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Titre : Effet anti-tumoral du GTN +/- doxorubicine dans le cancer du sein triple négatif : implication du 
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Résumé : Le cancer du sein (CS) est une maladie hautement complexe, hétérogène et multifactorielle. 

Comparé aux autres sous-types, le cancer du sein triple négatif (CSTN) représente l'un des stades les 

plus avancés de la maladie, et se caractérise par une forte hétérogénéité inter et intra-tumorale et une 

Đhaƌge ŵutatioŶŶelle ĠleǀĠe, ƌeŶdaŶt les tƌaiteŵeŶts tƌğs diffiĐiles et iŶeffiĐaĐes. L͛aďseŶĐe 
d͛eǆpƌessioŶ des ƌĠĐepteuƌs auǆ œstƌogğŶes, à la pƌogestĠƌoŶe, et l͛aďseŶĐe de suƌeǆpƌessioŶ du 
récepteur HER2, fait des chimiothérapies (exemple : la doxorubicine) adjuvantes ou néo adjuvantes, le 

traitement de référence chez les patients atteints de ce type de cancer. Malheureusement, le taux de 

réponse anatomopathologique complète en réponse à ces chimiothérapies, dépasse rarement les 50 % 

avec un bénéfice à long terme qui touche uniquement 30 à 50% des malades. Le laboratoire LIIC dans 

leƋuel j͛ai effeĐtuĠ ŵa thğse a Đoŵŵe oďjeĐtif de ŵoŶtƌeƌ Ƌu͛uŶ doŶŶeuƌ de ŵoŶoǆǇde d͛azote ;NOͿ, 
le glycéryl trinitrate (GTN), un ŵĠdiĐaŵeŶt utilisĠ eŶ Đaƌdiologie, peut aŵĠlioƌeƌ l͛effiĐaĐitĠ 
thérapeutique des chimiothérapies anti-cancéreuses. Le but de mon projet de thèse consistait donc à 

dĠteƌŵiŶeƌ si l͛assoĐiatioŶ du GTN à la doǆoƌuďiĐiŶe pouǀait poteŶtialiseƌ l͛aĐtiǀitĠ anti-tumorale de 

cette chimiothérapie dans le CSTN, et de déterminer le mécanisme par lequel cette combinaison agit 

eŶ ŵettaŶt l͛aĐĐeŶt suƌ le ŵiĐƌoeŶǀiƌoŶŶeŵeŶt iŵŵuŶitaiƌe eŶ gĠŶĠƌal, et plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt suƌ les 
cellules myéloïdes immunosuppressives, les MDSCs.  

Les ƌĠsultats oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛assoĐiatioŶ du GTN à la doǆoƌuďiĐiŶe aŵĠlioƌait sigŶifiĐatiǀeŵeŶt 
l'efficacité anti-tuŵoƌale de Đette deƌŶiğƌe, daŶs uŶ ŵodğle de CSTN iŶduit paƌ l͛iŶjeĐtioŶ de Đellules 
mammaires 4T1. Cet effet est dû, en partie, à la capacité du GTN à augmenter la différenciation des LT 

CD4+ vers le sous-type anti-tumoral Th1 et à augmenter le recrutement intra-tumoral des cellules 

TCD8+/PD-1+ et des G-MDSCs sous-exprimant PD-L1. Cependant, le mécanisme principal par lequel le 

GTN agit repose essentiellement sur sa capacité à reprogrammer, en présence des ROS, ces G-MDSCs 

eŶ faǀeuƌ d͛uŶe diŵiŶutioŶ de leuƌ aĐtiǀitĠ iŵŵuŶosuppƌessiǀe. EŶ effet, les ƌĠsultats oŶt ƌĠǀĠlĠ Ƌue le 
GTN, via la S-nitrosylation de STAT5, était capable de moduler le métabolisme lipidique, dépendant de 

la protéine FATP2 (Fatty Acid Transport Protein 2) de ces cellules. Ainsi une diminution de FATP2, ainsi 

que de tous les composants faisant partie de la voie de signalisation de cette protéine, en amont (STAT5) 

et en aval (PGE2), a été observée en réponse au GTN +/- doxorubicine. Tous ces effets étaient inhibés 

eŶ pƌĠseŶĐe d͛uŶ iŶhiďiteuƌ de ROS, la N-acétyl cystéines (NAC). La NAC retardait également 

ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt la pƌogƌessioŶ tuŵoƌale loƌsƋu͛elle est associée à la combinaison doxorubicine / GTN.  

Ce tƌaǀail, ďasĠ suƌ l͛utilisatioŶ de deuǆ ŵolĠĐules ĐouƌaŵŵeŶt utilisĠes eŶ ĐliŶiƋue, ouǀƌe saŶs ĐoŶteste 
uŶe Ŷouǀelle peƌspeĐtiǀe de tƌaiteŵeŶt pouƌ les patieŶtes atteiŶtes d͛uŶ CSTN, et cette combinaison 

pourra être rapidement proposée aux cliniciens.  
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Title: Antitumor effect of GTN +/- doxorubicin in triple negative breast cancer: involvement of the 

immune system 

Keywords: Triple negative breast cancer (TNBC), glyceryl trinitrate (GTN), S-nitrosylation, lipid 

metabolism 

Abstract: Breast cancer (BC) is a highly complex, heterogeneous, and multifactorial disease. Compared 

to other subtypes, triple negative (TNBC) represents one of the most advanced stages of the disease 

and is characterized by a strong inter- and intra-tumor heterogeneity and a high mutational burden, 

making treatments very difficult and inefficient. The absence of estrogen and progesterone receptors 

expression, and the absence of HER2 receptor overexpression, makes chemotherapy (example: 

doxorubicin), the prior treatment in patients with this type of BC. Unfortunately, the complete 

anatomopathological response rate, in response to these chemotherapies, rarely exceeds 50% with a 

long-term benefit affecting only 30 to 50% of patients. The LIIC laboratory in which I did my thesis aims 

to show that a donor of nitric oxide (NO), the glyceryl trinitrate (GTN), a drug used in cardiology, can 

improve the therapeutic efficacy of anti-cancerous chemotherapy. The aim of my thesis project was 

therefore to determine whether the association of GTN with doxorubicin could potentiate the antitumor 

activity of this chemotherapy in TNBC, and to determine the mechanism by which this combination acts 

by emphasizing the immune microenvironment in general, and more particularly on 

immunosuppressive myeloid cells, MDSCs. 

The results showed that the association of GTN with doxorubicin significantly improved the anti-tumor 

efficacy of this chemotherapy, in a TNBC model induced by the injection of 4T1 breast cells. This effect 

is due, in part, to the ability of GTN to increase the differentiation of CD4+ TL in the anti-tumor linage 

Th1 and to increase the intra-tumor recruitment of TCD8+/PD-1 + cells and of G-MDSCs down-

expressing PD-L1. Nevertheless, the main mechanism by which GTN acts is essentially based on its ability 

to reprogram, in the presence of ROS, these G-MDSCs towards a less immunosuppressive phenotype. 

Indeed, the results revealed that GTN, via the S-nitrosylation of STAT5, was able to modulate the lipid 

metabolism of these cells, which is dependent on the protein FATP2 (Fatty Acid Transport Protein 2). 

Thus, a decrease in FATP2, as well as all the upstream (STAT5) and downstream (PGE2) components of 

this signaling pathway was observed in response to GTN +/- doxorubicin. All of these effects were 

inhibited in the presence of a ROS inhibitor, the N-acetyl cysteines (NAC). NAC also significantly delayed 

tumor progression when used in combination with doxorubicin / GTN. 

This work, based on the use of two molecules commonly used in the clinic, undoubtedly opens up a new 

treatment perspective for patients with TNBC, and this combination can quickly be offered to clinicians. 
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I. Introduction 

1. Le cancer  

Le cancer est une maladie se caractérisant par une prolifération cellulaire exacerbée, au sein 

d͛uŶ tissu Ŷoƌŵal de l͛oƌgaŶisŵe. Ces Đellules tuŵoƌales adopteŶt aiŶsi uŶ ĐoŵpoƌteŵeŶt 

anormal caractérisé par l'autosuffisance en signaux de croissance, l'insensibilité aux signaux 

antiprolifératifs, la résistance à la mort cellulaire par apoptose, la capacité proliférative illimitée, 

l'iŶduĐtioŶ de l'aŶgiogeŶğse et l͛aĐƋuisitioŶ d͛uŶ phĠnotype métastasique et invasif (Figure 1, 

(Hanahan & Weinberg, 2000)). La dérégulation du métabolisme énergétique cellulaire, la 

ĐapaĐitĠ à Ġǀiteƌ la destƌuĐtioŶ paƌ le sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe, l͛iŶstaďilitĠ gĠŶoŵiƋue et le 

dĠǀeloppeŵeŶt d͛uŶ ŵiĐƌoeŶǀiƌoŶŶeŵeŶt iŶflaŵŵatoiƌe ĐhƌoŶiƋue foŶt ĠgaleŵeŶt paƌtie des 

dix propƌiĠtĠs Ƌu͛aĐƋuieƌt uŶe Đellule pouƌ deǀeŶiƌ ĐaŶĐĠƌeuse ;Figure 1, (Hanahan & 

Weinberg, 2011)).  

 

 

 

 

Figure 1 : Les diǆ altĠƌatioŶs à l’oƌigiŶe de la tƌaŶsfoƌŵation tumorale de cellules saines ;ModifiĠ d’apƌğs HaŶahaŶ 
et Weinberg., 2011). 
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1.1. Activation des voies de signalisation prolifératives 

Loƌs de l͛appaƌitioŶ du ĐaŶĐeƌ, uŶe dĠƌĠgulatioŶ des signaux impliqués dans la croissance et la 

division cellulaire est observée, ces signaux étant indispensables pour le maintien de 

l͛hoŵĠostasie Đellulaiƌe, aiŶsi Ƌue le maintien de l͛aƌĐhiteĐtuƌe et du foŶĐtioŶŶeŵeŶt Ŷoƌŵal 

des tissus. Cette dérégulation est contrôlée majoritairement par les facteurs de croissance, 

produits par ces cellules cancéreuses qui, une fois liés à leurs récepteurs, exprimés par les 

cellules cancéreuses mais également par les cellules normales, aĐtiǀeŶt d͛autƌes ǀoies de 

signalisation impliquées dans la multiplication, la survie, l͛aŶgiogeŶğse, et le métabolisme 

énergétique des cellules tumorales (Hanahan & Weinberg, 2011; Hynes & MacDonald, 2009; 

Lemmon & Schlessinger, 2010; Perona, 2006; Witsch et al., 2010). Des mutations activatrices 

ciblant certains récepteurs aux facteurs de croissances à activité tyrosine kinase, comme par 

exemple ERBB (EGFR (Epidermal Growth Factor receptor) family), VEGFR (Vascular Endothelial 

Growth Factor Receptor, impliqué dans vascularisation des tumeurs), PDGFR (Platelet Derived 

Growth Factor Receptor, impliqué dans la croissance du tissu conjonctif et la cicatrisation), IGFR 

(Insulin-like Growth Factor Receptor, ayant un rôle anti-apoptotique et pro-mitogène), et TGF-

βR ;TGF-β ;TƌaŶsfoƌŵiŶg Growth Factor-beta) Receptor), ont été retrouvées dans de nombreux 

cancers dont le cancer du sein, le cancer gastro-intestinal et le cancer de poumons (N. Cheng 

et al., 2008; Hynes & MacDonald, 2009; Perona, 2006; Wang, 2017). Des mutations activatrices 

ont été également retrouvées chez des personnes atteintes de mélanomes et qui touchent le 

gène BRAF et NRAS (Neuroblastoma RAS), une sérine/thréonine kinase responsable de 

l͚aĐtiǀatioŶ de la ǀoies RAS-RAF-MEK-MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase), mais 

également le gène c-KIT (Davies & Samuels, 2010). La mutation du gène c-KIT a été retrouvée 

Đhez ϴϬ% des peƌsoŶŶes atteiŶtes d͛uŶ ĐaŶĐeƌ gastƌo-intestinal (Hirota et al., 1998). D͛autƌes 

voies de signalisation sont touchées par des mutations responsables de la formation et de la 

progression de cancers, dont la voie PI3K (PhosphoInositide 3 Kinase) / AKT, hyperactivée soit 

directement suite à des mutations touchant sa sous-unité catalytique ou indirectement après 

inactivation du gène suppresseur de tumeur PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) (Davies 

& Samuels, 2010). Plus de détails peuvent être retrouvés dans la revue (en annexe) où je suis 

co-première autrice avec Ghione S., et intitulée « Protein kinase inhibitor-based cancer 

therapies: Considering the potential of nitric oxide to improve cancer treatment » (Ghione et 

al., 2020). 
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1.2. Insensibilité aux signaux antiprolifératifs 

Il existe plusieurs gènes appelés gènes suppresseurs de tumeurs dont le rôle est de limiter la 

croissance et la prolifération excessive des cellules. Les plus connus sont les gènes codant pour 

les protéines RB (RetinoBlastoma) et p53. Ces deux dernières jouent un rôle primordial dans la 

régulation des voies gouvernant l͛activation de la prolifération cellulaire, de la sénescence et 

de l͛apoptose (Deshpande et al., 2005; Hanahan & Weinberg, 2011). Une dérégulation de la 

voies RB ou p53 est à l͛oƌigiŶe d͛uŶe hyper-activation du ĐǇĐle Đellulaiƌe et doŶĐ d͛uŶe 

prolifération illimitée des cellules et de l͛appaƌitioŶ d͛uŶ ĐaŶĐeƌ (Burkhart & Sage, 2008; 

Fiorentino et al., 2013; Ghebranious & Donehower, 1998; Hanahan & Weinberg, 2011). Outre 

l͛iŶaĐtiǀatioŶ de RB, sont également  retrouvés la perte de la régulation du facteur de 

transcription EϮF, la dĠƌĠgulatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ des ĐǇĐliŶes Eϭ et EϮ, et l͛hǇpeƌaĐtiǀation 

aberrante de la famille des kinases dépendants des cyclines (Cdk (Cycline dependent kinases)) 

4 et/ou 6. Ces modifications des Cdk peuvent se faire suite à l͛eǆpƌessioŶ dĠƌĠgulĠe de la ĐǇĐliŶe 

de type D, ou la peƌte d͛uŶ des ŵeŵďƌes de la faŵille INKϰ (exemple : p16INK4a) impliqué dans 

la différenciation cellulaire, ou la signalisation dérégulée du TGF-β,  ou eŶĐoƌe l͛iŶseŶsiďilitĠ auǆ 

effets inhibiteurs de p16INK4a (Deshpande et al., 2005). 

1.3. Résistance aux mécanismes de mort cellulaire (apoptose) 

La mort cellulaire programmée par apoptose est un mécanisme naturel déclenché en réponse 

à divers stress physiologiques ou pathologiques. Ces stress peuvent être internes, comme par 

exemple l͛augŵeŶtatioŶ de la sigŶalisatioŶ d͛oŶĐogğŶes, les doŵŵages à l͛ADN (Acide 

DésoxyriboNucléique) (Hanahan & Weinberg, 2011; Wong, 2011), l͛hǇpoǆie, lors de maladies 

cardiaques (infarctus du myocarde) ou neurodégénératives (Alzheimer ou Parkinson) ; ou 

externes, comme par exemple loƌs de l͛utilisatioŶ de chimiothérapies anti-cancéreuses ou de 

radiothérapie (Wong, 2011). En effet, deux voies majeures coopèrent afin de déclencher 

l͛apoptose. Il s͛agit de la ǀoie eǆtƌiŶsğƋue ;ƌĠĐepteuƌs de ŵoƌtͿ ƌĠĐeptioŶŶaŶt et tƌaitaŶt les 

signaux extracellulaires, par exemple la voie Fas/FasL, TRAIL (TNF (Tumor Necrosis Factor) 

Related Apoptosis Inducing Ligand) / TRAILR (TRAIL receptor), et TNF / TNFR (TNF receptor) ; et 

de la ǀoie iŶtƌiŶsğƋue ;ou ŵitoĐhoŶdƌialeͿ dĠteĐtaŶt et tƌaitaŶt les sigŶauǆ d͛oƌigiŶe 

intracellulaire comme par exemple les dommages génétiques, l͛hypoxie, le stƌess oǆǇdatif … Le 

but final de ces deux ǀoies ĐoŶsiste à l͛aĐtiǀatioŶ des Đaspases iŶitiatƌiĐes ;caspases 8 et 9) 
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peƌŵettaŶt l͛aĐtiǀatioŶ d͛uŶe ĐasĐade de pƌotĠolǇse iŵpliƋuaŶt des Đaspases effeĐtƌiĐes 

;Đaspase ϯ …Ϳ ƌespoŶsaďles de la phase d͛eǆĠĐutioŶ de l͛apoptose (Hanahan & Weinberg, 2011; 

Wong, 2011). LoƌsƋue l͛apoptose est altĠƌĠe, uŶ dĠǀeloppeŵeŶt de ĐaŶĐeƌ aiŶsi Ƌu͛uŶe 

résistance aux chimiothérapies peuvent être observés. Cette altération pourrait être le résultat 

d͛uŶe dĠƌĠgulatioŶ de la ďalaŶĐe des protéines pro et anti-apoptotiques telles que les membres 

de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), de la mutation de p53 ou de la dérégulation de 

l͛eǆpƌessioŶ des IAPs ;IŶhiďitoƌs of Apoptosis PƌoteiŶsͿ. Elle peut ĠgaleŵeŶt ġtƌe due à la 

diminution de l͛aĐtiǀitĠ des Đaspases ;Đaspase ϯ, ϴ, ϵ, et ϭϬͿ ou à l͛altération de la signalisation 

induite par les récepteurs de morts ;diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ des ƌĠĐepteuƌs de ŵoƌt ou des 

signaux de mort, expression de récepteurs de mort dépourvus de leur domaine de mort) 

(Adams & Cory, 2007; Wong, 2011).   

1.4. Induction de l'angiogenèse   

Tout comme les cellules normales, pour survivre, les cellules tumorales ont besoin de 

nutriments, d͛oxygène et de métabolites, mais également d͛ĠliŵiŶeƌ le dioxyde d͛oǆǇgğŶe et 

les déchets métaboliques. C͛est aiŶsi Ƌu͛iŶteƌǀieŶt la vascularisation sanguine induite via le 

pƌoĐessus d͛angiogenèse. Ce dernier joue un rôle primordial dans la formation continue de 

nouveaux vaisseaux sanguins au sein de la tumeur, et aidant à soutenir la survie, la croissance 

et la pƌogƌessioŶ tuŵoƌale ŵais ĠgaleŵeŶt l͛iŶǀasioŶ et la formation de métastases (Hanahan 

& Folkman, 1996; Jiang et al., 2020; Li et al., 2019). Il a été montré que ce processus de néo-

vascularisation est régi par plusieurs protéines, exprimées par les cellules cancéreuses, qui en 

se liant à leurs récepteurs, exprimés par les cellules endothéliales, activent (VEGF-A et FGF 

(Fibroblast Growth Factor)) ou inhibent (TSP-1 (Thrombo Spondin-1), l͛angiostatine, le platelet 

factor-4 et l͛IFNα/β (InterFeron alfa / beta)) les voies de signalisation impliquées dans 

l͛aŶgiogeŶğse (Baeriswyl & Christofori, 2009; Ferrara, 2009; Hanahan & Folkman, 1996; 

Kazerounian et al., 2008; Roudnicky et al., 2018). 
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1.5. AĐƋuisitioŶ d͛uŶ phĠŶotǇpe ŵĠtastasiƋue et iŶǀasif 

Les stades les plus avancés et agressifs du cancer se caractérisent par une augmentation de 

l͛iŶǀasioŶ des cellules cancéreuses et de la formation de métastases. Ces mécanismes se 

caractérisent par des altérations touchant la forme des cellules cancéreuses, mais également 

leurs capacités de liaison avec les autres cellules néoplasiques et la matrice extracellulaire. Une 

diminutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de la E-cadhérine (protéine iŵpliƋuĠe daŶs l͛adhésion 

intercellulaire) a été mise en évidence comme étant le mécanisme majeur lié à la formation 

des métastases. Cette diminution peut être due à plusieurs altérations se produisant au sein 

des tumeurs, par exemple, l͛appaƌitioŶ de mutations, l͛augmentation de la méthylation de 

certains promoteurs, et l͛induction de certains répresseurs transcriptionnels (Snail and ZEB) 

(Berx & van Roy, 2009; Hanahan & Weinberg, 2011). D͛autƌes ĐadhĠƌiŶe soŶt ĠgaleŵeŶt 

impliquées dans le processus métastatique, comme par exemple la N-cadhérine (jouant un rôle 

dans migration des neurones et des cellules mésenchymateuses duraŶt l͛oƌgaŶogeŶğseͿ et la 

P-cadhérine qui ont été retrouvées surexprimées dans de nombreux cancers invasifs dont le 

cancer du sein, du pancréas et de la prostate (Berx & van Roy, 2009; Cavallaro & Christofori, 

2004). C͛est suite à ĐeƌtaiŶs stƌess Ƌue les Đellules cancéreuses subissent des changements 

phĠŶotǇpiƋues afiŶ d͛aĐƋuĠƌiƌ le phĠŶotǇpe ŵĠseŶĐhǇŵateuǆ. Ainsi, grâce au système 

vasculaire sanguin et lymphatique, les cellules cancéreuses rejoignent leurs organes 

métastatiques tels que les ganglions lymphatiques, le foie, les poumons, la moelle osseuse et 

le cerveaux (Suhail et al., 2019). Le processus de migration tumorale, commence par une 

invasion locale suivie paƌ uŶe Ġtape d͛iŶtƌaǀasatioŶ dans les vaisseaux sanguins et lymphatiques 

et fiŶi paƌ l͛eǆtƌaǀasatioŶ ǀeƌs le parenchyme des tissus éloignés, la formation de petits nodules 

de tumeurs et la colonisation des nouveaux tissus (Hanahan & Weinberg, 2011; Talmadge & 

Fidler, 2010). 

1.6. Propriété de se répliquer indéfiniment  

De nombreux travaux ont montré que les cellules expriment un programme intrinsèque leur 

permettant de limiter leur multiplication, c͛est Đe Ƌu͛oŶ appelle « la sénescence ». Ce processus 

a été découvert par Hayflick et al., et Wright et Coll., qui ont montré que les cellules en culture 

avaient un potentiel de réplication défini, et cessaient de proliférer après un certain nombre 

de douďleŵeŶt. De plus, ils oŶt tƌouǀĠ Ƌue l͛iŶhiďitioŶ des pƌotĠiŶes suppresseurs de tumeurs 
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RB et p53 permet de contourner ce mécanisme de sénescence, et ainsi de rendre ces cellules 

« immortelles » (Hayflick, 1997; Wright et al., 1989). L͛aĐƋuisitioŶ de Đette pƌopƌiĠtĠ de 

réplication infinie par les cellules tumorales, est essentiellement due au maintien de la longueur 

des télomères des Đellules. Il s͛agit de stƌuĐtuƌes ƌetƌouǀĠes aux extrémités des chromosomes 

euĐaƌǇotes et aǇaŶt pouƌ ƌôle de les pƌotĠgeƌ ĐoŶtƌe la dĠgƌadatioŶ ou la fusioŶ aǀeĐ d͛autƌes 

extrémités. Le mécanisme majeur responsable du maintien de ces télomères provient de la 

réexpression de la télomérase, enzyme qui peƌŵet l͛ajout de répétitions hexanucléotidiques 

« TTAGGG » sur les télomères (Bryan et al., 1995). Plusieurs autres mécanismes ont été décrit 

par la suite, dont celui reposant sur les échanges inter-chromosomiques basés sur la 

recombinaison d'informations génétique (Bryan & Cech, 1999). Le but ultime de ces 

mécanismes est le maintien des télomères à des longueurs supérieures au seuil critique et 

suffisant pour permettre une multiplication illimitée des cellules descendantes. La sénescence, 

tout Đoŵŵe l͛apoptose, ƌepƌĠsente un mécanisme de défense des cellules les rendant 

incapables de proliférer indéfiniment. Le contournement de ce processus de sénescence 

ƌepƌĠseŶte doŶĐ uŶe stƌatĠgie thĠƌapeutiƋue esseŶtielle daŶs l͛iŶhiďitioŶ de la ĐƌoissaŶĐe 

tumorale. Toutes ces avancées ont permis la mise en place de plusieurs traitements ciblant ce 

ŵĠĐaŶisŵe daŶs le tƌaiteŵeŶt des patieŶts atteiŶts d͛uŶ ĐaŶĐeƌ, et Ƌui a fait l͛oďjet d͛uŶe ƌeǀue 

où je suis co-première autrice avec Ghione S., et intitulée « Senescence and Cancer: Role of 

Nitric Oxide (NO) in SASP » (Mabrouk et al., 2020).  

