.
If the biological outcome of the NO-induced S-nitrosylation of Fas [94], DR4 [95] and TNFR1 [96]
results in cell death induction, the molecular mechanisms that control this process have not been fully
unraveled yet. Importantly, the NO donor GTN can mediate the S-nitrosylation of Fas at cysteine 304,
which consequently leads to its aggregation into lipid rafts to stimulate downstream signaling and
cancer cell death [94]. In agreement, the S-nitrosylation of the transcriptional repressor Ying Yang 1
(YY1) inhibits its DNA-binding capacity to the silencer region of Fas promoter and then up-regulates
FAS gene expression and consequently sensitizes cells to apoptosis [97,98].

The S-nitrosylation of TNFR1 by the NO donor NONOate has also been described in hepatoma
cells; however, the exact targeted cysteine residue is unknown [96]. As previously described, the

classical NF-kB pathway activated by the TNFX/TNFR1 system is controlled by the S-nitrosylation and
nitration of specific target proteins at different levels of the molecular pathway. More recently, the

S-nitrosylation of cIAP1 (a positive regulator of the NF-kB signaling pathway), induced by the NO
donor GTN (particularly at cysteine 571), appeared as a critical cornerstone for switching the cancer cell
fate from TNF/TNFR1-mediated cell survival (through the activation of the classical NF-kB cascade)
to TNFt/TNFR1-mediated cell death [90].

To date, the regulatory role of NO in the TRAIL/TRAIL receptors (TRAILR) system is less
documented. Only DR4 was reported to undergo S-nitrosylation and, furthermore, by a specific
NO donor (Nitrosylcobalamin), particularly at cysteine 336, and consequently foster cancer cell
apoptosis [95]. Accordingly, NO disrupts the transcriptional repressor activity of YY1 not only on FAS
but also on DR5, up-regulates its expression and sensitizes cancer cells to TRAIL-induced apoptosis [99].

Several crucial factors of apoptosis involved in the TNF signaling pathways, such as caspases,
Bcl-2 family proteins or FLIP, can undergo post-translational modifications by NO that would impact

cell fate [88,93]. Although SASP components include NO, the S-nitrosylation of Fas, DR4 and TNFR1
was demonstrated exclusively via the NO released by NO donors.

Interestingly, beside their dichotomous responses in cancer, TNF ligands, particularly TNFx
and FasL, can lead to the process of senescence. Indeed, cancer cells’ senescent phenotype can
arise in response to TNFot/TNF receptor 1 (TNFR1) through the activation of the p16™NK*4/Rb
pathway [100]. The senescent phenotype can also occur in response to FasL/Fas in a context-dependent
manner, particularly in microsatellite instability-high type colon tumors. Mechanistically, Fas-induced
senescence was caused by a chronic DNA damage response via caspase-activated DNAse resulting in
p53 activation and p21 expression [101].

Whether the SASP could modulate the TNF ligand systems via NO, either in an autocrine or
paracrine manner, remains to be demonstrated.

5. Role of NO in the SASP-Immunomodulatory Effect

Because senescent cells remain viable and exhibit the SASP phenotype with a wide spectrum of
diverse physiological functions, their existence in the tumor mass can have an ambivalent impact,
from tumor regression to promotion. SASP cytokines act on the recruitment and activation states of
immune cells. They can cause the tumor infiltration of immunosuppressive cells like macrophages and
myeloid-derived suppressor cells (MDSCs), thus promoting tumor growth. Conversely, they can also
induce the tumor infiltration of natural Killer cells (NK) and effector T lymphocytes and thus have anti-
tumor properties [102].