Les ĐaƌaĐtĠƌistiƋues Ƌu͛aĐƋuieƌt uŶe Đellule pouƌ deǀeŶiƌ tuŵoƌales oŶt ĠtĠ ŵises à jouƌ eŶ 

2011, par Hanahan et Weinberg qui ont rajouté 4 autres caractéristiques aux six définies ci-

dessus (Figure 1). Pendant ma thèse je me suis spécialement focalisĠe suƌ l͛Ġtude d͛uŶe de Đes 

dernières caractéristiques « l͛ĠĐhappeŵeŶt au sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe », Ƌue j͛ai largement 

détaillé dans la partie 3.1., et sur la compréhension de son impliĐatioŶ daŶs l͛appaƌitioŶ et la 

résistance aux traitements du cancer du sein. 
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2. Cancer du sein  

2.1. Données épidémiologiques  

En 2018, le nombre de nouveaux cas de cancer en France métropolitaine a été estimé à 382 000 

doŶt ϱϰ% Đhez l͛hoŵŵe. Le cancer du sein (CS), avec environ 58 459 nouveaux cas par an, reste 

de loin le cancer le plus fréquent et la première cause de décès par cancer chez la femme, 

devant les cancers du côlon-rectum et du poumon (santé publique France, 2018*). Le plus 

souvent il touche des femmes âgées de 50 ans et plus, mais il peut aussi apparaître chez les 

hommes avec une fréquence extrêmement rare (1% des cancers du sein) (institut national du 

cancer**).  

2.2. Classification 

La ĐlassifiĐatioŶ staŶdaƌd des ĐaŶĐeƌs passe paƌ l͛utilisatioŶ du modèle TNM (Tumor, Node, 

Metastasis), cependant dans le cas du cancer du sein, une nouvelle classification reposant sur 

les ŵodifiĐatioŶs d͛eǆpƌessioŶ gĠŶiƋue a ĠtĠ dĠǀeloppĠe eŶ ϮϬϬϬ et ŵise à jouƌ eŶ ϮϬϬϭ, et a 

permis de classer ces cancers en quatre puis en cinq sous-types cliniquement et 

biologiquement pertinents, respectivement. Les sous types Luminal A (génome stable) et 

luŵiŶal B ;gĠŶoŵe iŶstaďleͿ soŶt positifs pouƌ l͛eǆpƌessioŶ des récepteurs aux œstƌogğŶes 

(RO+) et présentent une forte similarité de leuƌ pƌofil d͛eǆpƌessioŶ aǀeĐ les Đellules luŵiŶales 

de l͛ĠpithĠliuŵ ŵaŵŵaiƌes. Les tƌois autres sous-types regroupent les tumeurs négatives pour 

l͛eǆpƌessioŶ des RO (RO-) mais pouvant être du sous-type normal-like, ou exprimer le récepteur 

HER2 (HER2 (Human Epidermal Receptor 2)), ou alors être du sous-type basal, sous type auquel 

les tumeurs triples négatives (TN) sont apparentées (Perou et al., 2000; Sørlie et al., 2001) 

(Figure 2). A la différence des autres sous-types de cancer du sein, les sous-types HER2+ et TN 

représentent les stades les plus avancés du cancer du sein, en présentant une forte 

hétérogénéité inter et intra-tumorale (Lyons & Traina, 2019; Roulot et al., 2016).   

* https://www.santepubliquefrance.fr/maladies-et-traumatismes/cancers/cancer-du-seine 

** https://www.e-cancer.fr/Patients-et-proches/Les-cancers/Cancer-du-sein/Quelques-chiffres 

 

https://www.santepubliquefrance.fr/maladies-et-traumatismes/cancers/cancer-du-seine
https://www.e-cancer.fr/Patients-et-proches/Les-cancers/Cancer-du-sein/Quelques-chiffres
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2.3. Cancer du sein triple négatif  

2.3.1. Généralités 

Les CSTN, ďieŶ Ƌu͛appaƌeŶtĠs au sous-type basal, représentent une entité beaucoup plus 

hétérogène que les tumeurs basales. La dénomination « basale » vient de la grande 

ressemblance, au Ŷiǀeau de l͛expression génique, de ces cellules avec les cellules 

ŵǇoĠpithĠliales ŵaŵŵaiƌes pƌĠseŶteŶt au Ŷiǀeau de la ĐouĐhe ďasale de l͛ĠpithĠliuŵ 

canalaire. On parle ainsi des gènes codant pour la cytokératine (CK5, 14 et 17), et des 

marqueurs musculaires lisses (P-ĐadhĠƌiŶe, ĐaǀĠoliŶe ϭ, CDϭϬ et βϰ-intégrines). Le CSTN peut 

à son tour être classifié en plusieurs sous-types ayant une sensibilité aux traitements et un 

pronostic différent. En effet, une analyse génomique réalisée par Lehman et ses collaborateurs 

a perŵis d͛ideŶtifieƌ ϲ sous-types, présentant des ontologies et des expressions géniques qui 

leur sont uniques, incluant les basals like 1 et 2, les immunomodulatory, le mesenchymal, le 

mesenchymal stem-like et le luminal androgen receptor (Lehmann et al., 2011). D͛uŶ poiŶt de 

vue immuno-histochimique, les CSTN soŶt dĠfiŶis paƌ l͛aďseŶĐe d͛eǆpƌessioŶ des ƌĠĐepteuƌs 

associés à la prolifération, dont les récepteurs auǆ œstƌogğŶes et à la progestérone (RP), et par 

l͛aďseŶĐe de suƌeǆpƌessioŶ d͛HER2. Ce sous-type de cancer du sein représente 7 à 15% des 

cancers du sein toute population confondue (Gonçalves et al., 2013). L͛aďseŶĐe d͛eǆpƌessioŶ 

des récepteurs aux hormones, la forte induction de métastases ainsi que la forte hétérogénéité 

détectée au sein de ce type de cancer, le rends très agressif et très difficile à traiter (Lyons & 

Figure 2 : ClassificatioŶ des ĐaŶĐeƌs du seiŶ eŶ foŶĐtioŶ de l’eǆpƌessioŶ des ƌĠĐepteuƌs auǆ faĐteuƌs de ĐƌoissaŶĐe. 
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Traina, 2019). EŶ effet, il Ŷ͛eǆiste pas de cibles thérapeutiques bien définies pour ce type de 

cancer (Lehmann et al., 2011). Les thérapies endocriniennes (traitements des sous-types 

luminals) ainsi que celles ciblant le récepteur HER2 (trastuzumab, traitements du sous-types 

HER2+) (Harbeck & Gnant, 2017) ne pouvant pas être utilisées, les traitements se basent 

essentiellement sur la chirurgie en association ou non avec de la radiothérapie et / ou de la 

chimiothérapie néoadjuvante (avant exérèse) ou adjuvante (simultanément). 

2.3.2. Traitements conventionnels des cancers du sein triples négatifs 

2.3.2.1. La Radiothérapie   

La radiothérapie a pour but d͛iŶduiƌe, de façoŶ iƌƌĠǀeƌsiďle, des Đassuƌes daŶs l͛ADN, 

conduisant à la mort ou à la senescence des cellules tumorales irradiées (W. D. Yu et al., 2019). 

Cette thérapie est couramment associée à l͛eǆĠƌğse, à la chimiothérapie et / ou à 

l͛iŵŵuŶothĠƌapie, et peƌŵet de poteŶtialiseƌ l͛effiĐaĐitĠ aŶti-tumorale de ces dernières, avec 

des effets favorables sur la régression tumorale locale allaŶt jusƋu͛à la guĠƌisoŶ des patieŶts, 

et aussi sur la survie à long terme (Aupérin et al., 2010; Crabtree et al., 2010; Grills et al., 2010; 

Onishi et al., 2011). Ces effets peuvent être liés à la capacité des rayons ionisants à induire ou 

ƌeŶfoƌĐeƌ l͛immunité anti-tumorale et / ou à induire la mort cellulaire immunogène (ICD 

(Immunogenic Cell Death)). En effet, la radiothérapie, via sa capacité à induire la sécrétion d͛uŶ 

grand nombre de molécules telles que les antigènes associés aux tumeurs (TAA (Tumor 

Associated Antigens)), les molécules immunogéniques (ex : calréticuline), et des DAMPs 

(Damage Associated Molecular Pattern) tels que les HSP (Heats Shock Proteins), les nucléotides, 

l͛HMGB1 (High Mobility Group Box 1), l͛aĐide uƌiƋue, les pƌotĠiŶes SϭϬϬ et l͛ATP (Adenosine 

TriPhosphate), peƌŵet l͛aĐtiǀatioŶ des ƌĠpoŶses iŵŵuŶitaiƌes iŶŶées et adaptatives. Ces TAA 

vont être reconnus, capturés et présentés par les CD (Cellules Dendritiques) aux cellules T. Les 

DAMPs, quant à eux vont être reconnus par les TLR (Toll Like Receptors) et facilitent ainsi la 

présentation des TAA aux LTs (Lymphocytes T) et l͛aĐtiǀatioŶ de Đes Đellules iŵŵuŶitaiƌes 

(Demaria et al., 2005; Foell et al., 2007; Friedman, 2002; Golden et al., 2012; Hernandez et al., 

2016; Ma et al., 2011; Takeshima et al., 2010; Wirsdörfer et al., 2018; W. D. Yu et al., 2019). La 

ƌadiothĠƌapie augŵeŶte ĠgaleŵeŶt l͛eǆpƌessioŶ, par les cellules du MET (MicroEnvironnement 

Tumorale), d͛autƌes ŵolĠĐules iŵŵuŶoŵodulatƌiĐes telles que les molécules du CMH 

(Complexe Majeur d͛Histocompatibilité), les molĠĐules de ĐostiŵulatioŶ ou d͛adhĠsioŶ, les 
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récepteurs de mort, les cytokines et les médiateurs inflammatoires, (Friedman, 2002). Cette 

thérapie occupe une place essentielle dans le traitement locorégional du cancer du sein et 

permet de diminuer de 70 % le risque de récidive locale après une chirurgie (Correa et al., 2010; 

Cutuli et al., 2014). 

2.3.2.2. Les chimiothérapies standards 

Les chimiothérapies anticancéreuses utilisées dans le traitement des cancers du sein, 

appartiennent principalement aux familles des anthracyclines et des taxanes (Harbeck & Gnant, 

2017). Le ŵode d͛aĐtioŶ des aŶthƌaĐǇĐliŶes (exemple : doxorubicine) passe par leurs capacités 

à iŶduiƌe des Đoupuƌes de l͛ADN suite à uŶe iŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de la topoisoŵérase II, et à 

s͛iŶteƌĐaleƌ eŶtƌe les deuǆ ďƌiŶs d͛ADN afiŶ de staďiliseƌ les Đoŵpleǆes ADN / topoisomérase II. 

Toutes ces modifications conduisent à la mort cellulaire par apoptose. Elles peuvent également 

agir via la production de radicaux libres responsaďles de l͛iŶduĐtioŶ de doŵŵages à l͛ADN ou 

encore la péroxydation des lipides (Gewirtz, 1999). En revanche, l͛aĐtioŶ aŶti-tumorale des 

taxanes (paclitaxel, docétaxel) vient de leurs capacités à se lier à la tubuline, favorisant sa 

polymérisation en microtubules. Cette fixation stabilise les microtubules empêchant ainsi sa 

dĠpolǇŵĠƌisatioŶ, Đe Ƌui ĐoŶduit à l͛iŶteƌƌuptioŶ de la ŵitose et de la ƌĠpliĐatioŶ cellulaire 

(Long & Fairchild, 1994; Schiff et al., 1979; Schiff & Horwitz, 1980). Malgré l͛utilisatioŶ des 

taǆaŶes et des aŶthƌaĐǇĐliŶes, ďieŶ Ƌu͛assez effiĐaĐes daŶs les ĐaŶĐeƌs mammaires, le taux de 

réponse anatomopathologique complète reste faible dans ce type de cancer (39%) (Bergin & 

Loi, 2019). De plus, les patients qui sont à un stade avancé de la maladie et présentant des 

métastases, deviennent très résistants à la chimiothérapie avec une médiane de survie globale 

allaŶt jusƋu͛à ϴ-13 mois (Voorwerk et al., 2019), d͛où la ŶĠĐessitĠ d͛utiliseƌ de Ŷouǀelles 

thérapies ou association thérapeutiques dans le traitement de ces cancers. 

2.3.2.3. Thérapies ciblées 

De nombreuses études cliniques sont menées actuellement afin de tester de nombreuses cibles 

potentielles dans le CSTN, dont celles ciblant l͛eŶzǇŵe PARP (Poly (Adénosine diphosphate 

Ribose) Polymerase), les points de contrôle immunitaires négatifs (PCI), le récepteur aux 

androgènes, la voie AKT, ou encore celles utilisant des Anticorps (Acs) conjugués à des 

médicaments (ADC (Antibody Drug Conjugate)) (Lyons, 2019; Lyons & Traina, 2019). 
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 Inhibiteurs de PPAR :  la cible clinique la plus intéressante dans le traitement des cancers 

TN présentant des mutations de BRCA (BReast CAncer) 1 ou 2 est la PARP. Il s͛agit d͛une enzyme 

impliquée dans la réparation des cassures de l'ADN simple brin (Lehmann et al., 2011; Lyons & 

Traina, 2019). BRCA1 est un gène suppresseur de tumeur, qui est impliqué dans la réparation 

des Đassuƌes d͛ADN douďle ďƌiŶ et jouaŶt ainsi un rôle important dans le maintien de la stabilité 

de l͛ADN. Des études in-vitro, mais également précliniques, ont montré que des lignées 

tumorales dépourvues de BRCA1 et/ou 2 sont plus sensibles aux inhibiteurs de PARPs, 

entrainant l͛aƌƌġt du ĐǇĐle Đellulaiƌe et la ŵoƌt paƌ apoptose des Đellules tuŵoƌales (Bryant et 

al., 2005; Evers et al., 2008; H. Farmer et al., 2005). L͛assoĐiatioŶ de AZDϮϮϴϭ ;iŶhiďiteuƌ de 

PARP) à une chimiothérapie iŶduisaŶt des doŵŵages à l͛ADN (le cisplatine) dans le cancer du 

sein TN déficient en BRCA2, a aussi montré uŶe poteŶtialisatioŶ de l͛efficacité anti-tumorale de 

cet inhibiteur de PARP avec des résultats assez promoteurs (Evers et al., 2008). Plusieurs autres 

inhibiteurs de PARP ont été synthétisés suite à ces Ġtudes pƌĠĐliŶiƋues, Đoŵŵe l͛olapaƌib, le 

veliparib, le niraparib, le rucaparib et le talazoparib (Lyons & Traina, 2019). Ces derniers ont été 

aussi testés dans plusieurs essais cliniques Đhez les patieŶtes atteiŶtes d͛uŶ CS métastatique 

afin d͛évaluer leur innocuité et efficacité thérapeutique. Citons à titƌe d͛eǆeŵple l͛essai clinique 

de phase II réalisé par Tutt et al., dans lequel ils oŶt ĠǀaluĠ l͛effiĐaĐitĠ de l͛olapaƌiď, suƌ uŶe 

cohorte de patientes atteintes de cancer du sein métastatique présentant des mutations de 

BRCA1 et 2. Les résultats montraient un taux de réponse objective de 41% avec une survie sans 

progression de 5,7 mois chez les patientes aǇaŶt ƌeçu uŶe foƌte dose d͛olapaƌiď ;ϰϬϬ ŵg)  (Tutt 

et al., 2010). Une autre étude récente appelée « EMBRACA » a testé le talazoparib en 

monothérapie dans un essai clinique de phase III, chez des patientes atteintes d͛uŶ ĐaŶĐeƌ du 

sein avancé portant les mutations de BRCA 1 et 2 et recevant soit du talazoparib soit une 

chimiothérapie standard (capecitabine, eribulin, gemcitabine, or vinorelbine). Les résultats 

obtenus étaient également positifs avec une médiane de survie sans progression de 8,6 mois 

pour les patientes ayant reçu du talazoparib vs 5,6 mois pour celles recevant le traitement 

standard. Ces résultats ont permis de faire approuver cette thérapie par la FDA (Food and Drug 

Administration) dans le traitement de ce type de cancer (Litton et al., 2018). Un autre essai 

clinique de phase III identique au précédent mais utilisant comme inhibiteur de PARP l͛oƌapaƌiď, 

a montré une médiane de survie sans progression de 7 mois et un taux de réponse de 59,9% 

pour les patientes aǇaŶt ƌeçu l͛olapaƌiď ǀs ϰ,Ϯ ŵois et Ϯϴ,ϴ% pouƌ Đelles recevant la 

chimiothérapie standard (Robson et al., 2017). 
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 Inhibiteurs des PCIs : cette partie sera développée dans la partie 3.1.2.2.  

 Inhibiteurs des récepteurs aux androgènes (RA) : plusieurs anti-androgènes ont été 

testés dans des études pré-cliniques et cliniques (phases II) dans le CSTN, comme le 

bicalutamide (inhibiteur compétitif des RA), l͛enzalutamide (antagoniste au RA), l͛abiraterone 

acetate (inhibiteur sélectif des enzymes, ϭϳα-hydroxylase et c17, 20-lyase, responsables de la 

biosynthèse des androgènes) et le seviteronel (VT-464, antagoniste aux RA) (Lyons & Traina, 

2019). Les résultats de ces différentes études étaient assez promoteurs comme le montre, par 

eǆeŵple, l͛essai clinique de phase II réalisé suƌ des patieŶtes atteiŶtes d͛uŶ ĐaŶĐeƌ de seiŶ RO- 

/ RP-/ AR+. L͛utilisatioŶ du ďiĐalutaŵide sur cette cohorte de patientes a montré une médiane 

de suƌǀie saŶs pƌogƌessioŶ allaŶt jusƋu͛à ϭϮ seŵaiŶes aǀeĐ uŶe toǆiĐitĠ tƌğs faible (Gucalp et 

al., 2013). La découverte de ces thérapies a ĠtĠ ŵise eŶ ĠǀideŶĐe suite à l͛ideŶtifiĐatioŶ d͛uŶ 

nouveau groupe de cancer du sein par l͛ĠƋuipe de Farmer et al., en 2005. Ce groupe de tumeurs 

mammaires présentait une augmentation de la signalisation dû aux androgènes. Ces 

observations leur ont permis de reclasser les cancers du sein en trois groupes : le luminale (RO+ 

RA+), le basale (RO- RA-Ϳ et l͛apoĐƌiŶe ŵolĠĐulaiƌe ;RO- RA+) (P. Farmer et al., 2005). D͛autƌes 

études sont en faveur de la création de ce nouveau sous-gƌoupe, Đoŵŵe l͛Ġtude de DoaŶe et 

al., mettant en évidence l͛ideŶtifiĐatioŶ d͛uŶe Ŷouǀelle sous-population de cancer de sein 

négative pour les deux récepteurs RO et RP mais ayant une prolifération accrue en réponse aux 

androgènes. Ces récepteurs aux androgènes apparaissent donc comme une nouvelle cible 

thérapeutique (Doane et al., 2006).  

 Inhibiteurs de la voie AKT : comme discuté précédemment, la grande instabilité 

génomique du CSTN, se traduit par des altérations du nombre de copies de gènes, des pertes 

d͛hĠtĠƌozǇgotie ou eŶĐoƌe des ŵutatioŶs soŵatiƋues aďoutissaŶt à l͛iŶaĐtiǀatioŶ de gğŶes 

suppresseurs de tumeurs (ex : p53, Rb, PTEN) ou à l͛aĐtiǀatioŶ d͛oŶĐogğŶes ;eǆ : PIKϯCAͿ 

(Adélaïde et al., 2007). Concernant les oncogènes, il est connu que des gènes tels que ceux 

codant pour les protéines PIK3CA ou AKT1, sont fréquemment retrouvés mutés (mutations 

activatrices) chez les patientes atteintes de CSTN. L͛aĐtiǀatioŶ de Đette eŶzǇŵe (PIK3CA) et de 

la signalisation AKT peut ġtƌe aussi le ƌĠsultat de la peƌte d͛eǆpƌession de la phosphatase PTEN. 

C͛est suite à Đes altĠƌatioŶs Ƌu͛uŶe hǇpeƌ-activation de la voie PI3K / AKT / mTOR (mammalian 

Target Of Rapamycin) peut être retrouvée dans certains sous-types de cancer du sein, dont le 

TN (25 à 30%), et associée à un mauvais pronostic (Gonçalves et al., 2013; Lyons & Traina, 2019; 

Verret et al., 2019). L͛utilisatioŶ des iŶhiďiteuƌs d͛AKT représente donc une option 
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thérapeutique prometteuse dans le traitement de ces cancers. L͛ipatasertib, un inhibiteur 

sĠleĐtif d͛AKT, ciblant sa forme phosphorylée (pAKT), est le premier inhibiteur produit. Il a été 

testé dans un essai clinique de phase I, et a montré des résultats plutôt encourageant avec une 

forte inhibition de la voie AKT et de faibles effets secondaires (Saura et al., 2017). Un essai 

clinique de phase II a récemment été réalisé en utilisant un autre iŶhiďiteuƌ d͛AKT, le 

capivasertib, en combinaison avec le paclitaxel chez des patientes atteintes d͛uŶ CSTN et a 

montré des résultats assez encourageants avec une survie sans progression (5,9 vs 4,2 mois) et 

une survie globale (19,1 vs 12,6 mois) nettement plus longues lorsque le paclitaxel est associé 

au capivasertib (Schmid, Abraham, et al., 2020). Outƌe l͛iŶhiďitioŶ d͛AKT, d͛autƌes thĠƌapies 

ciblant d͛autƌes ĐoŵposaŶtes de Đette voie de signalisation sont en cours de développement 

et d͛essai pour le traitement des CSTN, tels que celles utilisant des inhibiteurs de mTOR 

(everolimus) ou de PI3K (buparlisib) seuls ou combinés (Ellis & Ma, 2019; Pascual & Turner, 

2019). CitoŶs à titƌe d͛eǆeŵple les deux essais cliniques de phase II (NCT01790932 et 

NCT01629615), utilisant le buparlisib dans le traitement des patientes atteintes d͛uŶ CSTN, bien 

qu'aucun résultat n'ait été publié à ce jour. CoŶĐeƌŶaŶt l͛iŶhiďiteuƌ de ŵTOR, l͛eǀeƌoliŵus, uŶe 

étude a montré que ce traitement induit une diminution de la croissance tumorale de plus de 

50% dans 7 cas sur 15 de xénogreffes dérivées de patientes atteintes d͛uŶ CSTN (Hatem et al., 

2016). 

 ADC : l͛utilisatioŶ de Đes Acs conjugués à un agent cytotoxique permet de cibler les 

cellules cancéreuses et ainsi induire une inhibition de la croissance tumorale. Actuellement, le 

seul ADC approuvé par la FDA dans les cancers du sein est l͛ado-trastuzumab emtansine (T-

DMI) qui est utilisé dans le traitement des sous-types HER2+ (Ellis & Ma, 2019). Cependant, 

plusieurs autres ADCs soŶt eŶ Đouƌs d͛étude avec des résultats très encourageants. On trouve 

par exemple, le sacituzumab govitecan, le ladiratuzumab vedotin et le trastuzumab deruxtecan 

(DS-8201a) (Lyons & Traina, 2019). Le sacituzumab govitecan (IMMU-132), est un ADC dirigé 

contre les cellules exprimant Trop-2 (Trophoblast cell surface antigen-2) et délivrant le SN-38 

(7-ethyl-10-hydroxycamptothecin), un inhibiteur de la topoisomérase I. Un essai clinique de 

phase I / II, a montré une activité anti-cancéreuse assez prometteuse de cet ADC dans le 

traitement des patientes atteintes d͛uŶ CSTN métastatique, avec un taux de réponse allant 

jusƋu͛à 30% (Lyons & Traina, 2019; Weiss et al., 2019). 
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 D͛autƌes thĠƌapies soŶt eŶ Đouƌs d͛essai Đoŵŵe Đelles ĐiďlaŶt le ƌĠĐepteuƌ au faĐteur 

de croissance épidermique EGFR. Ce récepteur étant fréquemment surexprimé dans le sous-

type TN du cancer du sein. Ainsi, un essai clinique de phase II regroupant 102 patientes 

atteintes d͛uŶ CSTN métastatique, a été réalisé en combinant un Ac dirigé contre EGFR 

(cetuximab) avec une chimiothérapie (carboplatine). Seuls 20 % des patientes ont démontré 

une réponse positive à cette association thérapeutique (Carey et al., 2012).  

Une autre étude très récente a peƌŵis d͛ideŶtifieƌ uŶ nouveau biomarqueur permettant de 

classer les CSTN. Il s͛agit du ŵaƌƋueuƌ de suƌfaĐe des cellules souches mammaires, le récepteur 

à la protéine C (PROCR (PROtein C Receptor), cible de wnt), aussi connu sous le nom de 

récepteur à la protéine C endothéliale (EPCR (Endothelial Protein C Receptor)). Ce récepteur a 

été retrouvé dans 50% des cancers TN (les tumeurs wnt1 basal like) et a été associé à un 

mauvais pronostic. Ces chercheurs ont trouvé Ƌue l͛iŶhiďitioŶ de Đe ƌĠĐepteuƌ avec un nano-

Ac, un anticorps monodomaine ciblant le domaine extracellulaire de Procr et bloquant son 

interaction avec son ligand, la protéine C, diminuait significativement la croissance tumorale 

dans le sous-type TN du CS (D. Wang et al., 2019). Plusieurs autres molécules peuvent 

également être ciblées et ont été montrées comme étant des potentielles cibles 

thérapeutiques dans le CSTN, incluant VEGFR et d͛autƌes récepteurs ou protéines à activité 

tyrosines kinases (Burstein et al., 2008), les phosphatases, les protéases, les miRs (microARN 

(acide ribonucléique)) et les ARN longs non codants (lncRNAs (Long non-coding RNAs)) (Nagini, 

2017). 

Malgré toutes ces avancées, ce cancer reste encore compliqué à traiter ǀu l͛hĠtĠƌogĠŶĠitĠ de 

ce sous-type tumoral et particulièrement la capacité de ces cellules à échapper au système 

immunitaire. 
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3. Système immunitaire et immunothérapies dans le cancer du sein 

3.1. MĠĐaŶisŵes d͛iŵŵuŶosuƌǀeillaŶĐe et d͛iŵŵuŶosuppƌessioŶ 

Ces deux dernières décennies, il a été montré que le système immunitaire peut à la fois 

empêcher la formation des tumeurs à un stade précoce, et favoriser leur progression au stade 

plus tardif. EŶ effet, Đ͛est suite à uŶe iŶeffiĐacité des défenses immunitaires que le cancer peut 

se développer. Lors de la progression tumorale, la tumeur met en place des mécanismes 

d͛ĠĐhappeŵeŶt lui peƌŵettaŶt de Đƌoîtƌe à l͛iŶsu du sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe. Ce pƌoĐessus est 

appelé immunoediting ou immunosuppression qui, sous sa forme la plus complexe, se déroule 

en trois phases successives : élimination, équilibre et échappement (Règle des trois E) (Dunn et 

al., 2002) (Figure 3). La première étape consiste en l͛ideŶtifiĐatioŶ et l͛élimination des cellules 

cancéreuses naissantes qui ont pu échapper aux mécanismes cellulaires intrinsèques 

d͛ĠliŵiŶatioŶ tuŵoƌale. Cette Ġtape fait iŶteƌǀeŶiƌ aussi ďieŶ le sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe iŶŶĠe Ƌue 

celui adaptatif qui ĐoopğƌeŶt afiŶ de ƌeĐoŶŶaitƌe et d͛ĠƌadiƋueƌ les Đellules tuŵoƌales. Ce 

processus est suiǀi d͛uŶe phase de doƌŵaŶĐe tuŵoƌale au Đouƌs de laƋuelle ƋuelƋues Đellules 

cancéreuses ayant survécu à la première phase, et le système immunitaire entrent dans un 

équilibre dynamique. Ceci fait que la croissance de la tumeur reste très limitée voir bloquée au 

fil du teŵps. De paƌ l͛iŶstaďilitĠ gĠŶĠtiƋue des Đellules tƌaŶsfoƌŵĠes, ĐeƌtaiŶs sous-clones 

présentent une immunogénicité réduite et vont alors pouvoir échapper à la reconnaissance et 

à l͛ĠliŵiŶatioŶ paƌ le sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe. Au Đouƌs de Đette phase la ĐƌoissaŶĐe tuŵoƌale Ŷ͛est 

plus restreinte et les signes cliniques de la maladie apparaissent (Dunn et al., 2002; O'Donnell 

et al., 2019; Vesely et al., 2011). Plusieurs mécanismes peuvent ainsi être mis en place afin de 

peƌŵettƌe à Đes Đellules tuŵoƌales de Đƌoîtƌe à l͛iŶsu du sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe. Parmi ces 

mécanismes, on trouve la sous-expression des antigènes tumoraux, des molécules de 

costimulation et de CMH-I, l͛eǆpƌessioŶ de ŵolĠĐules aŶti-apoptotiques, pro-angiogéniques ou 

immunosuppressives, ainsi que le recrutement de cellules immunoinhibitrices telles que les 

macrophages de type M2, les Treg (T regulatory cells)), les Th2, les cellules dendritiques 

plasmacytoides et les MDSCs (Myeloid-Derived Suppressor Cells)) (Faget et al., 2012; Mittal et 

al., 2014; Zitvogel, 2014).  

L͛iŵpliĐatioŶ du sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe eŶ taŶt Ƌue ǀaleuƌ prédictive et pronostique dans le 

cancer et dans la réponse aux traitements semble donc être un point décisif. 
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Figure 3 : PƌĠseŶtatioŶ des tƌois phases de l’iŵŵuŶosuƌǀeillaŶĐe ou iŵŵuŶoeditiŶg ;les ϯEͿ : EliŵiŶatioŶ, EƋuiliďƌe, 
et Echappement. Le sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe seŵďle joueƌ uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt aussi ďieŶ daŶs l’ĠliŵiŶatioŶ Ƌue daŶs 
la progression tumorale. En effet, tout commence par la formation de cellules mutantes/anormales. Ces cellules 

vont être reconnues par le système immunitaire inné comme étant des cellules du « non soi », et présentées aux 

cellules immunitaires adaptatives qui, à leur tour, vont procéder à la destruction de ces cellules transformées. On 

paƌle aloƌs de la phase d’ĠliŵiŶatioŶ. Si Đes Đellules ĐaŶĐĠƌeuses suƌǀiǀeŶt à Đette première phase, elles rentrent 

dans un état de dormance tumorale au cours de laquelle les cellules cancéreuses et immunitaires rentrent dans 

uŶ ĠƋuiliďƌe dǇŶaŵiƋue. OŶ paƌle aloƌs de la phase d’ĠƋuiliďƌe. Ces Đellules tƌaŶsfoƌŵĠes peuǀeŶt aloƌs suďiƌ uŶ 
imŵuŶoeditiŶg, Đe Ƌui ĐoŶduit à uŶe peƌte d'iŵŵuŶogĠŶiĐitĠ. C’est peŶdaŶt Đette phase d’ĠĐhappeŵeŶt Ƌue les 
Đellules tuŵoƌales ĐaŶĐĠƌeuses ŵetteŶt eŶ plaĐe des ŵĠĐaŶisŵes leuƌ peƌŵettaŶt d’ĠĐhappeƌ à la dĠteĐtioŶ et à 
l’ĠliŵiŶatioŶ paƌ le sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe. Parmi ces mécanismes, on retrouve la sécrétion de cytokines ou 

chimiokines permettant le recrutement de cellules immunosuppressives telles que Treg, Th2, les macrophages de 

types M2 et les cellules immunosuppressives G-MDSCs. On assiste ainsi à un switch complet du 

ŵiĐƌoeŶǀiƌoŶŶeŵeŶt tuŵoƌal, d’uŶ eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt iŵŵuŶitaiƌe aŶti-tumoral à un environnement immunitaire 

immunosuppressif pro-tuŵoƌal à l’oƌigiŶe de la foƌŵatioŶ de tuŵeuƌs ĐliŶiƋueŵeŶt appaƌeŶtes. Ces Đellules 
cancéreuses peuvent également inhibeƌ diƌeĐteŵeŶt l’aĐtiǀitĠ aŶti-tumorale du système immunitaire via 

l’eǆpƌessioŶ de ŵolĠĐules iŵŵuŶosuppƌessiǀes, tels Ƌue PD-L1, le ligand de PD-1 exprimé par la plupart des 

Đellules iŵŵuŶitaiƌes et Ƌui est ƌespoŶsaďle de l’iŶhiďitioŶ de l’aĐtiǀatioŶ de Đes cellules. 
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3.1.1. Cellules iŵpliƋuĠes daŶs la phase d͛ĠliŵiŶatioŶ 

La première étape de la règle des ϯE, ĐoŶsiste eŶ l͛ideŶtifiĐatioŶ et l͛ĠliŵiŶatioŶ des cellules 

transformées naissantes qui ont pu échapper aux mécanismes cellulaires intrinsèques 

d͛ĠliŵiŶatioŶ tuŵoƌale. Cette Ġtape fait iŶteƌǀeŶiƌ des Đellules de l͛iŵŵuŶitĠ inné et 

adaptative. Paƌŵi les Đellules de l͛iŵŵuŶitĠ iŶŶĠe, oŶ distiŶgue les Đellules myéloïdes 

(macrophages, neutrophiles, mastocytes, CD) et les cellules lymphoïdes innées (NK). Ces 

Đellules iŶteƌagisseŶt aussi ďieŶ aǀeĐ les Đellules tuŵoƌales, Ƌu͛aǀeĐ les Đellules de l͛iŵŵuŶitĠ 

adaptative (contact direct ou indirect via des cytokines et des chimiokines) avec lesquelles elles 

ĐoopğƌeŶt afiŶ d͛Ġǀiteƌ la pƌolifĠƌatioŶ des Đellules ĐaŶĐĠƌeuses. Il eǆiste deuǆ ŵĠĐaŶisŵes paƌ 

lesquelles ces cellules innées peuvent éliminer ces cellules transformées. Le premier 

mécanisme est relatif aux propriétés effectrices des cellules impliquées, leur permettant 

d͛ĠliŵiŶeƌ les Đellules tuŵoƌales paƌ phagocytose pour les macrophages et les neutrophiles, via 

la cytotoxicité induite par les cellules NK ou encore par de la cytotoxicité cellulaire dépendante 

des Acs (ADCC (Antibody Dependent Cell-mediated Cytotoxicity)). Le deuxième mécanisme 

consiste en la pƌĠseŶtatioŶ des aŶtigğŶes tuŵoƌauǆ auǆ Đellules effeĐtƌiĐes de l͛iŵŵuŶitĠ 

adaptatiǀe, Ƌui à leuƌ touƌ iŶduiseŶt l͛ĠliŵiŶatioŶ des Đellules ĐaŶĐĠƌeuses (Wu & Dai, 2017). 

Parmi les cellules adaptatives intervenant dans la réponse anti-tumorale, on retrouve les LT 

(CD4+ et CD8+) et B. Tout au long de mon projet, je me suis focalisée sur les LT et je vais donc 

me concentrer sur ce type cellulaire. 

3.1.1.1. Rôle de l͛iŵŵuŶitĠ adaptatiǀe : les LT CD4+ (balance Th1/Th2) 

La famille des lymphocytes TCD4+, encore appelés T helper (Th) ou T auxiliaires, est constituée 

de différentes sous-populations : les sous-populatioŶs iŶteƌǀeŶaŶt daŶs l͛ĠliŵiŶatioŶ spĠĐifiƋue 

des pathogènes, telles que les Th1, les Th2 et les Th17, les cellules intervenant dans le maintien 

de l͛auto-tolérance, telles que les Treg, les cellules  impliquées daŶs la pƌoduĐtioŶ d͛AĐ paƌ les 

lymphocytes B (LB) et les Tfh, et eŶĐoƌe d͛autƌes sous-populations telles que les Th9 et les Th22 

(Cosmi et al., 2014; Raphael et al., 2015). La différenciation ǀeƌs l͛uŶ ou ǀeƌs l͛autƌe des ligŶages 

dépend des cytokines et facteurs de croissance sécrétées par les CD ou par d͛autres cellules 

environnantes peŶdaŶt la phase d͛aĐtiǀatioŶ du TCR. Par exemple, un microenvironnement 

riche en IL (interleukine)-6, IL-23 et TGF-β faǀoƌise la différenciation des cellules TCD4+ naïves 

eŶ Thϭϳ, aloƌs Ƌu͛uŶ ŵiĐƌoeŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ƌiĐhe eŶ IL-2 et TGF-β iŶduit leuƌ différenciation en 



31 
 

Treg. La présence d͛IFN-γ et d͛IL-12, par contre, favorise la différenciation Thϭ ǀia l͛activation 

de la voie de signalisation STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) 1 et STAT4 

respectivement, aloƌs Ƌue la sĠĐƌĠtioŶ d͛IL-Ϯ et d͛IL-4 induit la différenciation en Th2 via 

l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie STATϱ et 6 respectivement (Geginat et al., 2014; Yamane & Paul, 2013; 

Zhu et al., 2010). Une fois activées, ces cellules vont exprimer des facteurs de transcription et 

des récepteurs de « homing », et secréter des cytokines qui leur sont spécifiques et qui sont 

responsables de leurs fonctions immunitaires respectives. Les cellules Th1, Th2 et Th17 sont 

ĐaƌaĐtĠƌisĠes paƌ l͛eǆpƌessioŶ des faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ Tďet ;T-box transcription factor 

TBX21, Th1), GATA3 (Trans-Acting T cell specific transcription factor, ThϮͿ et RORγT ;Retinoic 

acid-related orphan receptor gamma t, Th17), et par la sécrétion des cytokines IFN-γ ;ThϭͿ, IL-

4, IL-5 et IL-13 (Th2), et IL-17 et IL-22 (Th17) (Yamane & Paul, 2013) (Figure 4). Ces cytokines 

vont à leur tour permettre la réexpression des facteurs de transcription spécifiques pour 

chaque sous-type cellulaire et doŶĐ l͛aŵplification, via une boucle de rétroaction positive, de 

leur différenciation et activation (Cosmi et al., 2014; Yamane & Paul, 2012). Tous ces sous-types 

cellulaires jouent des rôles différents et parfois opposés dans le cancer et peuvent être liés à 

un bon (Th1 ou rarement les Th2) ou à un mauvais pronostic ;ThϮͿ. L͛effet des Thϭϳ, reste, 

quant à lui, très controversé, source de résultats contradictoires en fonction du type de cancer. 

En effet, dans le cancer coloreĐtal, uŶe Ġtude a peƌŵis d͛ideŶtifieƌ des Đlusteƌs de gğŶes 

associés à différents sous-types CD4+ dont les Th17, les Th2 et Th1 et de corréler la présence 

des unes ou des autres de ces cellules à la survie des patients. Cette étude a montré une forte 

corrélation de la survie prolongée sans récidive avec la présence des cellules Th1. En revanche, 

un mauvais pronostic été associé aux cellules Th17 (Tosolini et al., 2011). Une autre étude 

clinique a également montré que la présence des cellules Th17 était corrélée à la présence de 

métastases daŶs les gaŶglioŶs lǇŵphatiƋues des patieŶts atteiŶts d͛uŶ ĐaŶĐeƌ ĐoloƌeĐtal 

suggĠƌaŶt Ƌu͛uŶ ƌappoƌt ĠleǀĠ de LT RORγ+/LT CD3+ pourrait être utilisé comme un facteur 

pronostic pour la survie post-opératoire (Yoshida et al., 2016). Un effet pro-tumoral associé aux 

cellules Th17 a été également identifié dans le cancer du sein dans une étude assez récente 

réalisée par Ma et al. Ces chercheurs ont montré que ces cellules stimulent les cellules 

tumorales mammaires pouƌ Ƌu͛elles sécrètent du CXCl (chemokine (C-X-C motif) ligand) 1, 

chimiokine jouant un rôle essentiel dans la promotion de la croissance tumorale (Ma et al., 

2018). D͛autƌes Ġtudes oŶt, ĐepeŶdaŶt, ŵoŶtƌĠ Ƌue Đe sous-type cellulaire peut induire le 

ƌeĐƌuteŵeŶt aiŶsi Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ des Đellules ĐǇtotoǆiƋues (NK et LTCD8+) et des cellules 
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effectrices Th1 (Nuñez et al., 2013). L͛effet aŶti-tumoral de ces Th17 pourrait être lié à leur 

grande plasticité (à la différence des cellules Th1 et Th2) leur permettant de se redifférencier 

en cellules Th1, intervenant alors daŶs l͛iŶhiďitioŶ de la ĐƌoissaŶĐe tuŵoƌale (Martin et al., 

2012). En ce qui concerne les cellules Th2, même si Tosolini et al., Ŷ͛oŶt ŵoŶtƌĠ auĐuŶe 

corrélation de la présence des Đellules ThϮ à la suƌǀie des patieŶts atteiŶts d͛uŶ ĐaŶĐeƌ 

colorectal (Tosolini et al., 2011), DeNardo et al., oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue Đes Đellules sĠĐƌĠtƌiĐes d͛IL-4 

jouent un rôle important dans la régulation de la fonction effectrice des macrophages associés 

aux tumeurs mammaires. Ces cellules vont donc sécréter des facteurs de croissance et 

angiogéniques, des protéases ainsi que des facteurs de survie tumorale, et induire la formation 

de métastases d͛oƌigiŶe tumorale mammaire (DeNardo et al., 2009). D͛autƌes Ġtudes oŶt 

également montré que les cellules Th2, en réponse à la signalisation induite par la chimiokine 

CCL (chemokine (C-C motif) ligand) Ϯ, augŵeŶteŶt l͛aĐtiǀitĠ pƌo-métastatique des cellules 

myéloïdes associées aux tumeurs, aussi ďieŶ eŶ ĐliŶiƋue Đhez les patieŶtes atteiŶtes d͛uŶ ĐaŶĐeƌ 

du sein, Ƌu͛eŶ pƌĠĐliŶiƋue Đhez des souƌis poƌteuses de tumeurs mammaires 4T1 (Mandal et 

al., 2018; Zhang et al., 2015). En ce qui concerne les cellules Th1, leur rôle anti-tumoral a été 

bien établi dans de nombreux types de cancers dont le cancer du sein (Ostrand-Rosenberg, 

2005; Zhao et al., 2019). Plusieurs essais cliniques ont mis en évidence une dérégulation de la 

ďalaŶĐe Thϭ/ThϮ eŶ faǀeuƌ des Đellules ThϮ Đhez les patieŶtes atteiŶtes d͛uŶ ĐaŶĐeƌ du sein 

(Zhao et al., 2019). En revanche, un switch de ce rapport en faveur de la polarisation de type 

Th1 était corrélée à un bon pronostic avec un taux de survie élevé et un faible taux de récidive 

dans plusieurs types de cancers dont le cancer du sein (Yu et al., 2014; Zhao et al., 2019). 

Plusieurs mécanismes responsables de la fonction anti-tumorale des Th1 ont été évoqués et 

peuvent être directs ou indirects. En effet, les Thϭ, paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe des ĐǇtokiŶes IFN-γ et 

TNF, peuvent agir directement sur les cellules tumorales pour induire un arrêt permanent de 

leur croissance (Braumüller et al., 2013). Cependant, le mécanisme le plus connu repose sur 

leur capacité à agir indirectement sur les cellules cancéreuses ǀia le ƌeĐƌuteŵeŶt et l͛aĐtiǀatioŶ 

d͛autƌes Đellules appaƌteŶaŶt aussi ďieŶ à l͛iŵŵuŶitĠ iŶŶĠe Ƌu͛adaptatiǀe. En effet, par 

l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe des ĐǇtokiŶes Ƌu͛elles sĠĐƌğteŶt, IFN-γ, TNF-α, et GM-CSF (Granulocyte / 

Macrophage-Colony Stimulating Factor), elles induisent, par exemple, la polarisation des 

macrophages vers le sous-type anti-tumoral M1 et augmentent leur activité cytotoxique contre 

les cellules tumorales (DeNardo et al., 2009) (Figure 4). Elles soŶt ĠgaleŵeŶt Đapaďles d͛iŶduiƌe 

le ƌeĐƌuteŵeŶt, l͛eǆpaŶsioŶ, la différenciation aiŶsi Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ des Đellules cytotoxiques 
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(les cellules NK et TCD8+) qui à leur tour reconnaissent et éliminent les cellules tumorales 

(Dushyanthen et al., 2015; Lowenfeld et al., 2019; Lu, 2017). Cet effet semble être lié à la 

capacité des cellules Th1 à sécréter de l͛IFN-γ et de l͛IL-2, cytokines importantes dans le 

ƌeĐƌuteŵeŶt et l͛aĐtiǀatioŶ des Đellules TCD8+ (Bos & Sherman, 2010). 