In recent years, NO has emerged as an important immunomodulatory agent in the tumor
microenvironment [32,103]. Insitu, different sources of endogenous NO can be considered. Indeed, NO can
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be produced by various types of cell expressing iNOS and eNOS. Moreover, NO, as well as ROS, can also
derive from senescent cells as non-macromolecular components of the SASP [24] (Table 1). It has been
demonstrated that the tumor microenvironment has all the conditions for iNOS expression and NO
production, which is important for the maintenance and progression of an aggressive tumor phenotype
in breast cancer [104]. iNOS has an immunosuppressive role within the tumor microenvironment
via its actions on MDSCs as well as via the loss of the effector function of cytotoxic T lymphocytes
(CTLs). Furthermore, two studies have shown that two NO-releasing drugs—NO-aspirin and NO-aspirin
derivative (AT38)—induced, in numerous types of cancer, afeedback inhibition of iNOSin MDSCs[105,106].
Such effects result in the decreased MDSC-induced nitration of T-cell receptors, a massive infiltration of
the tumor by T-cells and an enhanced efficacy of DNA cancer vaccination [105,106]. Indeed, NO from
iNOS-expressing tumor cells disturbs the polarization and directional secretion of cytotoxic granules in
the immune synapse of tumor infiltrating lymphocytes (TILs) [107]. Nitration by iNOS-derived NO is
also involved in the polarization of tumor-associated macrophages. NO leads to the suppression of the
M1 macrophage signature gene activation and induces a pro-tumorigenic environment [108].

Among the SASP chemokine data for nitration, CCLZ and CXCL12 have been reported.
These chemokines interact with the G-protein coupled receptors CCR2 and CXCR4, respectively,
and bind to glycosaminoglycans (GAGs) present on the surface of endothelial cells and in the
extracellular matrix. CCL2, also known as monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), greatly
contributes to the recruitment of monocytes, memory T cells and dendritic cells into sites of inflammation
and tumors. It has been shown that peroxynitrite-treated CCL2 lost its ability to recruit CD8* T cells,
but the recruitment of myeloid-derived suppressor cells was unaltered [106]. Nitrated CCL2 has a
reduced affinity to its receptor CCR2, which may explain its failure to induce the chemotaxis of CD8* T
cells expressing low levels of the CCR2 but the retention of its ability to induce the migration of myeloid
cells expressing high levels of CCR2 [109]. CXCL12, also known as stroma cell-derived factor-1 (SDF-1),
represents the single natural ligand for the chemokine receptor CXCR4 and induces the activation and
migration of most leucocytes. The nitration of tyrosine 7 in CXCL12 hampers the chemokine’s ability
to induce lymphocyte chemotaxis (Figure 1). This nitration of CXCL12 does not affect its ability to bind
to the CXCR4 receptor but does impair its ability to signal through this receptor. If nitrated CXCL12
binds to GAGs with a similar affinity as wild type CXCL12, nitrated CCL2 has a reduced ability to
bind GAGs compared to wild type CCL2, and therefore could limit further leukocyte chemotaxis.
When nitration reduces receptor activation capacity without affecting receptor affinity, this influences
the receptor’s signaling in situations where many chemokines can bind the same receptor [110].

NO from MDSCs has been described to suppress T lymphocyte proliferation via the suppression
of STAT5 phosphorylation [111]. However, as we have underlined above, the immunosuppressive
effect of MDSCs can be constrained by NO-releasing drugs [105,106]. NO is also involved in STAT3
phosphorylation through src homology protein tyrosine phosphatase 2 (SHP2) nitration, known as a
negative regulator of STAT3 phosphorylation [112]. This study was conducted in a mouse model of
ulcerative colitis, and the impact of NO on STAT3 phosphorylation was investigated in LPS-activated
macrophages but not in a tumor context or in T lymphocytes in whose activation STAT3 plays a key role.

SASP is also involved in immune resistance mechanisms, since high levels of IFNy drive the
expression of the programmed death ligand 1 (PD-L1), one of the targets of immune checkpoint inhibitor
therapy (ICT). In tumors, high expression of the transcription factor YY1 modulates PD-L1 expression.
Treatment with NO donors results in the inhibition of PD-L1 expression via the S-nitrosylation of
YY1 [113]. By a nitroproteomic approach, authors uncover a potential mechanism for the ICT where a
key protein for T cell activation is nitrated and inactivated by MDSCs. Indeed, lymphocyte-specific
protein tyrosine kinase (LCK), an initiating tyrosine kinase in the T cell receptor signaling cascade, is
nitrated at tyrosine 394 by MDSCs [114]. After ICT, high expression of iNOS is observed in intratumoral
myeloid cells and is dependent on IFNY as evidenced using high dimensional profiling [115].