 

 

 

Figure 4 : Polarisation des LT naïfs vers les différents sous-types TCD4+ et rôle antagoniste des cellules Th1 et Th2 

dans le cancer. Les cellules TCD4+ naïves peuvent se différencier en plusieurs sous-types cellulaires et exprimer 

des facteurs de transcription et des cytokines qui leurs sont spécifiques. Ce mécanisme est orchestré, entre autres, 

paƌ les CD sĠĐƌĠtƌiĐes de ĐǇtokiŶes. La sĠĐƌĠtioŶ d’IFN-γ et d’IL-ϭϮ, ou d’IL-Ϯ et d’IL-ϰ, ou d’IL-4 et de TGF-β, ou 
d’IL-6 et d’IL-Ϯϭ, ou d’IL-2 et de TGF-β, ou eŶĐoƌe d’IL-Ϯϯ, d’IL-6 et de TGF-β iŶduit l’eǆpƌessioŶ ƌespeĐtiǀe des 
facteurs de transcription Tbet (Th1), GATA3 (Th2), PU-ϭ ;ThϵͿ, BCLϲ ;TfhͿ, Foǆpϯ ;TƌegͿ et RORγT ;ThϭϳͿ. Ces 
Đellules ǀoŶt seĐƌĠteƌ de l’IFN-γ ;ThϭͿ, de l’IL-4, -5 et -ϭϯ ;ThϮͿ, de l’IL-ϵ ;ThϵͿ, de l’IL-Ϯϭ ;TfhͿ, de l’IL-10, -35 et du 

TGF-β ;TƌegͿ et eŶ fiŶ de l’IL-ϮϮ et de l’IL-17A/F (Th17). La balance Th1/Th2 joue un rôle primordial dans 

l’appaƌitioŶ et la pƌogƌessioŶ des tuŵeuƌs. EŶ effet, uŶ eŶǀiƌonnement riche en Th1 va permettre la polarisation 

des macrophages vers le phénotype anti-tumoral (M1) et le recrutement des LT cytotoxiques qui vont ensemble 

ĐoŶtƌiďueƌ à l’iŶhiďitioŶ de la ĐƌoissaŶĐe tuŵoƌale. A l’iŶǀeƌse, uŶ eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ƌiĐhe eŶ ThϮ ǀa  permettre la 

polarisation des macrophages vers le phénotype pro-tuŵoƌal ;MϮͿ et l’augŵeŶtatioŶ de la pƌogƌessioŶ tuŵoƌale. 
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3.1.1.2. Rôle de l͛iŵŵuŶitĠ adaptatiǀe : les LT CDϴ+ 

Les LT CD8+ cytotoxiques (CTL (cytotoxic T lymphocyte)) correspondent aux cellules T les plus 

iŵpliƋuĠes daŶs l͛ĠliŵiŶatioŶ des tuŵeuƌs de par leur capacité à reconnaitre, à eux seuls ou 

paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe des CD, les antigènes tumoraux présentés par les molécules du CMH-I. Cette 

interaction avec les antigènes tumoraux peƌŵettaŶt l͛aĐtiǀatioŶ de leuƌ foŶĐtioŶ ĐǇtolǇtiƋue et 

l͛ĠliŵiŶatioŶ des Đellules tuŵoƌales. Ce processus nécessite également la présence de cytokines 

produites par le MET, entre autre par les CD, afin de permettre leur prolifération et leur 

activation optimale  (Farhood et al., 2019). Outre les cellules tumorales et les CD, les cellules 

TCDϰ+, ǀia l͛eǆpƌessioŶ du ligaŶd CDϰϬL, interviennent également dans le processus 

d͛aĐtiǀation et de différenciation des LT CD8+ en CTL effectrices et mémoires. Deux différentes 

ǀoies d͛aĐtiǀatioŶ des LT CD8+, dépendantes de CD40L, sont donc à distinguer (Borst et al., 

2018; Zhang et al., 2009) :   

 La voie indirecte : les cellules TCD4+/CD40L+ vont interagir avec les CD exprimant le 

récepteur CD40. Cette iŶteƌaĐtioŶ peƌŵet l͛aĐtiǀatioŶ des CD Ƌui se ĐhaƌgeŶt à leuƌ touƌ 

d͛aĐtiǀeƌ les Đellules TCD8+ (Bennett et al., 1998; Ridge et al., 1998; Schoenberger et al., 1998; 

Zhang et al., 2009),  

 La voie directe : les cellules TCD4+/CD40L+ interagissent directement avec les LT CD8+/ 

CD40+, dans ce cas le rôle des CD consiste à mettre en contact ces deux types cellulaires 

(Bourgeois et al., 2002). 

Une fois activées, ces cellules TCD8+ vont utiliser trois mécanismes majeurs pour exercer leur 

activité cytotoxique sur les cellules tumorales. Le premier repose sur la capacité de ces cellules 

à sĠĐƌĠteƌ des ŵĠdiateuƌs soluďles tels Ƌue l͛IFN-γ. Cette cytokine ǀa peƌŵettƌe l͛aŵplifiĐatioŶ 

de la réponse adaptative, ainsi que la différenciation de ces cellules TCD8+ en CTL effectrices. 

Cette cytokine induit également le recrutement des cellules de l͛iŵŵuŶitĠ innée telles que les 

macrophages, et l͛iŶduĐtioŶ de leuƌ polarisation vers le phénotype anti-tumoral M1. Elle a 

ĠgaleŵeŶt uŶ effet iŶhiďiteuƌ suƌ l͛aŶgiogeŶğse des Đellules tuŵoƌales, ainsi que stimulateur 

de l͛eǆpƌessioŶ du CMH-I par ces dernières cellules et la présentation de leur antigènes 

tumoraux. Le deuxième mécanisme repose sur la capacité de ces cellules à iŶduiƌe l͛eǆoĐǇtose 

de granules contenant le granzyme A et B et la perforine. En effet, une fois ces cellules 

effectrices mises en contact avec les cellules tumorales, elles produisent de la perforine pour 

induire des pores au niveau de leurs membranes plasmiques, ces trous vont donc faciliter 
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Figure 5 : Mécanismes d'action des cellules TCD8+. Tƌois ŵĠĐaŶisŵes soŶt à l’oƌigiŶe de l’effet aŶti-tumoral des 

Đellules TCDϴ+ : ϭͿ sĠĐƌĠtioŶ d’IFN-γ Ƌui ǀia uŶe ďouĐle de ƌĠtƌoĐoŶtƌôle positif iŶduit l’aŵplifiĐatioŶ de leuƌ 
différenciation en LT cytotoxiques effecteurs et de la réponse adaptative, ainsi que le recrutement et la 

polarisation des macrophages M1 ; 2) la sécrétion de perforine, induisant des pores au niveau des cellules 

tumorales, et du granzyme A et B qui, une fois rentré dans la cellule tumorale via les pores formés par la perforine, 

pƌoǀoƋue uŶ Đliǀage des suďstƌats iŶtƌaĐellulaiƌes et l’apoptose des cellules cancéreuses ; 3) induction de 

l’apoptose ǀia l’iŶteƌaĐtioŶ de FasL eǆpƌiŵĠ paƌ les LT CD8+ avec les récepteurs de mort Fas  présents à la surface 

des cellules tumorales 

l͛eŶtƌĠe des pƌotĠases gƌaŶzǇŵe A et/ou B, le clivage des substrats intracellulaires ainsi que 

l͛apoptose des Đellules Điďles. Enfin, le troisième mécanisme correspond à l͛iŶduĐtioŶ de 

l͛apoptose des Đellules tuŵoƌales via l͛aĐtiǀatioŶ de la voie Fas / FasL, l͛aĐtiǀatioŶ des Đaspases 

pro-apoptotiques et la sécrétion du cytochrome C (Farhood et al., 2019; Thomas & Massagué, 

2005) (Figure 5).  

La présence des LT CD8+ au sein des tumeurs est associée, dans la majorité des cas, à un bon 

pronostic. Cette corrélation a été identifiée dans de nombreux types de cancers tels que le 

cancer de l͛oǀaiƌe (Zhang et al., 2003), le cancer colorectal (Pagès et al., 2005) mais aussi dans 

le cancer du sein (Liu et al., 2011; S. Liu et al., 2012; Mahmoud et al., 2011; K. Wang et al., 

2016). 
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3.1.2. Molécules / cellules iŵpliƋuĠes daŶs la phase d͛ĠĐhappeŵeŶt 

Plusieurs mécanismes peuvent ainsi être mis en place afin de permettre aux cellules tumorales 

de Đƌoîtƌe à l͛insu du système immunitaire. Les cellules cancéreuses vont, par exemple, sous-

exprimer leurs antigènes tumoraux et les molécules du CMH, mais également augmenter 

l͛eǆpƌessioŶ de ŵolĠĐules aŶti-apoptotiques ou de molécules de surface tels les ligands aux PCI 

(exemple PD-L (Programmed cell Death-Ligand) 1 ou 2), produire des molécules 

immunosuppressives, telles que TGF-, IL-10 et IDO (Indoleamine 2,3-DiOxygenase), ou pro-

angiogèniques (VEGF), exprimer des facteurs de transcription impliqués dans la prolifération 

cellulaire, tels que STAT3, et induire le recrutement de cellules immunosupressives telles que 

les Treg et les MDSCs (Avalle et al., 2012; Dunn et al., 2002; Dunn et al., 2004; Li et al., 2016; 

O'Donnell et al., 2019). En effet, plusieurs études effectuées sur des patientes porteuses de 

cancer du sein, ont montré que ces dernières présentaient des signes biologiques 

d͛iŵŵuŶosuppƌessioŶ tels Ƌue le ďloĐage de la différenciation des LT CD8+, la diminution du 

nombre de lymphocytes NKT (Natural Killer T), la produĐtioŶ d͛IFNγ, l͛eǆpƌessioŶ de la ĐhaiŶe ζ 

du TCR ou de ŵolĠĐule de ĐostiŵulatioŶ, l͛augŵeŶtatioŶ du Ŷoŵďƌe des Đellules 

immunorégulatrices (Treg, Th2 ou MDSCs (Myeloid-Derived Suppressor Cells)) ainsi que de la 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ saŶguiŶe de ŵolĠĐules iŵŵuŶosuppƌessiǀes telles Ƌue l͛aƌgiŶase et la PGE2 

(ProstaGlandine E2) (Zitvogel, 2014).  

3.1.2.1. Molécules immunosuppressives 

Plusieurs molécules sont secrétées au sein du microenvironnement tumorale (MET) et jouent 

un rôle important dans la suppression du système immunitaire. Parmi ces molécules, on 

ƌetƌouǀe l͛adĠŶosiŶe, uŶ puissant métabolite immunosuppresseur, produit à paƌtiƌ de l͛ATP 

daŶs des ĐoŶditioŶs d͛hǇpoǆie grâce aux endonucléotidases CD39 et CD73. Une fois accumulée 

daŶs le MET, l͛adĠŶosiŶe eǆeƌĐe sa foŶĐtioŶ iŵŵuŶoƌĠgulatƌiĐe eŶ se fiǆaŶt suƌ l͛uŶ de ses 

récepteurs A1R, A2AR, A2BR ou A3R (Allard et al., 2017; Vijayan et al., 2017). Elle permet ainsi 

l͛aŶeƌgie de la ƌĠpoŶse TCDϰ+ aǀeĐ uŶe augŵeŶtatioŶ de leuƌ ĐoŶǀeƌsioŶ eŶ Đellules iŵŵuŶo-

inhibitrices Treg, la diminution de la cytotoxicité des cellules cytotoxiques (CD8+ et NK), 

l͛iŶhiďitioŶ des CD aiŶsi Ƌue la ĐoŶǀeƌsioŶ des ŵaĐƌophages Mϭ ǀeƌs le phĠŶotǇpe pƌo-tumoral 

M2 (Allard et al., 2016; Mastelic-Gavillet et al., 2019). Plusieurs enzymes Đoŵŵe l͛arginase et 

l͛IDO sont également secrétées paƌ les tuŵeuƌs afiŶ d͛iŶhiďeƌ le sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe. Le 
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ŵĠĐaŶisŵe d͛aĐtioŶ de Đes deuǆ eŶzǇŵes ĐoŶsiste à Đataďoliseƌ les aĐides aŵiŶĠs (arginine et 

tryptophane respectivement) indispensables au fonctionnement des cellules effectrices 

(Anestakis et al., 2015; O'Donnell et al., 2019). Les tumeurs sécrètent également la PGE2, un 

acide gras jouant un rôle important dans la suppression des cellule T. En effet, outre son 

puissant rôle immunosuppresseur direct, elle joue également un rôle très important dans la 

reprogrammation des cellules myéloïdes monocytaires vers un phénotype immunosuppresseur 

(M-MDSCs) (Porta et al., 2020), ainsi que dans la potentialisation de leur fonction 

iŵŵuŶosuppƌessiǀe et l͛augŵeŶtatioŶ de leuƌ ĐapaĐitĠ à iŶduiƌe la pƌolifĠƌatioŶ des Đellules 

Treg ;Toŵić et al., ϮϬϭϵͿ. Il a ĠtĠ ĠgaleŵeŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue la PGEϮ peƌŵet l͛augŵeŶtatioŶ de 

l͛eǆpƌessioŶ de plusieuƌs ŵolĠĐules immunosuppressives par les MDSCs, telles que le ligand aux 

PCIs, PD-L1 (Programmed cell Death-Ligand 1) (Prima et al., 2017), ŵais ĠgaleŵeŶt l͛aƌgiŶase, 

l͛IDO et l͛iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase) (Donkor et al., 2009; Obermajer et al., 2012; 

Ochoa et al., 2007). Les cytokines IL-6, IL-12, TGF-β et VEGF sont aussi des molécules sécrétées 

pas les tumeurs afin de permettre le dysfonctionnement immunitaire ainsi que la croissance 

tumorale et la formation de métastases. Un des mécanismes par lesquels ces cytokines agissent 

est la surexpression de PCIs à la surface des TILs (Tumor Infiltrating Lymphocytes, cas de VEGF) 

(Johnston et al., 2016; Voron et al., 2015) ou de récepteurs à ces points de contrôle au sein des 

tumeurs ou des TILs (cas de TGF-, Il-6 et IL-12) (David et al., 2017). 

3.1.2.2. Les points de contrôle négatifs immunitaires  

3.1.2.2.1. Généralités 

Les PCIs soŶt des ŵolĠĐules doŶt l͛eǆpƌessioŶ est iŶduite eŶ ƌĠpoŶse à l͛aĐtiǀatioŶ des LT afiŶ 

de permettre leur inhibition. Cette inhibition joue un rôle très important dans la tolérance 

centrale du soi (sĠleĐtioŶ positiǀe et ŶĠgatiǀe loƌs du ƌĠaƌƌaŶgeŵeŶt du TCRͿ afiŶ d͛Ġǀiteƌ les 

réactions auto-immunes, mais également dans la tolérance périphérique (expansion et 

différenciation des lymphocytes dans les tissus périphériques) peƌŵettaŶt aiŶsi l͛aŶeƌgie 

lymphocytaire (Zitvogel, 2014). A ce jour, sept PCIs ont été décrits tels que CTLA4 (Cytotoxic T 

Lymphocyte Antigen 4), PD-1 (Programmed cell Death protein-1), Tim-3 (T-cell immunoglobulin 

mucin domain-3), LAG-3 (Lymphocyte Activation protein 3, ou CD223), TIGIT (T cell 

ImmunoGlobulin and ITIM domain), VISTA (V-domain Ig Suppressor of T cell Activation) et 

BTLA4 (B and T cell Lymphocyte Attenuator) (Figure 6). CTLA4 et PD-1 sont les deux premières 
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molécules à avoir été découvertes. L͛histoiƌe a commencé dans les années 80, lorsque les 

ĐheƌĐheuƌs oŶt ĐoŵŵeŶĐĠ à ĐoŵpƌeŶdƌe Ƌu͛outre les signaux activateurs (les liaisons TCR-

CMH et CD28-CD80/86), les LT répondent également à des signaux inhibiteurs (la liaison CTLA4-

CD80/86) qui seraient iŵpliƋuĠs daŶs l͛iŶaĐtiǀatioŶ de Đes Đellules iŵŵuŶitaiƌes (Ballas, 2018; 

Brunet et al., 1987). C͛est eŶ ϭϵϵϱ Ƌue deuǆ ĠƋuipes oŶt mis en évidence une hyper 

prolifération des LT associée à la mort des souris lorsque ces dernières étaient déficientes en 

CTLA4. Ces résultats étant eŶ faǀeuƌ de l͛utilisatioŶ d͛iŶhiďiteuƌs de CTLA4 dans le traitement 

des cancers (Tivol et al., 1995; Waterhouse et al., 1995), il y a eu la mise au point des premiers 

Acs dirigés contre ce PCI. C͛est aiŶsi eŶ ϭϵϵϲ, Ƌue l͛ĠƋuipe de James Allison a commencé à 

tester ces Ac en précliniques, chez des souris porteuses de mélanome. Les résultats étaient très 

encourageants puisƋu͛une forte régression des tumeurs était observée en réponse à l͛anti-

CTLA4 (Leach et al., 1996). Ces résultats ont été en faveur du développement d͛AĐs inhibant 

CTLA4 et utilisables en clinique, comme l͛ipiliŵuŵaď. UŶ essai ĐliŶiƋue de phase III a alors été 

mis en place en 2010, et a montré des résultats « miraculeux » chez les patients atteints de 

mélanome métastatique avec une médiane de survie gloďale allaŶt jusƋu͛à ϭϬ,1 mois (Hodi et 

al., 2010). En 1992, l͛ĠƋuipe de Tasuku HoŶjo a ƌĠussi à ideŶtifieƌ uŶe autƌe ŵolĠĐule faisaŶt 

partie des PCIs et responsable de la mort par apoptose des Đellules l͛eǆpƌiŵaŶt, il s͛agit de PD-

1 (Ishida et al., 1992). Toutes ces avancées ont permis à Honjo T et Allison J de bénéficier du 

prix Nobel en physiologie et médecine en 2018 (Ballas, 2018). Par la suite les cinq autres PCIs 

ont été identifiés incluant Tim-3 (Monney et al., 2002), LAG-3 (Andrews et al., 2017), TIGIT (Yu 

et al., 2009), VISTA (Wang et al., 2011) et BTLA4 (Greenwald et al., 2005; X. Yu et al., 2019) et 

qui représentent aussi des cibles thérapeutiques assez encourageantes dans le traitement du 

cancer. 
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3.1.2.2.2.  CTLA4 et PD-1 

CTLA4 est une molécule de co-stimulation qui est exprimée de manière constitutive par les 

LTreg (Ohue & Nishikawa, 2019), mais aussi par les autres LT une fois activés. Elle a une forte 

homologie structurale avec la molécule de co-stimulation CD28 et présente une plus grande 

affinité que CD28 pour CD80/CD86. Cette grande affinité envers CD80/86 lui permet de se lier 

de façon compétitive avec ce récepteur présent sur les Đellules pƌĠseŶtatƌiĐes d͛Ag (APC 

(Antigen Presenting Cells)) et les LB. A la différence de CD28, qui en se fixant sur CD80/CD86 

iŶduit l͛aĐtiǀatioŶ des LT, CTLAϰ ĐoŶtƌiďue au phĠŶoŵğŶe d͛aŶeƌgie, et doŶĐ à l͛ĠĐhappeŵeŶt 

tumoral (Haanen & Robert, 2015). PD-1, est exprimé de manière constitutive par les LT CD4-

/CD8- et conduit à la tolérance centrale lors de la sélection positive et négative, mais il est aussi 

exprimé de manière inductible sur les LT activés et joue alors un rôle dans la tolérance 

pĠƌiphĠƌiƋue et l͛aŶeƌgie lǇŵphoĐǇtaiƌe. Il peut aussi ġtƌe eǆpƌiŵĠ paƌ les LB, les LTƌeg, les NK 

et les CD. Son interaction avec ses ligands, PD-L1 ou PD-L2, va peƌŵettƌe de liŵiteƌ l͛aĐtiǀitĠ 

des LT via la diminution de la signalisation induite par le TCR. PD-L1 est exprimé par différents 

types cellulaires dont les cellules épithéliales, endothéliales et tumorales. Son expression sur 

les cellules tumorales peut être dû à plusieurs mécanismes intrinsèques, tels que la délétion de 

Figure 6 : Expression des points de contrôle immunitaires négatifs et leurs ligands. 
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PTEN activant la voie PI3K, ou extrinsèques, aǀeĐ paƌ eǆeŵple la sĠĐƌĠtioŶ d͛IFN-γ paƌ les LT 

activés.  PD-L2, par contre, est exprimé par les APCs activées (Haanen & Robert, 2015; Pitt et 

al., 2016). L͛iŶhiďitioŶ de Đes PCIs par des Acs les ciblant a donc pour but de réactiver la réponse 

immune et permettre l͛ĠƌadiĐatioŶ des tuŵeuƌs. L͛utilisatioŶ de Đes AĐs a peƌŵis d͛oďteŶiƌ des 

résultats très encourageants dans plusieurs types de cancers tels que le poumon, l͛ovaire, le 

mélanome et le sein. 

3.1.2.2.3. Les inhibiteurs des points de contrôle négatifs immunitaires 

dans le cancer du sein 

3.1.2.2.3.1. Anti-CTLA4 dans le cancer du sein 

Il a été montré que le blocage de CTLA4 par un Ac monoclonal anti-CTLA4 induit la levée 

d͛iŶhiďitioŶ des LT aĐtiǀĠs, ŵais aussi l͛iŶhiďitioŶ des LTreg dans le MET (Ohue & Nishikawa, 

2019; Pitt et al., 2016). A ce jour deux Ac anti-CTLA4 sont utilisés, il s͛agit de l͛ipiliŵuŵaď ;ou 

MDX-010, IGg1) et du tremelimumab (ou ticilimumab, IGg2) (Su et al., 2016). L͛ipiliŵuŵaď a 

été le premier Ac ciblant CTLA4 testé dans un essai clinique de phase III en association ou non 

aǀeĐ uŶ ǀaĐĐiŶ à ďase du peptide gpϭϬϬ Đhez des patieŶts atteiŶts d͛uŶ ŵĠlaŶoŵe 

métastatique. Les résultats étaient assez encourageants ƋuaŶt à l͛utilisatioŶ de l͛ipiliŵuŵaď 

seul dans le traitement du mélanome métastatique. Ils ont en effet montré que, 

iŶdĠpeŶdaŵŵeŶt de soŶ assoĐiatioŶ au ǀaĐĐiŶ, l͛ipiliŵuŵaď aŵĠlioƌait la suƌǀie gloďale de Đes 

patients (ϭϬ ŵois pouƌ l͛ipiliŵuŵaď +/- gp100 vs 6,4 mois pour gp100 seul) (Hodi et al., 2010). 

L͛effiĐaĐitĠ de l͛ipiliŵuŵaď a ensuite été mise en évidence dans le cancer du poumon non à 

petites cellules (NSCLC (Non Small Cell Lung Carcinoma)), tout Đoŵŵe l͛effiĐaĐitĠ aŶti-tumorale 

du tremelimumab dans le mélanome avancé et le NSCLC (Xia & Herbst, 2016). En effet des 

essais cliniques de Phase I / II, ont montré que le tremelimumab induisait des réponses anti-

tuŵoƌales duƌaďles aǀeĐ des toǆiĐitĠs gĠƌaďles Đhez les patieŶts atteiŶts d͛uŶ ŵĠlaŶoŵe aǀaŶĐĠ 

(Reuben et al., 2006). Dans le NSCLC également, l'utilisation de l͛ipilimumab a montré une 

amélioration de la survie des patients atteint de ce type de cancer lorsqu'il est administré en 

association avec des chimiothérapies standards telles que le paclitaxel et le carboplatine (Xia & 

Herbst, 2016). A Đe jouƌ, l͛utilisatioŶ de Đes Acs chez les patientes atteintes d'un cancer du sein, 

Ŷ͛a pas démontré d͛effiĐaĐitĠ thĠƌapeutiƋue eŶ monothérapie (Su et al., 2016). Cependant, 

l͛utilisatioŶ des iŶhiďiteuƌs de CTLAϰ/PD-1 ĐoŵďiŶĠs à d͛autƌes tƌaiteŵeŶts, tel Ƌue le 
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trastuzumab emtansine (T-DM1), semble montrer des résultats très probants en préclinique 

dans un modèle de tumeur HER2+ (Müller et al., 2015), ŵais ĠgaleŵeŶt eŶ ĐliŶiƋue loƌsƋu͛ils 

sont combinés avec un inhibiteur de l'aromatase stéroïdienne qui inhibe la synthèse des 

œstƌogğŶes, l͛eǆeŵestaŶe. Cet essai clinique de phase I réalisé sur des patientes atteintes d͛uŶ 

cancer du sein avancé traitĠes aǀeĐ l͛assoĐiatioŶ du tƌeŵeliŵuŵaď à l͛eǆeŵestaŶe a, eŶ effet, 

montré que cette combinaison était associée à un taux élevé de cellules TCD4+ et TCD8+ 

exprimant ICOS (IŶduĐiďle T‐Đell COStiŵulatoƌǇ) (Vonderheide et al., 2010).  