Thus, IFNY drives the polarization of newly recruited monocytes to become iNOS-positive macrophages.
This remodeling by ICT is also correlated with an increase in activated T cells and a decrease in Tregs.
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Therefore, combining ICT with reactive nitrogen species reducing agents could represent treatment
strategies for ICT-resistant cancers.

Growing literature suggests that the induction of senescence in the immune compartment is also a
mechanism used by the immune system to regulate the immune response. Human Tregs induce senescence
inresponder T cells by the regulation of STAT1/STAT3 signaling [116]. Moreover, the autologous infusion
of tumor antigen specific CD4* Th1 lymphocyte can promote senescence in pancreatic tumor cells by
releasing SASP factors such as IFNy and TNFa. Such cytokine-induced senescence strictly requires STAT1
and TNFR1 signaling pathways, themselves affected by S-nitrosylation [100].

Since NO is present in the tumor microenvironment associated with senescent cells, it seems
important to precisely determine the nitration or S-nitrosylation state of molecules detected in SASP or
involved in SASP signaling.

Altogether, several studies put forward arguments to show the immunosuppressive effect of
NO. In most cases, these arguments are based on the immunosuppressive effect of endogenous NO
produced, in small amounts, by NOSs expressed in immune cells, particularly in MDSCs. On the other
hand, NO donors generating high amounts of NO can reduce this immunosuppression. Such effects
may be due to the ability of these donors to induce a feedback inhibition of iNOS, a key mechanism
of MDSC-mediated immunosuppression. However, few clinical trials have tested the anti-tumor
potential of the agonist TLR4, known to induce the production of iNOS and NO [117,118].

6. Senolytic Drugs and NO

As discussed in the “senescence and cancer” part, senescence can play an anti- or a pro-tumorigenic
role in cancer. In fact, senescent cells correspond to cells that have irreversibly lost their capability
to divide but that are very resistant to apoptotic stimuli [119]. We can distinguish six Senescent-Cell
Anti-Apoptotic Pathways (SCAPs): BCL-2/BCL-XL, the PI3K/AKT/ceramide metabolic network,
MDM2/p53/p21/serpin elements, Ephirins/dependence receptors/tyrosine kinases, the hypoxia inducible
factor (HIF-1&) pathway, and the heat shock protein 90 (HSP-90)-dependent pathway [27]. It seems as
though the inhibition of these different pathways could induce apoptosis preferentially in senescent
cells, which thus could delay age-associated pathologies [119]. Molecules used to induce senescent cell
removal are called senolytics. To this group belong dasatinib and quercetin, BCL-2 family inhibitors,
Forkhead box O 4 (FOXO04) inhibitors and others such as nicotinamide riboside, danazol, fisetin,
piperlongumine and heat shock protein 90 (HSP90) inhibitors [34]. Thus far, many researchers view
senolytics as a second wave of adjuvant tumor therapy, following chemotherapy or radiotherapy [120].
At this stage, links also exist between NO and senolytic drugs as described below.

6.1. Dasatinib/Quercetin

Dasatinib is a second-generation tyrosine kinase inhibitor that targets several kinases including
breakpoint cluster region-protein Abelson (Bcr-Abl), c-Kit, and platelet-derived growth factor receptor
A (PDGFRA) and B but also Src kinase family members. It is commonly used in the treatment of
imatinib-resistant chronic myeloid leukemia patients [121,122]. Quercetin, instead, is a polyphenol
compound that can be found in food like nuts, teas, vegetables and herbs and which is highlighted for
its cytotoxic effects in several types of cancer without harming healthy cells [123]. Many modifications
can be induced by these two senolytic drugs of NO levels. Indeed, dasatinib can induce an increase
in plasma NO in pulmonary artery and smooth muscle cells [124]. Additionally, Hu et al. (2018)
recently found that Src inhibition by dasatinib increases iNOS, a pro-inflammatory macrophage marker,
in both intestinal and bone marrow-derived macrophages [125]. Conversely, Cruz et al. (2016) reported
that dasatinib is able to reduce lung inflammation and fibrosis by promoting the polarization of
macrophages from the M1 to M2 phenotype. This effect is due to the ability of dasatinib to reduce iNOS
expression specifically in silicotic macrophages [126]. Concerning quercetin, all studies demonstrated
that this senolytic drug induces a downregulation of iNOS expression, thus inhibiting nitric oxide
production in vivo and in vitro (Table 2) [127-133].
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Table 2. Senolytic-induced nitric oxide (NO) modulations.