3.1.2.2.3.2. Anti PD-1/PD-L1 dans le cancer du sein 

Les Acs monoclonaux ciblant le point de contrôle PD-1 sont à ce jour au nombre de cinq avec 

le pembrolizumab (anti-PD-1 : Ac monoclonal humanisé (IgG4-κͿͿ, le Ŷiǀoluŵaď ;aŶti-PD-1 : 

IgG4), le pidilizumab (anti-PD-1 : Ac monoclonal humanisé (IgG1-κͿͿ, l͛atezolizumab (anti-PDL-

1, aussi appelé MPDL3280A) et le BMS936559 (anti-PD-L1) (Brahmer et al., 2012; Lee et al., 

2016). Trois de ces inhibiteurs sont approuvés par la FDA dans le traitement des mélanomes 

métastatiques non résécables (pembrolizumab et nivolumab), des NSCLC (pembrolizumab, 

nivolumab et atezolizumab), du cancer rénal métastatique (nivolumab) et du cancer urothélial 

localement avancé ou métastatique (atezolizumab) (Pitt et al., 2016; Spigel et al., 2018; Zou et 

al., 2016). Le pembrolizumab peut également être indiqué dans le traitement de nombreux 

autres cancer, tels que le cancer de la tête et du cou (Moskovitz et al., 2018), le carcinome 

urothélial métastatique (Bellmunt et al., 2017), le ĐaŶĐeƌ du Đol de l͛utĠƌus (Frenel et al., 2017) 

et d͛autƌes eŶĐoƌe. Plusieuƌs essais ĐliŶiƋues de phase Iď ou II oŶt ĠgaleŵeŶt testĠ Đes Acs 

ŵoŶoĐloŶauǆ eŶ ŵoŶothĠƌapie daŶs le tƌaiteŵeŶt des patieŶtes atteiŶtes d͛uŶ CSTN 

métastatique précédemment traitées (Adams, Schmid, et al., 2019; Nanda et al., 2016) ou pas 

(Adams, Loi, et al., 2019) avec des chimiothérapies comme les anthracylclines et les taxanes, et 

ont montré une activité anti-tumorale assez durable avec un profil de sécurité assez gérable.  

Cependant le taux de réponse des patientes à ces différents inhibiteurs dépasse rarement les 

40% dans plusieurs types de cancer, et les 21% dans le cancer du sein (Pitt et al., 2016; Zou et 

al., 2016). Ces échecs provenant probablement de l'hétérogénéité d'expression de PD-L1 par 

ces types de tumeurs (Bedognetti et al., 2016). Leuƌs assoĐiatioŶs à d͛autƌes thĠƌapies aŶti-

cancéreuses semble, en revanche, montrer des résultats assez encourageants dans le 

traitement du cancer du sein. Plusieurs essais cliniques de phase I (Adams, Diamond, et al., 
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2019; Loi et al., 2019), II (Loi et al., 2019; Nanda et al., 2020) et III (Schmid, Cortes, et al., 2020; 

Schmid, Rugo, et al., 2020) associant les anti-PD-1 ou PD-Lϭ aǀeĐ d͛autƌes tƌaiteŵeŶt du cancer 

de sein tels que le nab-paclitaxel, le trastuzumab, le paclitaxel, la carboplatine, la doxorubicine-

cyclophosphamide ou l͛epirubicin-cyclophosphamide, ont été mené. AiŶsi, l͛essai clinique de 

phase III mené par Schmid et al., et réalisé sur des patieŶtes atteiŶtes d͛uŶ CSTN a montré que 

pour celles recevant l͛association de chimiothérapies néoadjuvantes (le paclitaxel, la 

carboplatine, la doxorubicin-cyclophosphamide et l͛epirubicin-cyclophosphamide) avec du 

pembrolizumab, le taux de réponse pathologique complète était de 64,8% comparé à un taux 

de 51.2% chez les patientes recevant de la chimiothérapie + placebo (Schmid, Cortes, et al., 

2020). L͛essai ĐliŶiƋue de phase I/II ƌĠalisĠ paƌ loi et al., en 2019, sur des patientes atteintes 

d͛uŶ cancer HER2+ / PD-L1+ à un stade avancé et résistant au trastuzumab, a montré que 

l͛assoĐiatioŶ du peŵďƌolizuŵaď aǀeĐ du tƌastuzuŵaď montrait un bénéfice clinique durables 

(Loi et al., 2019). L͛eǆpƌessioŶ, naturelle ou induite par les traitements, de PD-L1 au niveau des 

tumeurs seŵďle doŶĐ ġtƌe uŶ ŵaƌƋueuƌ pƌĠdiĐtif de l͛utilisatioŶ de Đes iŶhiďiteuƌs d͛ICPs. 

Certaines chimiothérapies comme le paclitaxel, l'étoposide et le 5-fluorouracile peuvent 

seŶsiďiliseƌ à l͛effet aŶti-tumoral des anti-PD-1/PD-L1 en augmentant l'expression de PD-L1 sur 

les lignées cellulaires de cancer mammaire (Migali et al., 2016). A l͛iŶǀeƌse d͛autƌes 

chimiothérapies comme la doxorubicine auraient tendance à iŶduiƌe la diŵiŶutioŶ d͛expression 

de PD-L1 par les cellules cancéreuses mammaires (Zitvogel, 2014) ne favorisant pas l͛utilisatioŶ 

ultérieure d͛inhibiteurs de PD-L1/PD-ϭ. UŶe Ġtude pƌĠĐliŶiƋue suƌ des souƌis poƌteuses d͛uŶe 

tuŵeuƌ ŵaŵŵaiƌe iŶduite ǀia l͛iŶjeĐtioŶ de Đellules EMT6, a également montré un effet 

sǇŶeƌgiƋue de l͛assoĐiatioŶ de ƌĠoǀiƌus ;ǀiƌus à ARNdďͿ à uŶ aŶti-PD-1. Ces réovirus seuls 

ĠtaieŶt Đapaďles d͛iŶduiƌe uŶe augŵeŶtatioŶ du recrutement des LTreg intratumoraux, mais 

suƌtout l͛eǆpƌessioŶ de PD-L1 par les cellules tumorales, ce qui pourrait expliquer la 

poteŶtialisatioŶ iŶduite loƌsƋu͛ils soŶt assoĐiĠs à de l͛aŶti-PD-1 (Mostafa et al., 2018). 

Outre ces molécules immunosuppressives et ICP, plusieurs cellules immunitaires jouent 

ĠgaleŵeŶt uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs l͛iŵŵuŶosuppƌessioŶ et l͛ĠĐhappeŵeŶt tuŵoƌal. Paƌŵi Đes 

cellules on retrouve les cellules TCD4+ de type Treg et les cellules myéloides MDSCs. 
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3.1.2.3. Cellules immunosuppressives 

3.1.2.3.1. Cellules T régulatrices (Treg)  

Les cellules T régulatrices font partie des sous-types de LT CD4+ (5-10% des cellules CD4+ 

ĐiƌĐulaŶtsͿ, eǆpƌiŵaŶt le ƌĠĐepteuƌ à l͛IL-2 (CD25) et le facteur de transcription Foxp3 (Forkhead 

box p3), et secrétant plusieurs cytokines immunosuppressives telles que le TGF-β et l͛IL-10. Il 

s͛est aǀĠƌĠ Ƌue Đette populatioŶ Đellulaiƌe peut ġtƌe ĐlassĠe eŶ plusieuƌs sous-groupes ayant 

chacun un rôle différent dans le contrôle du système immunitaire. On retrouve ainsi les nTreg 

(natural Treg), les iTreg (induced Treg), les Tƌϭ ;les seules Ŷ͛eǆpƌiŵaŶt pas FoǆpϯͿ, les Treg 

secrétant IL-17 et les Tregs CD8+ (Hashemi et al., 2020; Zhang et al., 2014). Ces cellules ont en 

commun leur capacité à inhiber la réponse immunitaire dans le but de maintenir l͛hoŵĠostasie 

iŵŵuŶitaiƌe et Ġǀiteƌ l͛aĐtiǀatioŶ eǆĐessiǀe ou iŶappƌopƌiĠe du sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe à l͛oƌigiŶe 

des maladies auto-immunes (Lee & Lee, 2018). En fonction de leur sous-type, elles peuvent agir 

sur différentes cellules du système immunitaire dont les CD, les mastocytes, les basophiles, les 

éosinophiles, les autres sous-types CD4+ (Th1, Th2 et Th17) ainsi que les cellules TCD8+ (Zhang 

et al., 2014). Outre leur rôle physiologique, ces cellules peuvent aussi être impliquées dans de 

nombreuses pathologies doŶt le ĐaŶĐeƌ où elles joueŶt uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs l͛ĠĐhappeŵeŶt 

et la progression tumorale. Une augmentation du nombre de ces cellules a été retrouvée dans 

le sang et les tumeurs de patients atteints de nombreux types de cancers comme le cancer du 

seiŶ, du foie, de l͛estoŵaĐ, des oǀaiƌes, de l͛œsophage et la cancer gastrique et 

hépatocellulaire. Dans la majorité des cas, elle est associée à un mauvais pronostic et une faible 

survie (Bates et al., 2006; Gobert et al., 2009). EŶ effet, l͛ĠƋuipe de Bates et al., fut la première 

à ŵoŶtƌeƌ Ƌue la pƌĠseŶĐe d͛un taux élevé de TILs Foxp3+ était corrélée à des critères cliniques 

et histologiques agressifs dans le cancer du sein et à un faible taux de survie sans rechute (Bates 

et al., 2006). De même, une augŵeŶtatioŶ de l͛iŶfiltƌatioŶ tuŵoƌale paƌ des LTƌeg fortement 

activés et exprimant ICOS, a été retrouvée dans les tumeurs mammaires comme étant corrélée 

à un mauvais pronostique (Gobert et al., 2009). Il existe toutefois quelques exceptions, où la 

présence d'un nombre élevé de cellules T FoxP3+ est plutôt corrélée à un meilleur pronostic. 

C͛est le Đas du ĐaŶĐeƌ ĐoloƌeĐtal (Saito et al., 2016), et du lymphome de hodgkin (Alvaro et al., 

2005). Saito et al., ont, en effet, découvert deux types de cancer du côlon, le premier qui était 

infiltré par des cellules Treg Foxp3(hi), et le deuxième qui était riche en cellules Treg Foxp3(hi) 

Ŷ͛eǆpƌiŵaŶt pas CDϰϱRA et pƌĠseŶtaŶt uŶ Ŷiǀeau ĠleǀĠ de ĐǇtokiŶes iŶflaŵŵatoiƌes ;TGF-β et 
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l'IL-12). Le premier type était corrélé à un mauvais pronostic, alors que le deuxième était de 

bon pronostic (Saito et al., 2016).  

Le recrutement de ces cellules vers la tumeur se fait en réponse à certains chimioattractants 

de type CC ou CXC qui vont se lier à leur récepteurs CCR ou CXCR exprimés par les LTregs. On 

retrouve, par exemple, les couples CCR4-CCL17/22 (Kurose et al., 2015), CCR8-CCL1 

(Barsheshet et al., 2017), CCR10-CCL28 (Eksteen et al., 2006) et CXCR3-CCL9/10/11 (Müller et 

al., 2007). Une fois dans le MET, ces cellules commencent à exercer leurs fonctions 

immunosuppressives eŶ faǀeuƌ d͛uŶe augŵeŶtatioŶ de la pƌogƌessioŶ tuŵoƌale. Plusieuƌs 

mécanismes sont liés à leur activité immuno-inhibitrice. Comme évoqué précédemment, les 

cellules Treg expriment à leur surface CD25, un récepteur ayant une grande affinité pour la 

cytokine IL-2. L͛ĠpuiseŵeŶt du MET en IL-2 prive les autres cellules immunitaires de son 

utilisation et inhibe ainsi leur prolifération ainsi que leur activation en cellules effectrices 

(Setoguchi et al., 2005). De plus, ces LTreg sont des grands producteurs de cytokines inhibitrices 

de l͛aĐtiǀatioŶ des LT effeĐteuƌs, telles que le TGF-β, l͛IL-ϭϬ et l͛IL-35 (Collison et al., 2007; Maj 

et al., 2017; Takahashi et al., 1998). Ces cellules immunosuppressives peuvent également 

inhiber directement les APC ou les cellules effectrices via plusieurs mécanismes tels que la 

production de la perforine et du granzyme B (Cao et al., 2007), l͛iŶteƌaĐtioŶ de Fas (exprimé 

par les cellules effectrices) avec Fas ligand (exprimé par les LTreg) responsable de l͛apoptose 

des cellules cibles, ou encore l͛iŶteƌaĐtioŶ CTLAϰ ;exprimé par les LTreg) / CD80/86 (exprimé 

par les CD) inhibant ainsi la pƌĠseŶtatioŶ de l͛Ag auǆ Đellules effeĐtƌiĐes paƌ les CD. D͛autƌes 

PCIs peuvent également être exprimés par les cellules Treg et permettre soit l͛augŵeŶtatioŶ 

de leur fonction immunosuppressive via la liaison de PD-1 avec PD-L1 des cellules tumorales, 

soit l͛iŶhiďitioŶ des Đellules effeĐtƌiĐes présentant le CMH-II, ǀia l͛iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ LAG-3 des 

LTReg  (Camisaschi et al., 2010; Huang et al., 2004; Kamada et al., 2019; Ohue & Nishikawa, 

2019). Ces cellules Treg peuvent également exprimer des molécules costimulatrices telles que 

ICOSL (ICOS Ligand) qui, en interagissant avec son récepteur ICOS exprimé par les CD, induit la 

prolifération et l͛aĐtiǀatioŶ des LTregs (Ohue & Nishikawa, 2019). Un dernier mécanisme 

immunosuppresseur implique la sécrétion de métabolites immunosuppressifs, soit 

directement (adénosine) (Maj et al., 2017), soit indirectement en activant les CD (IDO) en 

réponse à l͛iŶteƌaction CTLA4 (LTreg) / CD80/86 (CD) (Figure 7, (Mellor & Munn, 2004)).  
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Figure 7 : Mécanismes d'action des cellules T régulatrices (Treg). Sept ŵĠĐaŶisŵes soŶt à l’oƌigiŶe de 
l’iŵŵuŶosuppƌessioŶ iŶduite paƌ les LTƌeg : ϭͿ iŶhiďitioŶ iŶdiƌeĐte ǀia l’eǆpƌessioŶ du ƌĠĐepteuƌ à l’IL-2 (CD25) 

iŶduisaŶt l’ĠpuiseŵeŶt eŶ IL-Ϯ et aiŶsi l’iŶhiďitioŶ de la  pƌolifĠƌatioŶ et de l’ aĐtiǀatioŶ des LT ; 2) interaction CTLA4 

(Treg) / CD80/86 (CD), entrainant une altération de la maturation des CD et la diminution de la disponibilité des 

ŵolĠĐules de ĐostiŵulatioŶ CDϴϬ/ϴϲ ; ϯͿ ĠpuiseŵeŶt des LT eŶ aĐides aŵiŶĠs esseŶtiels à leuƌ suƌǀie ǀia l’iŶduĐtioŶ 
de l’eǆpƌessioŶ d’IDO paƌ les CD ; 4) inhibition directe des cellules T via la sécrétion de cytokines inhibitrices (TGF-

β, IL-10 et IL-35) ; ϱͿ gĠŶĠƌatioŶ de l’adĠŶosiŶe à paƌtiƌ de l’ATP, Ƌui eŶ se fiǆaŶt suƌ soŶ ƌĠĐepteuƌ AϮAR eǆpƌiŵĠ 
paƌ les Đellules T, iŶduit l’iŶhiďitioŶ de Đes deƌŶiğƌes ; 6) interaction Fas (LT) / FasL (Treg), et sécrétion de perforine 

et granzyme B, résultant daŶs l’apoptose de Đes LT ; 7) expression des points de contrôle immunitaire négatifs tels 

que LAG-3, et PD-1 ou de molécules de costimulation ICOSL, qui vont se fixer sur CMH-II (LT), et PD-L1 (cellules 

tuŵoƌalesͿ et ICOS ;CDͿ ƌespeĐtiǀeŵeŶt. L’iŶteƌaĐtion PD-1 / PD-Lϭ et ICOS / ICOSL peƌŵetteŶt l’aĐtiǀatioŶ des 
Tƌeg aloƌs Ƌue l’iŶteƌaĐtioŶ LAG-3 / CMH-II peƌŵet l’iŶhiďitioŶ des Đellules effeĐtƌiĐes. 
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L͛iŶhiďitioŶ de Đes Đellules seŵďle doŶĐ ġtƌe uŶe approche immunothérapeutique très 

intéressante dans le traitement du cancer. Parmi les molécules de surface exprimées par les 

LTreg et pouvant être ciblées pour les inhiber on trouve : CD25, CTLA-4, PD-1, ICOS, OX40 

(molécule de costimulation de la famille TNF-R), CD15s, CCR4 et CCR8, dont certaines ont été 

testées daŶs des essais ĐliŶiƋues et d͛autƌes ŵĠƌiteŶt de l͛ġtƌe (Ohue & Nishikawa, 2019). 

Les cellules Tregs ne sont pas les seules à avoir un effet immunosuppresseur et intervenant 

daŶs la phase d͛ĠĐhappeŵeŶt et de pƌogƌessioŶ tuŵoƌale, oŶ ƌetƌouǀe ĠgaleŵeŶt les 

macrophages ou neutrophiles associées aux tumeurs (TAM (Tumor Associated Macrophages) 

ou TAN (Tumor Associated Neutrophils) respectivement), et surtout les MDSCs. Mon projet de 

thèse poƌtaŶt suƌ l͛effet aŶti-tumoral de la combinaison de traitements par la doxorubicine et 

le GTN (Glyceryl TriNitrate) et ciblant la reprogrammation des G-MDSC pro-tumoraux en G-

MDSC / neutrophiles anti-tumoraux, je vais me focaliser plus spécifiquement sur ces cellules.  

3.1.2.3.2. Les cellules MDSCs 

Les MDSC ĐoƌƌespoŶdeŶt à uŶe populatioŶ hĠtĠƌogğŶe de Đellules iŵŵuŶitaiƌes d͛oƌigiŶe 

myéloïde jouant un rôle majeur dans la régulation immunitaire de diverses maladies 

inflammatoires, en particulier le cancer, mais également les infections bactériennes ou 

parasitaires, les inflammations aigues et chroniques, les maladies auto-immunes et le stress 

traumatique (Bronte et al., 2016; Gabrilovich et al., 2007; Gao et al., 2019). Tout comme les 

LTregs, ces cellules foŶt paƌtie des Đellules iŵŵuŶosuppƌessiǀes pouǀaŶt ġtƌe à l͛oƌigiŶe de 

l͛ĠĐhappeŵeŶt et la pƌogƌessioŶ tumorale (Bronte et al., 2016; Gao et al., 2019).   

3.1.2.3.2.1. Origine  

Un intérêt croissant a porté sur une population de cellules retrouvées chez les patients atteints 

de cancers, ayant une origine myéloïde tout comme les macrophages et les CD, mais qui à la 

différence de ces dernières, sont immatures et ont une fonction immunosuppressive. A ces 

cellules a été attribué le nom de MDSC pour « Myeloid Derived Supressor Cells » (Bunt et al., 

2006; Gabrilovich et al., 2007; Millrud et al., 2017). EŶ effet, loƌs d͛uŶe iŶflaŵŵatioŶ aigue, uŶe 

activation de la myélopoïèse peut être observée pour donner naissance aux monocytes pro-

inflammatoires à partir de progéniteurs myéloïdes. Ces monocytes, une fois activés, migrent 

vers les tissus où ils subissent leur maturation en macrophages ou CD (Sica et al., 2019). En 
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revanche, dans certaines conditions pathologiques ou lors d͛iŶflaŵŵatioŶ ĐhƌoŶiƋue ;ĐaŶĐeƌ, 

agents infectieux ou lésions tissulaires), uŶe peƌtuƌďatioŶ de l͛appƌoǀisioŶŶeŵeŶt ƌĠgulieƌ eŶ 

Đellules ŵǇĠloïdes peut ġtƌe oďseƌǀĠe eŶtƌaiŶaŶt aiŶsi uŶe ŵǇĠlopoïğse d͛uƌgeŶĐe (Bronte et 

al., 2016). Deux conditions peuvent se mettre en place :  

 Le problème se résout rapidement et l'équilibre des cellules myéloïdes se rétabli sans 

conséquences négatives pour l'hôte ; 

 Dans le cas d͛uŶe inflammation chronique, de maladies auto-immunes ou de cancer, 

une myélopoïèse dérégulée peut-être retrouvée, se caractérisant par l'accumulation de cellules 

myéloïdes immatures qui ne suivent pas le chemin classique de différenciation. Ces cellules 

immatures présentent alors un programme d'activation (activation pathologique) différent de 

celui des cellules myéloïdes matures (Bronte et al., 2016). Deux sous-types majoritaires de 

MDSCs (les G-MDSCs et les M-MDSCs) peuvent alors être produits. Ces cellules peuvent se 

retrouver aussi bien dans la moelle osseuse, que dans la rate, les poumons, le sang périphérique 

et les tumeurs (Fleming et al., 2018). 

3.1.2.3.2.2. Sous-types et phénotypes  

En se basant sur leur caractéristiques phénotypique et morphologique, deux sous-populations 

de MDSCs peuvent être distinguées : les PolyMorphoNucléaires (PMN-MDSCs) appelés 

également Granulocytaires (G-MDSC) et les Monocytaires (M-MDSC) (Bronte et al., 2016). Au 

sein de la tumeur, la proportion de ces deux sous-types cellulaires dépend du type de cancer 

ainsi Ƌue de l͛Ġtat de pƌogƌessioŶ de la ŵaladie (Gabrilovich, 2017; Law et al., 2020), même si 

d͛uŶe ŵaŶiğƌe gĠŶĠƌale, Đe soŶt les G-MDSC qui sont les plus prédominants avec une moyenne 

de 80% (Fleming et al., 2018). Dans le cancer du sein, par exemple, les G-MDSCs semblent être 

retrouvées majoritairement par rapport aux M-MDSCs (Gabrilovich, 2017; Law et al., 2020), 

ĐepeŶdaŶt l͛effet iŵŵuŶosuppƌesseuƌ le plus iŶteŶse est assoĐiĠ auǆ M-MDSCs dans la majorité 

des cas (Dolcetti et al., 2010; Kumar et al., 2016; Law et al., 2017; Movahedi et al., 2008).  

Les G-MDSCs (Rapoport et al., 2020) et les M-MDSCs ressemblent morphologiquement et 

phénotypiquement aux neutrophiles et aux monocytes immatures respectivement, mais sont 

fonctionnellement différents. Ainsi ils expriment des marqueurs de lignées cellulaires 

ŵǇĠloïdes ŵais ils ŵaŶƋueŶt de ŵaƌƋueuƌs de ŵatuƌatioŶ et d͛aĐtiǀatioŶ (Millrud et al., 2017). 