Senolytic Drugs NO Changes Model References

Pulmonary artery endothelial cells

L Increased NO and smooth muscle cells [124]
Dasatinib
Increase INOS expresion Intestinal and bone morrow-derived [125]
macrophages
Decrease iNOS expresion Silicotic macrophages [126]
Inhibition of iNOS [127]
Inh1b1t1.o n of mRNA Human hepatocyte-derived cell line [128]
. iNOS
Quercetin
Livers of CCl4-treated mice [129]
Inhibition of NO In vitro (rat hepatocyte) [130]
production and iNOS
expression In vitro and in vivo (RAW 264.7

macrophages, primary peritoneal [131]

macrophages and Balb/c mice)
Chronic cadmium nephrotoxicity in [132]

rats
Lung adenocarcinoma cell lines [133]
Reduction of NO .

Hsp90 inhibitor production Endothelial cells [134]
Blocked VEGF-induced Endothelial cells [135]

increase in eNOS activity

6.2. Bcl-2 Inhibitors

The Bcl2 family is composed of a set of proteins that play an important role in promoting (Bax, Bak,
Bid and Bim) but also in inhibiting (Bcl-2, Bcl-xL, and Bcl-W) apoptosis. Thus, the overexpression of
anti-apoptotic members such as Bcl-2 or the downregulation or mutation of pro-apoptotic ones may
be the cause of acquired resistance to apoptosis and cancer development [136]. Targeting apoptotic
inhibitors represents, then, an efficient and promising cancer treatment. Post-translational modifications
induced by NO on Bcl-2 have been reported. Indeed, Wright et al. (2016) revealed that Bcl-2 can be S-
nitrosylated with NO donor DPTA-NONOate, thus inducing resistance to autophagy initiation in
malignantly transformed lung cells [137].

6.3. Hsp90 Inhibitors

Hsp90 is a chaperone protein that assists the regulation, the folding and the stabilization/degradation
of multiple proteins involved in multiple signaling pathways [138]. Proteins involved in tumor growth
(EGFR, HER2, BRAF, Akt, etc.) can also be stabilized by this chaperone protein, leading to cancer
development [139]. Hsp90 inhibitors are thus highlighted as anti-cancer drugs. In 1998, Garcia-Cardena
etal. reported that Hsp90 can interact with eNOS and enhance its activity to induce NO production [140].
This activation seems to be induced by Hsp90 and Akt [134]. Indeed, it has been demonstrated that the
Hsp90-dependent phosphorylation of eNOS at serine 1177 (human eNOS) or 1179 (bovine eNOS) is a key
post-translational modification in the initiation of eNOS activation and NO synthesis [141]. The inhibition
of Hsp90 by Geldanamycin [134] or taxotere [135] induced a marked reduction in eNOS activity (Table 2).
eNOS can also be responsible for post-translational modifications of Hsp90 and further inhibiting eNOS
activation. Martinez-Ruiz etal. (2005) were the first to determine that human Hsp90 can be S-nitrosylated
at cysteine 597 in endothelial cells, which inhibits its ATPase activity in vitro [142] and in vivo [143].

In order to improve anti-cancer treatments, new combination therapies could be tested to
successively induce the therapy-induced senescence (TIS) and the subsequent elimination of senescent
cells by the immune system (senotherapy). Indeed, Xue et al. (2007) have shown in a p53 rescue
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experiment that innate immune cells such as macrophages, neutrophils and NK cells are involved in
senescent cell removal [144]. Adaptive immune cells such as the Th1 subclass of CD4" cells are also
involved in immune-mediated clearance in a model of OIS in murine hepatocytes [145].

More recently, the combination of senescence-inducing chemotherapy (oxaliplatin or cisplatin)
with a TLR4 agonist, the lipid A OM-174, has demonstrated strong anti-tumor efficacy in a model
of advanced colon carcinoma [146]. The anti-tumor efficacy of this Lipid A has previously been
demonstrated in several models of tumors [147-149] and was dependent on cytokine secretion
(IFNy, IL-1B and TNF), iNOS activation and tumor-associated neutrophil (TAN) reprogramming into
anti-tumorigenic N1 [149,150]. Moreover, the safety and tolerance at biologically active concentrations
of the lipid A compound have been demonstrated in a phase I clinical trial in patients with cancers of
different origins [117]. However, in our animal model with advanced colon carcinoma, lipid A—when
used alone (as well as with platinum drugs)—failed to induce tumor regression, while pretreatment
with oxaliplatin or cisplatin followed by lipid A injections induced a large regression of colorectal
tumors [146]. The anti-tumor effect of this combination is correlated with a sequential induction of
(1) cancer cell senescence and the recruitment of pro-tumorigenic TAN (N2), induced by platinum
derivative drugs; and (2) apoptosis and N1 TAN recruitment triggered by lipid A.

7. Conclusions

In the fight against cancer, the search for new therapeutic combinations remains a major challenge.
Senescence and, more particularly, SASP are major targets of these treatments. Indeed, many treatments
currently used in anti-cancer therapies induce senescence, which is called therapy-induced senescence
(TIS). These treatments include docetaxel, bleomycin, cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine,
etoposide and oxaliplatin [48,146] but also ionizing radiation [34]. However, senescence and,
more particularly, SASP have an early anti-tumorigenic effect whereas in the long term, they will have a
pro-tumorigenic role via their autocrine and paracrine actions [151]. In order to avoid the negative side
effects of SASP after TIS, a new type of therapy called senotherapy has emerged to either counteract
these SASP effects or to specifically eliminate senescent cells. The first strategy consists of counteracting
the pro-tumorigenic effects of SASP. This can be achieved with the use of telomerase inhibitors,
the therapeutic modulation of the cell cycle, p53 and myc targeting, the use of immunotherapy
that targets MDSCs, and the reprogramming of SASP [34]. In this review, we highlighted NO as
an innovative approach to modulate SASP effects. Even though NO has been described to induce
the senescence of tumor cells [75], it also mainly modulates the expression of SASP factors, as well
as other senomorphic agents [34], by regulating numerous signaling pathways such as NF-kB and
STAT3 [84,93]. The second therapeutic strategy consists of inducing senescence and subsequently
clearing the senescent cells either specifically, by inducing their apoptosis, or by activating the immune
system. The use of NO donors as senotherapy seems to be a promising solution since they are
described to potentiate the apoptosis induced by death ligands such as FasL, TNFx and TRAIL.
In addition, several clinical trials have shown the advantage of using an NO donor such as GTN
in combination with TIS agents such as vincristine, cisplatin and radiotherapy in the treatment of
non-small cell lung cancer [69,71]. NO, through its immunomodulatory potential, can also be used to
eliminate senescent cells. Thus, the combination of TIS agents such as oxaliplatin and cisplatin with an
immunomodulatory agent such as lipid A has significant anti-tumor efficacy in an advanced cancer
model [146]. Overall, the recent clinical trials that involved either TLR4 agonists [117,118] or NO
donors [69-71] suggest that these therapies, used alone or in combination with TIS, might be beneficial
to treat cancer. These results prompt us to reconsider the commonly accepted pro-tumorigenic effect
of NO based on its production by immunosuppressive MDSCs. Further studies will be needed to
better understand the pathophysiological conditions that determine whether NO will tip the balance
to tumor progression or cancer cure.
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