En effet, phénotypiquement, ces cellules peuvent exprimer différents marqueurs qui peuvent 



48 
 

également être différents entre la souƌis et l͛hoŵŵe. Chez la souris, les M-MDSCs vont être 

caractérisées sur la base de cellules CD11b+/Gr-1low/Ly6Chi/Ly6G- alors que les G-MDSC sont 

CD11b+/Gr-1hi/Ly6Clow/Ly6G+. Chez l͛hoŵŵe, les M-MDSCs peuvent être soit CD14+/HLA-DRlo 

soit CDϭϭď+/CDϭϰ−/CDϯϯ+/ CDϭϱ−, aloƌs Ƌue les G-MDSC sont CD11b+/CD14-/CD33+/CD15+ 

(Nagaraj & Gabrilovich, 2010; Youn et al., 2013). Les différents marqueurs communs ou 

spécifiques des M-MDSC et des G-MDSCs sont présentés dans les Tableaux 1 (souris) et 2 

(Homme) (d͛apƌğs (Law et al., 2020)).  

Tableau 1 : Marqueurs spécifiques ou en commun des M- et G-MDSCs chez la souris ;d’après Law et al., 2020). 

Marqueurs  Niveau 
d͛eǆpƌessioŶ 
chez les M-

MDSC 

Niveau 
d͛eǆpƌessioŶ 
chez les G-

MDSC 

Fonction 

CCR2 +++ + Recrutement et expansion des MDSC 

CCR5 + + Recrutement et expansion des MDSC 

CD1b + - Utilisé par les NKT pour cibler les MDSC pour une immunité anti-tumorale 

CD11b 
(Mac-1) 

+ + GlǇĐopƌotĠiŶe tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe iŵpliƋuĠe daŶs l͛adhĠsioŶ et ŵigƌatioŶ des 
leucocytes 

CD38 + + Associé aux MDSCs immatures et à une forte suppression des LT 

CD39 + + EĐtoŶuĐleotidase de suƌfaĐe iŵpliƋuĠe daŶs la ǀoie adĠŶosiŶe iŶhiďaŶt l͛aĐtiǀitĠ des 
LT et des NK 

CD40 + + Récepteur immunostimulant inhibant l͛aĐtiǀitĠ des LTs, et induisant l͛eǆpaŶsioŶ des 
LTReg, ainsi que l͛eǆpaŶsioŶ (induite par CXCR5) et l͛aĐĐuŵulatioŶ des MDSC 

CD43 ? + Recrutement des neutrophiles. Surexprimé par les G-MDSC dans les cancers 
mammaires 

CD45 + + Marqueurs des cellules immunitaires (permet de distinguer les cellules immunitaires 
des cellules tumorales) 

CD49b 
(VLA4) 

+ - Marqueur spécifique des M-MDSCs qui sont des puissants suppresseurs de la 
réponse T antigène spécifique 

CD54 
(ICAM-1) 

+++ + Molécule immunostimulatrice se liant à CD11b 

CD62L (L-
selectine) 

+ + Molécule de Homing et marqueur de sélection des CDs des MDSCs 

CD171 
(récepteur à 

la 
transferrine) 

+ - Marqueur précoce des précurseurs érythroïdes et de prolifération 

CD73 + +++ Ectonucléotidase de surface associée à CD39 et impliquée dans la voie de 
l'adĠŶosiŶe. IŶhiďe l͛aĐtiǀitĠ des LT et des Đellules NK et l͛eǆpaŶsioŶ des MDSCs 

CD80 (B7.1) + +/- LigaŶd de CTLAϰ iŶhiďaŶt l͛aĐtiǀitĠ des LT  

CD86 + + LigaŶd de CTLAϰ iŶhiďaŶt l͛aĐtiǀitĠ des LT  

CD98 ? + Peut aussi être associé à la prolongation de la durée de vie des MDSC via la 
signalisation mTOR. Surexprimée par les G-MDSCs dans le modèle de cancers 

mammaires. 

CD115 (M-
CSFR) 

+/- +/- Recrutement des monocytes infiltrants les tumeurs. Surexprimé par les MDSC dans 
de nombreux types de cancers 

CD120b 
(TNFR2) 

+ (low) + (low) Accumulation et activation des MDSCs au sein des tumeurs 

CD124 (IL-4 
ƌeĐeptoƌ αͿ 

+/- +/- Survie des MDSCs et la suppression des LT par les MDSCs 

CD162 
(PSGL-1) 

+ + AffeĐt l͛adhĠsioŶ et la ƌeŶtƌĠe des LT daŶs les sites d͛iŶflaŵŵatioŶ 
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CD244 - +/- Récepteur de surface exprimé par les CD, les cellules NK et les LT. Surexprimé par les 
MDSCs dans de multiples types de cancers 

CD279 (PD-
L1)  

+ + IŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀatioŶ des LT 

CX3CR1 + + Recrutement et expansion des MDSCs (via CCL26 secrété par les cellules tumorales 
en hypoxie) 

CXCR1 + + Recrutement et expansion des MDSCs 

CXCR2 + + Recrutement et expansion des MDSCs 

CXCR4 + + Recrutement et expansion des MDSCs 

F4/80 +/- - Marqueur pour distinguer les M-MDSCs des macrophages 

Gr-1 + +++ Reconnait les épitopes dans Ly6G et Ly6C 

Ly6C +++ + Antigène de différenciation exprimé par les précurseurs des M-MDSC, macrophages 
et CDs 

Ly6G - +++ Antigène de différenciation exprimé par les G-MDSC, neutrophiles, monocytes et 
granulocytes 

Mac-2 
(galectine-3) 

+++ + Recrutement des MDSCs via la voie GM-CSF iŶduisaŶt l͛apoptose des LT ǀia Tim3 

CMH I + + PƌĠseŶtatioŶ de l͛aŶtigğŶe iŵpliƋuĠ daŶs l͛aĐtiǀatioŶ de l͛iŵŵuŶitĠ adaptatiǀe 

CMH II +/- +/-  

Sca-1, 
Ly6A/E 

+ + Marqueur des cellules souches hématopoïétiques 

VEGFR + + RĠĐepteuƌ au VEGF stiŵulaŶt l͛aŶgiogeŶğse et le ƌeĐƌuteŵeŶt et l͛activité des 
MDSCs. Les MDSCs VEGFR+ soŶt plus iŵŵuŶosuppƌessiǀes Ƌue Đelles Ŷe l͛eǆpƌiŵaŶt 

pas 
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Tableau 2 : Marqueurs spécifiques ou en commun des M- et G-MDSCs chez l'homme (d’apƌğs Law et al., 2020). 

Marqueurs  Niveau 
d͛eǆpƌessioŶ 
chez les M-

MDSC 

Niveau 
d͛eǆpƌessioŶ 
chez les G-

MDSC 

Fonction 

CCR2 +++ + Recrutement et expansion des MDSC 

CXCR4 + + Recrutement et expansion des MDSCs 

CD11b  + + GlǇĐopƌotĠiŶe tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌe iŵpliƋuĠe daŶs l͛adhĠsioŶ et ŵigƌatioŶ des 
leucocytes 

CD13 + +++ Motilité cellulaire  

CD14 +++ - Antigène de différenciation exprimé par les précurseurs des M-MDSCs, 
macrophages et CDs 

CD15 - + Antigène de différenciation exprimé par les G-MDSCs, neutrophiles, monocytes et 
les granulocytes 

CD16 (FcyR) +++ +/- Marqueur utilisé pour distinguer les G-MDSCs (CD16+) des MDSC immatures (CD16-
) dans le sang circulant 

CD33 +++ + Marqueur myéloïde 

CD34 +++ + Marqueur des progéniteur hématopoïétiques utilisé pour distinguer les MDSCs 
immatures 

CD38 + + Son expression est associée à un mauvais pronostic 

CD39 + + EĐtoŶuĐleotidase de suƌfaĐe iŵpliƋuĠe daŶs la ǀoie adĠŶosiŶe iŶhiďaŶt l͛aĐtiǀitĠ des 
LT et des NK et induit une protection des cellules tumorales contre la 

chimiothérapie 

CD45 + + Marqueurs des cellules immunitaires (permet de distinguer les cellules 
immunitaires des cellules tumorales) 

CD62L (L-
selectine) 

+ + Molécule de Homing impliquée dans la circulation des MDSCs 

CD66b - + Marqueur de différenciation exprimé par les G-MDSCs 

CD68 + - Marqueur spécifique des macrophages, permet de différentier les TAM des M-
MDSCs 

CD73 + + EĐtoŶuĐlĠotidase de suƌfaĐe iŵpliƋuĠe daŶs la ǀoie de l'adĠŶosiŶe. IŶhiďe l͛aĐtiǀitĠ 
des LT et des cellules NK et induit une protection des cellules tumorales sontre la 

chimiothérapie 

CD80 +/- - LigaŶd de CTLAϰ iŶhiďaŶt l͛aĐtiǀitĠ des LT  

CD83 +/- - AĐtiǀatioŶ de l͛aĐtiǀatioŶ et la suppƌessioŶ des Đellules iŵŵuŶitaiƌe  

CD86 +/- - LigaŶd de CTLAϰ iŶhiďaŶt l͛aĐtiǀitĠ des LT  

CD115 (M-
CSFR) 

+/- +/- Recrutement des monocytes infiltrants les tumeurs 

CD117 
(cKIT) 

+/- + Marqueur des précurseurs des granulocytes-monocytes. Surexprimé dans le cancer 
colorectale 

CD124 (IL-4 
ƌeĐeptoƌ αͿ 

+ + Survie des MDSCs et la suppression des LT par les MDSCs 

CD163 + - Marqueur spécifique des macrophages utilisé pour distinguer les TAM des M-
MDSCs  

CXCR1 + + Recrutement et expansion des MDSCs 

CXCR2 + + Recrutement et expansion des MDSCs 

Lin +/- +/- Marqueur de cellules matures 

VEGFR + + SuƌeǆpƌiŵĠ Đhez les patieŶts atteiŶts d͛uŶ ĐaŶĐer rénal 
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3.1.2.3.2.3. Recrutement et activation 

Le ƌeĐƌuteŵeŶt des MDSCs au seiŶ du MET est uŶe Ġtape iŶdispeŶsaďle à l͛eǆeƌĐiĐe de leuƌ 

fonction immunosuppressive. Ainsi, plusieurs chimiokines sont secrétées par ce même MET, 

afiŶ de peƌŵettƌe l͛iŶfiltƌatioŶ des tuŵeurs par ces cellules immunosuppressives, suite à leur 

fixation sur leurs récepteurs spécifiques. C͛est aiŶsi Ƌue le Đouple CCL2 (C-C motif chemokine 

ligand 2) et son récepteur CCR2 (C-C chemokine receptor 2) (Chang et al., 2016; Karin & Razon, 

2018; Lesokhin et al., 2012; Weber et al., 2018) est décrit pour jouer un rôle important dans le 

recrutement intra-tumoral des cellules M-MDSC (Blattner et al., 2018; Hawila et al., 2017; Karin 

& Razon, 2018), tout comme les chimiokines CCL3-5 et leurs récepteur CCR5 pour les cellules 

G-MDSC (Blattner et al., 2018; Hawila et al., 2017; Karin & Razon, 2018; Weber et al., 2018). Le 

rôle exact de ces différentes chimiokines sur le recrutement des M- ou G-MDSC reste encore 

disĐutĠ, puisƋu͛eŶ effet, bien que CCL2 et CCL3 attirent majoritairement les monocytes / M-

MDSCs et les TAM, elles permettent également le recrutement des G-MDSC / neutrophiles au 

sein de la tumeur (Chun et al., 2015; Reichel et al., 2012; Sica et al., 2000). D͛autƌes études ont 

également montré que les M-MDSCs tumoraux pouvaient aussi sécréter les chimiokines CCL3, 

4 et 5 et permettre le recrutement d͛autƌes Đellules iŵŵuŶosuppƌessiǀes exprimant CCR5, 

telles que les LTreg, dans deux types de modèles tumoraux, le lymphome et le mélanome 

(Schlecker et al., 2012).  En plus des CCL, les chimiokines CXCL (dont CXCL1, 5, 6, 8 et 12) jouent 

également un rôle primordial dans le recrutement des MDSCs (particulièrement les G-MDSCs) 

et des neutrophiles (Kumar et al., 2016). Une fois arrivées au sein de la tumeur, ces cellules 

vont devoir s͛aĐtiǀeƌ afiŶ d͛eǆeƌĐeƌ leuƌ ƌôle daŶs la pƌoŵotioŶ de la croissance et de l͛ĠǀasioŶ 

tumorale. Cette fonction est sous le ĐoŶtƌôle d͛uŶ ƌĠseau Đoŵpleǆe de faĐteuƌs soluďles ;IL-6, 

GM-CSF, IL-10, M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor), G-CSF (Granulocyte-Colony 

Stimulating Factor) et VEGF), ainsi que de ligands (TLR) et de facteurs de transcriptions (STATs). 

Tous ces facteurs ǀoŶt ĐoopĠƌeƌ afiŶ d͛aďoutiƌ à l͛aĐtiǀatioŶ de ǀoies de sigŶalisation 

ƌespoŶsaďles de l͛eǆpaŶsioŶ, de l͛aĐtiǀatioŶ ainsi que de la production de molécules 

immunosuppressives par les MDSCs (Gabrilovich & Nagaraj, 2009).  

Outre les chimiokines et tous les autres facteurs précédemment listés, les lipides jouent 

ĠgaleŵeŶt uŶ ƌôle ĐƌuĐial daŶs l͛aĐtiǀatioŶ et le foŶĐtioŶŶeŵeŶt des Đellules MDSCs. En effet, 

les lipides sont connus pour jouer un rôle primordial daŶs le ŵaiŶtieŶ de l͛hoŵĠostasie 

cellulaire, de l͛iŶtĠgƌitĠ de la ŵeŵďƌaŶe Đellulaiƌe aiŶsi Ƌue daŶs la sigŶalisatioŶ Đellulaiƌe 
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(Clements et al., 2018; den Brok et al., 2018; Yan et al., 2019).  En effet, une forte accumulation 

de lipides dans les MDSC de souris ou patients porteurs de tumeur a été observée (Al-Khami et 

al., 2017; Veglia et al., 2019) et était corrélée à une augmentation de leur activité 

immunosuppressive sur les cellules T (Al-Khami et al., 2017; Hossain et al., 2015). Une inhibition 

de cette fonction immunosuppressive des MDSCs infiltrant les tumeurs, ainsi Ƌu͛uŶe 

diminution de la croissance tumorale ont été observées, paƌ l͛ĠƋuipe de Hossain et al., en 2015, 

suite à l͛iŶhiďitioŶ de l͛oǆǇdatioŶ des aĐide gƌas ;FAO : Fatty Acid Oxidation) (Hossain et al., 

2015). Plus récemment, Veglia et al., ont montré que la reprogrammation des PMN-MDSC était 

dépendante de la surexpression du transporteur des acides gras, FATP2 (Fatty Acid Transport 

Protein 2). EŶ effet, l͛eǆpƌessioŶ de ce récepteur est corrélée à une augmentation de la fonction 

immunosuppressive des cellules PMN-MDSCs et de la progression tumorale. Ainsi, dans le MET, 

le GM-CSF ǀa iŶduiƌe l͛aĐtiǀatioŶ de la voie de signalisation STAT5 et donc l͛eǆpƌessioŶ du gène 

FATP2 (Slc27A2). La présence à la membrane de ce transporteur va induire le captage de l'acide 

arachidonique et sa métabolisation cellulaire en PGE2, un acide gras responsable de la 

suppression des cellules TCD8+ (Veglia et al., 2019) (Figure 8). Outre la voie STAT5, la 

signalisation STAT3, déclenchée par le G-CSF, est aussi une voie impliquée dans la prolifération, 

la différenciation aiŶsi Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ des MDSCs (Gabrilovich et al., 2012). Tout comme la voie 

STAT5, la voie STAT3 joue un rôle important dans l'accumulation de lipides dans les MDSC. En 

effet, Al-Khami et al., ont révélé que l'inhibition de STAT3 et de STAT5 dans les MDSC, en 

utilisant, respectivement, FLLL32 et pimozide, réduisait fortement l'accumulation de lipides 

intracellulaires, ce qui était associée à une diminution de l'activité immunosuppressive des 

MDSC induite par l'arginase-1, l͛iNOS et l͛eǆpƌessioŶ de la PGE2 (Al-Khami et al., 2017).  
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3.1.2.3.2.4. MĠĐaŶisŵes d͛aĐtioŶ des MDSCs 

Comme décrit précédemment, les MDSCs exercent un effet pro-tumorigène au sein de la 

tumeur en induisant un MET immunosuppresseur pauvre en LT fonctionnels. Ces MDSC 

pourraient donc jouer un double rôle eŶ diŵiŶuaŶt l͛aĐtiǀitĠ aŶti-tumorale des LT infiltrant les 

tumeurs mais également en réduisant le recrutement de ces LT intra-tumoraux. Un large 

éventail de mécanismes est utilisé par les MDSCs afiŶ d͛eǆeƌĐeƌ leuƌs fonctions 

immunosuppressives, notamment l'épuisement du MET en métabolites indispensables au 

fonctionnement des LT, l'expression de PCIs, la sécrétion de molécules immunosuppressives, la 

pƌoduĐtioŶ d'espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l͛oǆǇgğŶe ;ROS (Reactive Oxygen Species)) et de l͛azote ;RNS 

(Reactive Nitrogen Species)), la régulation du chimiotaxisme des LT et l͛augmentation de 

l͛expansion des cellules Treg (Sica et al., 2019). Rapoport et al., ont récemment résumé ces 

mécanismes en deux groupes seloŶ Ƌu͛ils Ġtaient dĠpeŶdaŶt ou ŶoŶ de l͛Ġtat oǆǇdatif de la 

cellule (Rapoport et al., 2020), et qui concernent plus spécifiquement le sous-type G-MDSCs 

(Figure 9). 

Figure 8 : Activité immunosuppressive des PMN-MDSC dĠpeŶdaŶte de l’eǆpƌessioŶ de FATP2. En se fixant sur son 

récepteur, le GM-CSF induit la transcription du gène slc27a2 et l'expression de la protéine FATP2, via la 

phosphoƌǇlatioŶ de STATϱ. Ce tƌaŶspoƌteuƌ d’aĐides gƌas ǀa aloƌs se loĐaliseƌ suƌ la ŵeŵďƌaŶe Đellulaiƌe, et 
permettre à la Đellule de pƌeŶdƌe eŶ Đhaƌge l'aĐide aƌaĐhidoŶiƋue, uŶ aĐide gƌas Ƌui, sous l’aĐtioŶ de la PGEϮ 
synthase (PGES2), se transforme en PGE2. Ce dernier va permettre la suppression des LT CD8+ et induire la 

prolifération des cellules cancéreuses. Ce mécanisme d’eǆpƌessioŶ de FATPϮ est doŶĐ eŶ paƌtie à l’oƌigiŶe de 
l’aĐtiǀitĠ iŵŵuŶosuppƌessiǀe des PMN-MDSC. 
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Le pƌeŵieƌ gƌoupe iŶĐlut l͛iŶaĐtiǀatioŶ diƌeĐte des TILs via la production des ROS comme le 

peroxǇde d͛hǇdƌogğŶe ;H2O2), les ions superoxydes (O2-) mais également les RNS comme le 

ŵoŶoǆǇde d͛azote ;NO) et les péroxynitrites. En ce qui concerne les ROS, elles proviennent 

majoritairement de l͛augŵeŶtatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de la NOX2 (NADPH OXydase 2), mais 

également de la mitochondrie (Corzo et al., 2009; Rapoport et al., 2020). Ce mécanisme semble 

nécessiter une interaction cellules-Đellules faisaŶt iŶteƌǀeŶiƌ les iŶtĠgƌiŶes αM / βϭ et αM / βϮ, 

qui sont exprimées par les MDSCs, et leur récepteur « la molécule d'adhésion intercellulaire, 

ICAM-1 », exprimé par les TILs. Cette interaction permet ainsi la mise en contact des LT avec le 

H2O2 secrété par les MDSCs, et conduire donc à leur suppression (Kusmartsev et al., 2004; Pillay 

et al., 2012; Rapoport et al., 2020). D͛autƌes ŵĠĐaŶisŵes ƌespoŶsaďles de l͛iŶhiďitioŶ de la 

prolifération et de l͛aĐtiǀatioŶ des LT paƌ les ROS ;ou pƌĠĐisĠŵeŶt paƌ le H2O2) ont également 

été décrits (Rapoport et al., 2020; Treffers et al., 2016), tels que : 

 La sous-eǆpƌessioŶ de la ĐhaiŶe ζ du TCR, essentielle pour la stabilisation du TCR à la 

membrane plasmique. Ce mécanisme est dépendant de la tyrosine nitration du TCR, induite 

par les péroxinitrites qui sont produits en présence de NO et d͛ioŶs supeƌoǆide. Il en résulte 

une diŵiŶutioŶ de la ĐapaĐitĠ des TILs à ƌeĐoŶŶaitƌe les aŶtigğŶes tuŵoƌauǆ et doŶĐ à s͛aĐtiǀeƌ 

(Rapoport et al., 2020; Treffers et al., 2016), 

 La diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ et de l͛aĐtiǀatioŶ du facteur de transcription NF-kB 

(Nuclear Factor-kappa B) associée à une altération de la production de cytokines nécessaires à 

la différenciation des différents sous-types de LT (IL-10, IFN-γ, IL-2 et TNF-α). Cette inhibition 

transcriptionnelle est réalisée à faibles concentrations de H2O2, une forte concentration 

induisant l͛apoptose de Đes cellules  (Malmberg et al., 2001; Rapoport et al., 2020; Treffers et 

al., 2016), 

 L͛oǆǇdatioŶ de la pƌotĠiŶe cofiline, pƌotĠiŶe de ƌeŵodelage de l͛aĐtiŶe et jouaŶt uŶ ƌôle 

iŵpoƌtaŶt daŶs la foƌŵatioŶ de la sǇŶapse iŵŵuŶologiƋue et daŶs l͛aĐtiǀatioŶ et la migration 

des LT (Klemke et al., 2008; Rapoport et al., 2020; Treffers et al., 2016), et 

 L͛iŶhiďitioŶ du sǁitĐh ŵĠtaďoliƋue conduisant la cellule à passer de la respiration 

mitochondriale à la glycolyse aérobie, un mécanisme iŶdispeŶsaďle à l͛eǆpaŶsioŶ ĐloŶale et à 

la production de cytokines par les cellules T (Kramer et al., 2015; Treffers et al., 2016).   

Les MDSCs sont également capables, via l͛eǆpƌessioŶ de l͛iNOS, de générer du NO pouvant 

joueƌ uŶ ƌôle ĐlĠ daŶs l͛iŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀatioŶ des LT iŶduite paƌ les MDSCs et pƌiŶĐipaleŵeŶt 
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par les M-MDSCs ou les TANs (Rapoport et al., 2020; Treffers et al., 2016). En effet, outre la 

production du H2O2, les ions superoxydes O2, en interagissant avec le NO, vont induire la 

formation de RNS comme par exemple les péroxynitrites, un agent oxydant très puissant 

possédant une activité immunosuppressive (Treffers et al., 2016). En effet, on retrouve des 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶs ĠleǀĠes de Đes pĠƌoǆǇŶitƌites daŶs les zoŶes d͛aĐĐuŵulatioŶ des Đellules 

inflammatoires et des MDSCs au sein du MET. La présence de ces zones étant associée à 

l͛iŶhiďitioŶ de la ƌĠpoŶse T et à l͛augŵeŶtatioŶ de la progression tumorale dans de nombreux 

types de cancer (Dilek et al., 2012; Kusmartsev et al., 2004; Mantovani et al., 2003; Schmielau 

& Finn, 2001; Szuster-Ciesielska et al., 2004; Vickers et al., 1999). Les mécanismes par lesquels 

les péroxynitrites inhibent les LTs soŶt ŵultiples. EŶ effet, Đes RNS soŶt Đapaďles d͛iŶduiƌe la 

nitration du TCR (comme précédemment décrit avec la chaine ), mais également du récepteur 

CD8 rendant impossible la reconnaissance des Ag tumoraux via les molécules du CMH (Dilek et 

al., 2012; Nagaraj et al., 2007). Ces RNS peuǀeŶt ĠgaleŵeŶt iŶduiƌe l͛apoptose des Đellules T 

(Rapoport et al., 2020), ou encore la diminution de leur recrutement au sein du MET suite à la 

ŶitƌatioŶ de ĐeƌtaiŶes ĐhiŵiokiŶes doŶt CCLϮ. EŶ effet l͛ĠƋuipe de MoloŶ et al., a montré que 

l͛utilisation d͛uŶ AĐ iŶhiďaŶt CCLϮ faĐilite l͛iŶfiltƌatioŶ des tuŵeuƌs paƌ des CTL  (Molon et al., 

2011). Récemment Markowitz et ses collaborateurs, ont mis en place un autre mécanisme par 

lequel les MDSC, productrices de NO, inhibent le système immunitaire. Ce mécanisme consiste 

à iŶhiďeƌ la pƌĠseŶtatioŶ de l͛Ag auǆ Đellules TCD4+ par les CDs. Ceci est possible via la nitration 

de la Tyr701 de STAT1, un facteur de transcription jouant un rôle primordial dans la voie de 

sigŶalisatioŶ utilisĠe paƌ les CD pouƌ pƌĠseŶteƌ l͛Ag  (Markowitz et al., 2017).  

Le deuxième groupe de ŵĠĐaŶisŵes d͛iŵŵuŶosuppƌessioŶ des MDSCs, iŶdĠpeŶdaŶts de l͛Ġtat 

oxydatif comprend :  

 L͛ĠpuiseŵeŶt du MET en acides aminés (AA) essentiels au fonctionnement des LT, 

Đoŵŵe paƌ eǆeŵple l͛aƌgiŶiŶe. Cet AA joue un rôle primordial daŶs l͛iŶteƌŶalisatioŶ et la 

ƌĠeǆpƌessioŶ de la ĐhaiŶe ζ du TCR. Zea et ses collaborateurs ont ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛aďseŶĐe de Đet 

AA iŶduit uŶe aŶoŵalie au Ŷiǀeau de l͛eǆpƌessioŶ du TCR et doŶĐ l͛aŶeƌgie des LT et la 

diminution de la production de cytokines, comme l͛IFN-γ, l͛IL5, et l͛IL-10 (Weber et al., 2018; 

Zea et al., 2004). C͛est sous l͛effet de l͛aƌgiŶase ;seĐƌĠtĠe par les granules tertiaires des G-

MDSCs) (Treffers et al., 2016) mais également de l͛iNOS ;eǆpƌiŵĠe paƌ les MDSCsͿ Ƌue l͛aƌgiŶiŶe 

peut être transformée en L-ornithine et urée ou en L-citrulline et NO respectivement, limitant 
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ainsi la disponibilité de cet AA aux LT (Rapoport et al., 2020). L͛arginine Ŷ͛est pas le seul AA ĐiďlĠ 

par les MDSC puisque ces dernières induisent également l͛ĠpuiseŵeŶt de la cystéine, via la 

séquestration de la cystine (Srivastava et al., 2010). Elles induisent aussi la réduction du 

tryptophane par l͛IDO (J. Yu et al., 2013) en métabolites cytotoxiques, appelés kynurenine, 

ƌespoŶsaďles de l͛iŶhiďitioŶ de la ĐǇtotoǆiĐitĠ des LT ŵais aussi de l͛augŵeŶtatioŶ de la 

différenciation intra-tumorale des LT CD4+ en LTreg (Moon et al., 2015; J. Yu et al., 2013), 

 L͛augŵeŶtatioŶ de l͛iŶfiltƌatioŶ des tuŵeuƌs paƌ les LTReg. En effet, plusieurs études 

ont montré que les MDSCs, via la production de cytokines telles Ƌue l͛IL-10 et le TGFß1 (Huang 

et al., 2006; Park et al., 2018; Pistoia et al., 2013; Rapoport et al., 2020; Sinha et al., 2007; 

Weber et al., 2018; Yang et al., 2020), ou de chimiokines, ligands du récepteur CCR5, telles que 

le CCL3, CCL4 et CCL5 permettent le recrutement des LTReg au sein des tumeurs (Schlecker et 

al., 2012; Yang et al., 2020) ainsi que leurs différenciation et /ou prolifération (Huang et al., 

2006; Rapoport et al., 2020). L͛eǆpƌessioŶ du ƌĠĐepteuƌ iŵŵuŶostiŵulaŶt ;CDϰϬͿ paƌ les 

MDSCs, semble également ġtƌe uŶ ŵĠĐaŶisŵe à l͛oƌigiŶe du ƌeĐƌuteŵeŶt et de l͛aĐĐuŵulatioŶ 

des cellules TReg (Pan et al., 2010). Enfin, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛à la différence des autres sous-

types de LT, les LTReg sont beaucoup moins sensibles au stress oxydatif induit par les MDSCs 

et doŶĐ à l͛immunosuppression induite par ces cellules. En effet, ces Tregs sont de très 

puissants immunoinhibiteurs capables à eux seuls d͛iŶduiƌe uŶe eǆaĐeƌďatioŶ du stress oxydatif 

et du disfonctionnement immunitaire au sein de la tumeur (Mougiakakos et al., 2011; 

Mougiakakos et al., 2009).  

 La sécrétion de protéases (provenant des granules primaires des G-MDSC) telles que les 

sérines protéases, les élastases, la protéinase-3 et la cathepsine-G. Ces protéases, via le clivage 

de certaines cytokines, comme le TNF-α, l͛IL-2 et l͛IL-6, et récepteurs de cytokines, comme l͛IL-

2R et l͛IL-6R, iŶduiseŶt uŶe iŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀatioŶ des LT (Ariel et al., 1998; Bank & Ansorge, 

2001; Bank, Küpper, et al., 1999; Bank, Reinhold, et al., 1999; Nortier et al., 1991; Scuderi et al., 

1991). 

 La production et la sécrétion de molécules ayant une fonction immunosuppressive 

comme la PGE2. En effet, la PGE2 une fois produite et secrétée, interagit avec son récepteur 

(PGE2R) exprimé par les LT CD8+, atténuant ainsi leur activité anti-tumorale (Rapoport et al., 

2020). Une autre molécule immunosuppressive est l͛adĠŶosiŶe. Ainsi, Đ͛est suite à la 

surexpression des endonucleotidases CD39 (nucleoside triphosphate diphosphohydrolase) et 

CD73 (ecto-5'-nucleotidase) par les MDSCs intra-tuŵoƌauǆ, Ƌue l͛ATP ou l͛ADP est hǇdƌolǇsĠ eŶ 
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AMP qui à son tour est clivé en adénosine (Groth et al., 2019; Limagne et al., 2016; Yang et al., 

2020). L͛iŶteƌaĐtioŶ de l͛adĠŶosiŶe aǀeĐ soŶ ƌĠĐepteuƌ AϮA eǆpƌiŵĠ paƌ les Đellules TCD8+ 

infiltrant les tumeurs induit la formation de cAMP (cyclic Adenosine MonoPhosphate) après 

aĐtiǀatioŶ de l͛adĠŶǇlǇl ĐǇĐlase, et l͛iŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀatioŶ et de la fonction effectrice de ces 

cellules T (Antonioli et al., 2013; Rapoport et al., 2020; Yang et al., 2020), 

 L͛eǆpression abondante sur ces MDSC de PCIs tels que PD-L1 (Lu et al., 2016) ou encore 

de molécules induisant la mort par apoptose des LT (FasL) (Zhu et al., 2017), et 

 La diminution de l͛eǆpƌessioŶ de ƌĠĐepteuƌs iŵpliƋuĠs daŶs le chimiotactisme des LT 

vers les ganglions lymphatiques. En effet, en 2016, Ku et al., ont montré que les MDSCs étaient 

Đapaďles de diŵiŶueƌ l͛eǆpƌessioŶ de la L-sélectine, récepteur responsable du chimiotactisme 

des LT naifs et LB vers les ganglions lymphatiques (Ku et al., 2016). De plus, ces MDSCs induisent 

la diminution de l͛expression de la E-sélectine par les cellules endothéliales, via la production 

de NO, ainsi que la nitration de la chimiokine CCL2, les deux étant impliqués dans la migration 

des LT au sein de la tumeur (Gehad et al., 2012; Molon et al., 2011). 
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Figure 9 : Mécanismes liés à l'immunosuppression induite par les G-MDSCs. Deux groupes de mécanismes sont à 

l’oƌigiŶe de l’iŵŵuŶosuppression induite par les G-MDSCs : les mécanismes pro- et non-oxydatifs. Les mécanismes 

pro-oǆǇdatifs soŶt ďasĠs suƌ la pƌoduĐtioŶ aďoŶdaŶte de ROS ǀia l’aĐtiǀatioŶ ŵitoĐhoŶdƌiale et la suƌeǆpƌessioŶ de la 
NOXϮ, ŵais ĠgaleŵeŶt de RNS ǀia l’iŶduĐtioŶ de l’iNOS et la pƌoduĐtioŶ de NO. ϭͿ Effet des ROS : une fois synthétisé 

et secrété, le H2O2 induit la suppression ainsi que la diminution de la migratioŶ et de l’aĐtiǀatioŶ des LT quand il est 

secrété à forte concentration. Il peut également induire la sous-eǆpƌessioŶ de la ĐhaiŶe ζ du TCR, et doŶĐ la diŵiŶutioŶ 
de la stabilisation du TCR à la membrane plasmique et de la reconnaissance des antigènes tumoraux. En revanche, à 

faiďle ĐoŶĐeŶtƌatioŶ, le HϮOϮ iŶduit uŶe diŵiŶutioŶ de l’eǆpƌessioŶ et de l’aĐtiǀatioŶ de NF-kB. Il en résulte une 

altération de la production de cytokines impliquées dans la différenciation des sous-types de LT ; 2) Effet des RNS : 

l’eǆpƌessioŶ de l’iNOS ĐoŶduit à la pƌoduĐtioŶ et liďĠƌatioŶ du NO paƌ les MDSCs, qui en interagissant avec les anions 

superoxides O2
- conduit à la formation de péroxynitrites, agents oxydants très puissant et possédant une activité 

immunosuppressive. Les mécanismes par lesquels les péroxynitrites inhibent les LT sont multiples : nitration du TCR 

et du récepteur CD8 rendant impossible la reconnaissance des Ag tumoraux via le CMH ; nitration de la chimiokine 

CCL2 et diminution du recrutement des LT au sein du MET ; nitration de la Tyr701 de STAT1, facteur de transcription 

jouant un rôle primordial dans la voie de signalisation utilisée par les CD pour présenter les Ag. Les mécanismes 

iŶdĠpeŶdaŶts de l’Ġtat-oǆǇdatif ĐoŵpƌeŶŶeŶt : l’ĠpuiseŵeŶt du MET eŶ AA esseŶtiels au foŶĐtioŶŶeŵeŶt des LT 
;aƌgiŶiŶe et tƌǇptophaŶeͿ. AiŶsi, Đ’est eŶ ƌĠpoŶse à l’aƌgiŶase ;seĐƌĠtĠe à paƌtiƌ des gƌaŶules teƌtiaiƌesͿ et à l’IDO, Ƌue 
l’aƌgiŶiŶe est tƌaŶsfoƌŵĠe eŶ L-ornithine et urée, et le tryptophane est réduit en métabolites cytotoxique 

ƌespeĐtiǀeŵeŶt.  Il eŶ ƌĠsulte doŶĐ uŶe dĠƌĠgulatioŶ de l’iŶteƌŶalisatioŶ et de la ƌĠeǆpƌessioŶ de la chaiŶe ζ du TCR 
;aƌgiŶaseͿ, l’inhibition de la cytotoxicité des LT CD8+ et l’augmentation de la différenciation des LT CD4+ en LTreg 

(IDO) ; l’augŵeŶtatioŶ de l’iŶfiltƌatioŶ des tuŵeuƌs paƌ les LTReg ǀia la pƌoduĐtioŶ d’IL-10 et de TGFß1 ou encore de 

chimiokines, tel que le CCL3, CCL4 et CCL5 (ligands du récepteur CCR5). Tout comme les MDSCs, ces TReg sont 

ĠgaleŵeŶt Đapaďles d’iŶduiƌe uŶ stƌess oǆǇdatif et uŶ dǇsfoŶĐtioŶŶeŵeŶt iŵŵuŶitaiƌe au seiŶ de la tuŵeuƌ ; la 

sécrétion de protéases à partir des granules primaires, qui via le clivage de certaines cytokines (TNF-α, IL-2, IL-6) et 

récepteurs de cytokines (IL-2R et IL-ϲRͿ iŶduiseŶt uŶe iŶhiďitioŶ de l’aĐtiǀatioŶ des LT ; la production de molécules 

iŵŵuŶosuppƌessiǀes ;PGEϮ, l’adĠŶosiŶeͿ. La PGEϮ iŶteƌagit aǀec son récepteur exprimé par les LT CD8+ afin 

d’attĠŶueƌ leuƌ aĐtiǀitĠ aŶti-tuŵoƌale. L’adĠŶosiŶe est pƌoduite à paƌtiƌ de l’hǇdƌolǇse de l’ATP eŶ AMP paƌ les 
endonucléotidases CD39 (ATP -> AMP) et CD73 (AMP -> adénosine) exprimées par les MDSCs intra-tumoraux. Une 

fois produite, l’adĠŶosiŶe interagie avec son récepteur A2A exprimé par les cellules TCD8+ infiltrant les tumeurs, et 

iŶduit la foƌŵatioŶ de la ĐAMP ƌespoŶsaďle de l’iŶhiďitioŶ de la foŶĐtioŶ effeĐtƌiĐe de Đes Đellules T ; l’eǆpƌessioŶ 
abondante de PCI (PD-LϭͿ ou de FasL iŶduisaŶt, ƌespeĐtiǀeŵeŶt, l’aŶeƌgie et l’apoptose des Đellules T. 



59 
 

3.1.2.3.2.5. MDSCs et cancer 

Les cellules MDSCs ont été identifiées dans de nombreux types de cancer tels que les 

mélanomes (Jiang et al., 2015; Jordan et al., 2013; Weide et al., 2014), les myélomes multiples 

(Brimnes et al., 2010), les cancers hépatocellulaires (Hoechst et al., 2008), le NSCLC (Liu et al., 

2010), le cancer rénal et pancréatique (Z. Wang et al., 2016), le cancer de la prostate (Vuk-

Paǀloǀić et al., ϮϬϭϬͿ, le cancer colorectal (Chun et al., 2015) mais également dans le cancer du 

sein (Danilin et al., 2012; Diaz-Montero et al., 2009; Duechler et al., 2014; Li et al., 2018; J. Yu 

et al., 2013). Leur présence est dans la majorité des cas associée à un mauvais pronostic, à un 

taux de survie globale faible et parfois même à une inefficacité des thérapies anti-cancéreuses 

(Bergenfelz, Larsson, et al., 2015; Markowitz et al., 2013; Shou et al., 2016; Solito et al., 2011). 

De plus, un fort taux de MDSCs daŶs le saŶg des patieŶtes atteiŶtes d͛uŶ ĐaŶĐeƌ du seiŶ a été 

corrélée à un taux élevé d͛appaƌitioŶ de ŵĠtastases (Bergenfelz, Larsson, et al., 2015; Diaz-

Montero et al., 2009; Waight et al., 2013). A l͛iŶǀeƌse, des taux faibles de MDSCs circulants 

étaient corrélés à des réponses pathologiques complètes élevées en réponse à des traitements 

anti-cancéreux dans le cancer du sein HER2- (Montero et al., 2012). Ainsi dans une étude 

portant sur une cohorte de patients porteurs de cancers solides (dont le sein) à différents 

stades de la maladie, les chercheurs ont pu établir une forte corrélation entre le pourcentage 

des MDSCs et le stade clinique de la maladie, avec le taux le plus élevé observé chez les patients 

appartenant au stade IV et présentant une charge tumorale métastatique (Diaz-Montero et al., 

2009). En utilisant un modèle de souris transgénique IRF8 (Interferon Regulatory Factor 8)-Tg, 

dans lequel la ŵǇĠlopoïğse est iŶtaĐte et l͛aĐĐuŵulatioŶ des MDSCs est faiďle, il a été montré 

que le taux de développement des métastases était significativement plus faible par rapport 

aux souris WT (Waight et al., 2013). Plus récemment, Bergenfelz et al., ont montré que la 

présence de cellules CD14+/HLA-DRlow/-/CD86 low/-/CD80 low/-/CD136 low/- correspondant aux M-

MDSCs, était corrélée à la pƌogƌessioŶ de la ŵaladie aiŶsi Ƌu͛à l͛appaƌitioŶ de métastases dans 

les ganglions lymphatiques et les organes viscéraux chez les patieŶtes atteiŶtes d͛uŶ ĐaŶĐeƌ du 

sein (Bergenfelz, Larsson, et al., 2015). Ces différents travaux suggèrent que le taux des MDSCs 

circulants pourrait être utilisé comme biomarqueur pronostic dans le cancer du sein. 
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L͛iŶhiďitioŶ diƌeĐte (Ac spécifiques) ou indirecte (chimiothérapies) de ces cellules en association 

ou ŶoŶ aǀeĐ d͛autƌes thérapies anti-cancéreuses semble être une stratégie prometteuse dans 

le traitement de nombreux types de cancers dont le cancer du sein. En effet, certaines 

chimiothérapies se sont révélées inhiber le recrutement des MDSCs dans plusieurs types de 

cancers. Parmi ces chimiothérapies, on trouve le paclitaxel dans le mélanome (Sevko et al., 

2013), la gemcitabine dans le cancer du pancréas (Bunt et al., 2013; Eriksson et al., 2016), le 5-

FU dans le lymphome (Vincent et al., 2010), le FOLFOX ;assoĐiatioŶ de l͛aĐide foliŶiƋue aǀeĐ du 

5-fluoƌouƌaĐile et de l͛oǆaliplatiŶeͿ daŶs le ĐaŶĐeƌ ĐoloƌeĐtal (Kanterman et al., 2014), le 

sunitinib (inhibiteur de tyrosine kinase) dans le cancer rénal métastatique (Ko et al., 2010; Ozao-

Choy et al., 2009; Xin et al., 2009), la doxorubicine (Alizadeh et al., 2014; Yuan et al., 2019)  et 

la gemcitabine (Le et al., 2009) dans le cancer du sein (Suzuki et al., 2005) et d͛autƌes eŶĐoƌe. 

D͛autƌes stƌatĠgies ciblant les MDSCs ont été également développées et vont cibler 

spécifiquement leur différenciation, expansion, recrutement intra-tumorale ou encore leur 

activité immunosuppressive (Albeituni et al., 2013; Anani & Shurin, 2017; Weber et al., 

2018) (Figure10) : 

 Induction de la différenciation des MDSCs en cellules matures : différentes molécules 

ont été mises en évidence pour permettre la différenciation des MDSCs, telles que les vitamines 

A et D3, quelques chimiothérapies appartenant à la famille des taxanes (docetaxel et 

paclitaxel), les paƌtiĐules β-glucane (ou WGP (Whole-glucan particles)), les inhibiteurs de la voie 

TLR-9, le curcumin ;iŶhiďiteuƌ d͛IL-6), l͛IL-2 et l͛IL-12. Les protéoliposomes de très petites tailles, 

et l͛ATRA (All-Trans Retinoic Acid), un inhibiteur de la vois de sigŶalisatioŶ de l͛AĐide ƌĠtiŶoïƋue, 

sont également des molécules capbles d͛iŶduiƌe la différenciation des MDSCs en APC matures 

(CDs et macrophages) (Albeituni et al., 2013; Anani & Shurin, 2017; Nefedova et al., 2007; Singh 

et al., 2013; Steding et al., 2011; Tu et al., 2012). ATRA, a été utilisé dans deux essais cliniques, 

sur des patients atteints de cancer rénal métastatique (Mirza et al., 2006) ou de poumons à 

petites cellules (Iclozan et al., 2013). Son utilisation a été associée à une amélioration de la 

survie de ces patients. Dans le premier essai clinique, ATRA induisait la diminution de la 

fréquence des cellules MDSCs sanguines avec une activation de la réponse des LT spécifiques 

des Ag ǀia l͛aĐtiǀatioŶ des CD (Mirza et al., 2006). En revanche, dans le deuxième essai, ATRA 

s͛est ƌĠǀĠlĠ iŶduiƌe uŶe augŵeŶtatioŶ des Đellules TCDϴ+ GƌaŶzǇŵe+ loƌsƋu͛il était associé à 

un vaccin à base de CD transduites avec la protéine  p53 WT (Iclozan et al., 2013). Un autre 
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essai ĐliŶiƋue de phase II ƌĠalisĠ suƌ des patieŶts atteiŶts d͛uŶ ŵĠlaŶoŵe aǀaŶĐĠ et tƌaitĠs aǀeĐ 

ipilimumab en association ou non avec ATRA, a montré que ce dernier induit une diminution 

de la fƌĠƋueŶĐe des MDSCs ĐiƌĐulaŶts paƌ ƌappoƌt à l͛ipiliŵuŵaď seul (Tobin et al., 2018). Dans 

des modèles précliniques de cancer du sein, des effet promoteurs de cette molécule, en 

association avec un traitement anti-angiogénique inhibant VEGFR2, ont été également 

observés, aǀeĐ uŶe diŵiŶutioŶ de l͛aĐĐuŵulatioŶ iŶtƌa-tumorale des cellules MDSCs et une 

augŵeŶtatioŶ de l͛effiĐaĐitĠ thĠƌapeutiƋue de l͛aŶti-VEGFR2 (Bauer et al., 2018).  

 IŶhiďitioŶ de l͛eǆpaŶsioŶ des MDSCs : différents agents chimio-thérapeutiques, tels que 

la gemcitabine, le 5-fluoro-uracile et le sunitinib (Albeituni et al., 2013), des inhibiteurs de COX2 

(CycloOXygénase 2) et de PGE2, tels Ƌue l͛iŶdoŵethaĐiŶe (Levin et al., 2000), le celecoxibe 

(Leahy et al., 2002; Veltman et al., 2010), le meloxicame (Tsubouchi et al., 2000) et l͛aĐide 

acétyl-salicylique (Fujita et al., 2011), se sont révélés inhiber l͛accumulation des MDSCs et la 

croissance tumorale dans plusieurs types de cancers. D͛autƌes ŵolĠĐules, tels Ƌue les 

inhibiteurs du facteur des cellules souches (SCF (Stem Cell Factor)) (Pan et al., 2008) et les 

amino-biphosphonates (inhibiteurs des métalloprotéinase-9 produites par les cellules 

tumorales et stromales) induisent également une diŵiŶutioŶ de l͛eǆpaŶsioŶ des MDSCs et uŶe 

amélioration de la réponse anti-tumorale dans le cancer du sein (Melani et al., 2007).  

 Inhibition du recrutement intratumorale des MDSCs : ce mécanisme peut être réalisé 

par des inhibiteurs pharmacologiques du CSF1R (GW2580) (Priceman et al., 2010; Xu et al., 

2013) ou du G-CSF (BMP4 : membre de la famille TGF-β). L͛utilisatioŶ de BMPϰ a, en effet, 

montré une réduction du taux de G-CSF et une diminution de l'expansion et de la capacité 

immunosuppressive des MDSC chez les souris porteuses de tumeurs (Cao et al., 2014). D͛autƌes 

molécules vont cibler plus spécifiquement les récepteurs impliqués dans le chimiotactisme / 

recrutement des MDSCs tels que CXCR2 / CXCR4. Ainsi, des antagonistes de ces récepteurs, tels 

que le SB-265610 (antagoniste de CXCR2) (F. Yu et al., 2013) ou le AMD3100, le POL5551 et le 

TϭϬϰ … ;aŶtagoŶistes de CXCR4) (Chen et al., 2019; Cortés et al., 2018; Xiang et al., 2015; Xu et 

al., 2015; F. Yu et al., 2013), ainsi que des inhibiteurs de CCR2 (silibinin) et d͛autƌes eŶĐoƌe, ont 

permis la diminution de la migration des MDSCs vers la tumeur (Forghani et al., 2014). Plus 

récemment, il a été mis en évidence que l͛iŶhiďitioŶ de c-MET, un récepteur à activité tyrosine 

kinase intervenant dans la prolifération, la survie et la migration cellulaire, induit l͛iŶhiďitioŶ du 

recrutement dans la tumeur mais également dans les ganglions lymphatiques des neutrophiles. 

Cette inhibition de c-MET était corrélée à une potentialisation de l͛iŵŵuŶitĠ aŶti-tumorale, 
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aǀeĐ uŶe aŵĠlioƌatioŶ de l͛effiĐaĐitĠ du tƌaŶsfeƌt adoptif des Đellules T et des iŶhiďiteuƌs des 

PCIs (Glodde et al., 2017). 

 Destruction des MDSCs via l͛induction de la dégradatioŶ de l͛ĠphƌiŶe AϮ, en utilisant les 

inhibiteurs de l͛IL-13,  ou les ďloƋueuƌs d͛histaŵiŶe ou encore quelques agents cytotoxiques 

(Anani & Shurin, 2017) comme la doxorubicine. Cette anthracycline était capable de déclencher 

l͛apoptose des MDSCs ǀia uŶ ŵĠĐaŶisŵe liĠ auǆ ROS dans le cancer du sein (Alizadeh et al., 

2014). 

 Inhibition de la fonction immunosuppressive des MDSCs : différentes cibles 

moléculaires ont été testées avec par exemple celles ciblant l͛inhibition du NO, des ROS (ex. le 

triterpenoids (CDDO-Me)) et des RNS (ex. l͛ATϯϴ [3-(aminocarbonyl) furoxan-4-yl] methyl 

salicylate). AiŶsi l͛ATϯϴ a été mis en évidence pour induire une diŵiŶutioŶ de l͛aƌgiŶase ϭ, de 

l͛iNOS et des peƌoǆiŶitƌites daŶs les MDSCs daŶs plusieuƌs ŵodğles de ĐaŶĐeƌ. On retrouve 

également l͛iŶhiďitioŶ des eǆosoŵes dérivés de tumeurs ǀia l͛utilisatioŶ de l͛aŵiloƌide. Ce 

traitement était Đapaďle d͛iŶduiƌe la diminution de l͛aĐtiǀitĠ suppƌessiǀe des MDSCs ĐiƌĐulaŶts 

pƌĠleǀĠs à paƌtiƌ de patieŶts atteiŶts d͛uŶ ĐaŶĐeƌ ĐoloƌeĐtal ŵĠtastatiƋue. Il Ǉ a ĠgaleŵeŶt les 

inhibiteurs de la phosphodiesterase-5 (eg. sildenafil) ayant montré une restauration de la 

prolifération des cellules TCD8+ aussi bien chez l͛hoŵŵe Ƌue Đhez la souƌis (Albeituni et al., 

2013; Anani & Shurin, 2017). Une régulation du recrutement et de l͛aĐtiǀitĠ 

immunosuppressive des MDSCs par la voie de signalisation du complément (C5a et son 

récepteur C5aR1) a également été mise en évidence par Markiewski et al (Markiewski et al., 

2008). AiŶsi, l͛iŶhiďitioŶ pharmacologique de C5aR induisait un ralentissement de la croissance 

tumorale. Plusieuƌs autƌes Ġtudes oŶt ĠgaleŵeŶt ŵoŶtƌĠ l͛iŵpliĐatioŶ de cette voie du 

ĐoŵplĠŵeŶt daŶs la foŶĐtioŶ suppƌessiǀe des MDSCs, et l͛effiĐaĐitĠ thĠƌapeutiƋue de soŶ 

inhibition dans le traitement de nombreux types de cancers (Y. Wang, H. Zhang, et al., 2019). 

EŶfiŶ plus ƌĠĐeŵŵeŶt, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛utilisatioŶ d͛uŶ ageŶt phaƌŵaĐologiƋue, le 

lipofermata, inhibant de manière sélective le transporteur FATP2, induisait la diminution de la 

fonction immunosuppressive des cellules G-MDSCs et la diminution de la progression tumorale 

daŶs les souƌis poƌteuses d͛uŶ ĐaŶĐeƌ du pouŵoŶ ;Đellules LLCͿ. Cet effet Ġtait foƌteŵeŶt 

potentialisé quand le lipofermata est associé à un inhibiteur de PCI, l͛aŶti-CTLA4 (Veglia et al., 

2019). 
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Toutes ces stratégies de thérapies visent à réduire le potentiel immunosuppresseur du MET 

puisƋu͛eŶ effet, ŵalgƌĠ les pƌogƌğs réalisés dans les thérapies anti-cancéreuses, le CSTN reste 

un cancer très agressif et difficile à soigner de par sa forte hétérogénéité inter et intra-tumorale 

(Roulot et al., 2016). Combiner des thérapies existantes avec des molécules pouvant moduler 

le microenvironnement immunitaire tumoral reste une stratégie prometteuse pour améliorer 

le pƌoŶostiĐ de Đes patieŶtes. DaŶs Đe ĐoŶteǆte, l͛utilisation de donneurs de NO, tel que le GTN, 

pourrait être une des stratégies envisagées. 
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Figure 10 : Thérapies ciblant les MDSCs dans le traitement du cancer. Les stratégies de traitement ciblant les MDSCs ont tenté 

d'inhiber leurs développement et expansion (quelques chimiothérapies, des inhibiteurs de la PGE2 et COX2, de SCF  ou de la 

métallopƌotĠiŶase ϵͿ, d’iŶhiďeƌ leuƌs fonction immunosuppressive (inhibition du NO, des ROS, des RNS, et du complément, 

l’aŵiloƌide, le SildeŶafil et la lipofeƌŵateͿ, d’iŶduiƌe leurs différenciation en cellules matures (quelques chimiothérapies, la 

ǀitaŵiŶe A et Dϯ, l’ATRA, iŶhiďiteuƌs de TLR-ϵ, pƌotĠoliposoŵes de tƌğs petite taille …Ϳ, d’iŶhiďeƌ leurs migration et recrutement 

intra-tumoral (les inhibiteurs de CSF1R, de G-CSF et de CXCR2, CXCR4, CCR2 et c-MET) ainsi que dinduire leurs élimination 

directe (quelques agents cytotoxiques, anti-Il-13 et les bloqueurs d'histamine). 
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3.1.3. Le ŵoŶoǆǇde d͛azote comme immunothérapie 

3.1.3.1. Généralités sur le NO 

La découverte du NO est attribuée à Furchgott et Zawadzki en 1980, qui ont mis en évidence la 

libératioŶ d͛uŶ ǀasodilatateuƌ suite à la stimulation des cellules endothéliales par différents 

agonistes. Ils ont alors nommé ce composé EDRF (Endothelium Derived Relaxing Factor) (Blaise 

et al., 2005; Furchgott & Zawadzki, 1980). EDRF a été décrit comme faisant partie des différents 

polluants présents dans l͛aiƌ mais également comme étant un agent cancérogène. C͛est dans 

les années 90 que cette molécule ĐhaŶge de Ŷoŵ pouƌ s͛appeleƌ monoxyde d͛azote (Blaise et 

al., 2005; Maher et al., 2017). Les travaux menés sur cette molécule ont  permis aux trois 

chercheurs Murad F (Katsuki et al., 1977), Furchgott R (Furchgott & Zawadzki, 1980) et Ignarro 

L (Ignarro et al., 1987) de bénéficier du prix Nobel en Physiologies et Médicine en 1998.  

Le NO est une molécule gazeuse de très petite taille, non chargée, instable, hautement réactive 

et lipophile. Toutes ces propriétés lui confèrent la possibilité de traverser les membranes 

cellulaires ainsi que les organelles suďĐellulaiƌes afiŶ d͛eǆeƌĐeƌ ses rôles, physiologiques ou 

pathologiques, dans le corps humain (Holotiuk et al., 2019). La production endogène du NO est 

dépendante de l͛aĐtiǀitĠ d͛uŶe faŵille d͛eŶzǇŵes, les NOS, qui catalysent sa synthèse à partir 

de la L-Arginine eŶ pƌĠseŶĐe d͛oxygène (O2) et de co-facteurs (Bredt, 1999). Trois isoenzymes 

exprimées par différents types cellulaires ont été identifiées et caractérisées (Yang et al., 2009). 

Les NOS neuronales (nNOS ou NOS1) et endothéliales (eNOS ou NOS-3) sont constitutivement 

exprimées et leur activité est dépendante du calcium (Ca2+). L͛iNOS ou NOS2 est une NOS 

inductible, indépendante du taux de calcium et doŶt l͛eǆpƌessioŶ est iŶduite eŶ ƌĠpoŶse à 

différentes cytokines inflammatoires et produits bactériens tels que le LPS 

(LipoPolySaccharideͿ. L͛eǆpƌessioŶ de cette enzyme va générer de fortes concentrations de NO 

(micromolaire), alors que les NOS dépendantes du Ca+ produisent de plus faibles quantités de 

NO (nanomolaire) (Keshet & Erez, 2018). L͛iNOS va pouvoir être exprimée dans un large éventail 

de cellules et tissus tels que les macrophages, monocytes, hépatocytes, neutrophiles, cellules 

micro- et astrogliales, cellules endothéliales et épithéliales  (Alderton et al., 2001; Holotiuk et 

al., 2019; Litvinova et al., 2015; Switzer, Ridnour, et al., 2012). Toutes ces enzymes sont 

majoritairement localisées dans le cytosol et dans le noyau. Beaucoup plus récemment, une 

potentielle quatrième NOS a été mise en évidence dans la mitochondrie (mtNOS) (Kamm et al., 
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2019) et elle pourrait jouer un rôle dans la ƌĠgulatioŶ de l͛aĐtivité mitochondriale NO-

dépendante (Ghafourifar & Cadenas, 2005; Haynes et al., 2004; Litvinova et al., 2015).  

La réaction menant à la production du NO est identique pour tous ces isoformes. En effet, ces 

enzymes oŶt ďesoiŶ d͛OϮ, de NADPH ;NiĐotiŶaŵide AdeŶiŶe DiŶuĐleotide PhosphateͿ, de FAD 

(Flavine Adénine Dinucléotide), de FMN (Flavine adénine MonoNucléotide), du cofacteur BH4 

(tetrahydrobipeptine) et de la calmoduline +/- Ca2+, pour générer du NO et de la L-citrulline à 

partir de la L-arginine (Kamm et al., 2019). Une autre origine du NO serait la réduction des 

nitrites (NO2
-) et des nitrates (NO3

-) qui sont soit emmenés à paƌtiƌ d͛uŶe souƌĐe eǆogğŶe 

(consommation de légumes, fruits ..), soit synthétisés de manière endogène à partir de la L-

arginine dans une réaction catalysée par les NOS. Les nitrites peuvent également provenir de 

la réduction des nitrates (Kamm et al., 2019). Une fois produit, le NO agit sur plusieurs protéines 

ou enzymes et joue un rôle essentiel dans plusieurs processus physiologiques mais également 

pathologiques tels que le cancer.  

3.1.3.2. Implication du NO dans le cancer 

Les fonctions du NO en physiologie ont été bien décrites avec une intervention de cette 

molécule dans le système cardiovasculaire en tant que vasodilatateur mais également dans le 

système nerveux centrale eŶ ƌĠgulaŶt l͛appƌoǀisioŶŶeŵeŶt ĐĠƌĠďƌale eŶ saŶg et ainsi jouant un 

rôle dans la neurotransmission et la mémoire, et dans le système immunitaire en participant à 

la chimiotactisme des monocytes, l͛adhĠsioŶ des leuĐoĐǇtes à l͛eŶdothĠliuŵ, et l͛adhésion et 

agrégation des plaquettes (Blaise et al., 2005; Holotiuk et al., 2019; Maher et al., 2017). Cette 

molécule a également été mise en évidence pour son rôle dans diverses pathologies tels que 

l͛hǇpeƌteŶsioŶ, les ŵaladies ĐaƌdiaƋues, les aĐĐideŶts ǀasĐulaiƌes ĐĠƌĠďƌauǆ, l͛asthŵe 

bronchique, la ŵaladie d͛Alzheiŵeƌ ŵais également dans l͛aŶgiogeŶğse, l͛iŵŵuŶitĠ aŶti-

tumorale et le cancer (Fischer et al., 2002; Keshet & Erez, 2018; Maher et al., 2017; Onier et al., 

1999; Torre et al., 2002) (Sennequier N., Vadon-le Goff S., (1998) Biosynthèse du monoxyde 

d'azote (NO) : mécanisme, régulation et contrôle. Biochemistry 14 : 1185-95). Son implication 

dans le développement tumoral reste encore controversée puisƋu͛il est dĠĐƌit aussi ďieŶ 

comme étant pro-tumoral Ƌu͛aŶti-tumoral, en modulant des mécanismes tels que la 

pƌogƌessioŶ tuŵoƌale, l͛iŶǀasioŶ, la foƌŵatioŶ des ŵĠtastases ou eŶĐoƌe l͛aŶgiogeŶğse. Cette 

ambivalence semble dépendre de la concentration intracellulaire du NO, de la durée 
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d͛eǆpositioŶ, du statut redox de la cellule, de la sensibilité des cellules au NO, et donc du type 

cellulaire mais aussi de l͛oƌigiŶe du NO (Cheng et al., 2014; Dimmeler et al., 1997; Fukumura et 

al., 2001; Huerta et al., 2008; Jeannin et al., 2008; Millet et al., 2002). En effet à faible 

concentration, il favoriserait la prolifération et la migration des cellules cancéreuses, mais à 

forte concentration il provoquerait la mort cellulaire par apoptose (Wink et al., 1991). Les effets 

générés par le NO dans les systèmes biologiques sont dépendants (signalisation canonique) ou 

pas ;sigŶalisatioŶ ŶoŶ ĐaŶoŶiƋueͿ de l͛isofoƌŵe ĐǇtosoliƋue de la guaŶǇlate ĐǇĐlase, sGC 

(soluble Guanylate Cyclase) (Keshet & Erez, 2018). Il s͛agit d͛uŶ ƌĠĐepteuƌ hĠtĠƌodiŵĠƌiƋue, 

retrouvé dans le cytosol de plusieurs cellules, et formé de deux sous-unités ;α et βͿ contenant 

ĐhaĐuŶe uŶ gƌoupeŵeŶt hğŵe. C͛est Đe deƌŶieƌ Ƌui est responsable de la fixation du NO. Une 

fois le NO lié, l͛eŶzǇŵe est aĐtiǀĠe et peƌŵet la pƌoduĐtioŶ de ĐGMP ;ĐǇĐliĐ GuaŶosiŶe 

MonoPhosphate) à partir du GTP (Guanosine TriPhosphate), qui à son tour perŵet l͛aĐtiǀatioŶ 

de multiples kinases dépendante de ĐGMP et l͛eŶĐleŶĐheŵeŶt de ŵultiples autres voies de 

signalisations à l͛iŶtĠƌieuƌ de la Đellule telle que la relaxation des muscles lisses (Gow et al., 

2004; Murad, 2006). La deuxième voie (non canonique ou indirecte), est induite en réponse 

aux modifications post-traductionnelles telles que la nitrosylation ou la nitration, induite par ce 

ƌadiĐal liďƌe au Ŷiǀeau d͛uŶ laƌge ĠǀeŶtail de pƌotĠiŶes ou eŶzǇŵes (Ischiropoulos, 2003). Parmi 

ces cibles on peut citer les protéines de stress, les protéines antioxydantes, la ferritine et les 

ƌĠĐepteuƌs à la tƌaŶsfeƌƌiŶe. Il peut ĠgaleŵeŶt iŶflueŶĐeƌ l͛aĐtiǀité de certaines enzymes, tels 

que la GC, certains composants de la chaine respiratoire de la mitochondrie (exemple 

l͛iŶhiďitioŶ de la ĐǇtoĐhƌoŵe Đ oǆǇdaseͿ et de la glǇĐolǇse, la ribonucléotide réductase, la COX2, 

la plupart des caspases, les protéines p53, Ras et Bcl-2, le facteur de transcription NF-B, le 

cytochrome P-450, quelques canaux ioniques et d͛autƌes eŶĐoƌe (Gow et al., 2004; Holotiuk et 

al., 2019). 
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3.1.3.3. Modifications post-traductionnelles induites par le NO et rôle 

dans le cancer 

3.1.3.3.1. La nitration 

La nitration correspoŶd à la liaisoŶ ĐoǀaleŶte d͛uŶ gƌoupeŵeŶt nitro (NO2) sur un des deux 

carbones en ortho du noyau aromatique de la tyrosine. Cette réaction semble être catalysée 

principalement par des métallo-protéases telles que la myélopéroxydase, l͛ĠosiŶophile 

péroxydase, la myoglobine et le cytochrome P-450. Ces protéases vont donc induire l'oxydation 

des nitrites en dioxyde d'azote (N2O2), qui à son tour induit la nitration des résidus de tyrosine. 

Il a été également montré que les myéloprotéases peuvent aussi catalyser cette réaction de 

ŶitƌatioŶ paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe des péroxynitrites (Gow et al., 2004; Ischiropoulos, 2003). En effet 

plusieuƌs Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu͛outƌe le dioǆǇde d͛azote, d͛autƌes RNS tels que le trioxyde 

d͛azote ;N2O3), les péroxynitrites (ONOO-) et le dioǆǇde d͛azote ;foƌŵĠ à paƌtiƌ de l͛aĐidifiĐatioŶ 

des nitrites), font également partie des espèces nitrantes (Ischiropoulos, 2003; Turko & Murad, 

2002). La nitration peut toucher un large éventail de protéines et peut ou non altĠƌeƌ l͛aĐtiǀitĠ 

de ces dernières (gain ou perte de fonction). Elle peut également empêcher ou stimuler 

d͛autƌes ŵodifiĐatioŶs post-traductionnelles, telle que la phosphorylation, modifiant ainsi la 

fonction des protéines (Turko & Murad, 2002). Un autre mécanisme pouvant découler de cette 

modification post-traductionnelle est le changement de la structure conformationnelle de 

certaines protéines conduisaŶt aiŶsi à l͛appaƌitioŶ de nouveaux sites de clivage dépendants ou 

non des caspases (Prévotat et al., 2006). Plusieurs processus biologiques peuvent être touchés 

par ce type de modification post-traductionnelle, notamment la transduction de signal, la 

dégradation des protéines, le métabolisme énergétique, le dysfonctionnement de la 

ŵitoĐhoŶdƌie, l͛iŶaĐtiǀatioŶ des eŶzǇŵes, ŵais ĠgaleŵeŶt la réponse immunitaire, la mort 

cellulaire par apoptose et l͛appaƌitioŶ du cancer (Zhan et al., 2018). Une étude de 2012 a 

montré que TIMP-1 (Tissue Inhibitor matrix MetalloProteinase-1), uŶ iŶhiďiteuƌ de l͛aĐtiǀitĠ 

protéolytique des métalloprotéinases matricielles (MMPs) et jouant un rôle important dans 

l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie de sigŶalisatioŶ associée à la survie cellulaire (PI3K/Akt), prédisait une 

faiďle suƌǀie Đhez les patieŶtes atteiŶtes d͛uŶ ĐaŶĐeƌ du seiŶ. Cet effet était observé 

uniquement chez les patientes suƌeǆpƌiŵaŶt l͛iNOS. Ces chercheurs ont donc réalisé des 

expériences in vitro en traitant la protéine recombinante TIMP-1 par des donneurs de NO, et 

ont trouvé que cette protéine pouvait être nitrée. L͛iŶduĐtioŶ de Đette nitration était corrélée 
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à sa fixation sur son récepteur CD63 et à l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie oŶĐogĠŶiƋue PIϯK/Akt/Bad. En 

se servant de la technique de spectrométrie de masse, ces chercheurs ont réussi à identifier 2 

résidus tyrosine nitrés indispensables à la fixation de TIMP-ϭ et à l͛iŶaĐtiǀation de la 

métalloprotéinase MMP-9 (Ridnour et al., 2012). Une autre étude a également montré que la 

nitration de cette protéine joue aussi un rôle dans la diminution de la fixation de TIMP-1 sur 

son récepteur et l͛iŶhiďitioŶ de MMP-3 dans les macrophages stimulées par le LPS (Patruno et 

al., 2012). Toutes ces observations montrent un rôle majeur de cette nitration induite par le 

NO sur les tyrosines de TIMP-1, réorientant ainsi son effet inhibiteur sur la métalloprotéinase 

MMP-9 vers l͛activation de la voie de signalisation de survie PI3K/AkT et la progression tumorale 

(Switzer, Ridnour, et al., 2012). Une autre étude réalisée par notre équipe en 2006 a montré 

Ƌu͛à foƌtes ĐoŶĐeŶtƌatioŶs ;ϱϬϬ µM) les GTN iŶduit l͛apoptose de Đellules ĐaŶĐĠƌeuses ĐoliƋues 

humaines (Millet et al., 2002) ǀia la tǇƌosiŶe ŶitƌatioŶ de la β-caténine, protéine intervenant 

daŶs l͛adhĠsioŶ Đellulaiƌe et la transition épithélio-mésenchymateuse des tumeurs. Ce 

processus génère ainsi un message de dégradation, impliquant des protéases, sensible aux 

inhibiteurs des caspases et des sérines-protéases (Prévotat et al., 2006).  

3.1.3.3.2. La nitrosylation 

Deux types de nitrosylation sont à distinguer en fonction de la cible touchée par cette 

modification post-traductionnelle : la S-nitrosylation qui ĐoƌƌespoŶd à l͛attaĐheŵeŶt covalent 

et réversible (dénitrosylation) d͛un groupement nitrosyle (NO-) sur le groupement thiol des 

cystéines conduisant à la formation de groupement S-nitrosothiol (SNO) ; et la M-nitrosylation 

qui correspond à la fixation du NO- sur un métal (principalement le fer) conduisant à la 

formation de complexes métal-nitrosyles (Stamler, 1994). Tout comme la tyrosine nitration 

ŵais aussi d͛autƌes ŵodifiĐatioŶs post-traductionnelles (phosphorylation, ubiquitinylation), la 

nitrosylation des cystéines altère le statut conformationnel de la protéine conduisant à une 

régulation de sa fonction (gain ou perte), de sa localisation ainsi que de sa stabilité (Rizza & 

Filomeni, 2020). La S-nitrosylation de résidus cystéines spécifiques a été mise en évidence dans 

plusieurs centaines de protéines de toutes classes et apparaît être le principal mécanisme par 

lequel le NO signalise (Benhar & Stamler, 2005; Bettaieb et al., 2015; Stamler et al., 2001). Ainsi, 

plusieurs processus cellulaires ont été mis en évidence comme étant régulés par ce type de 

modification post-traductionnelle. Parmi ces processus, on peut citer le cycle cellulaire (Napoli 

et al., 2013; Raines et al., 2007), la reprogrammation du métabolisme tumoral (López-Sánchez 
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et al., 2020), la transcription génique (Sha & Marshall, 2012), la ƌĠpaƌatioŶ de l͛ADN (Tang et 

al., 2012), les fonctions mitochondriales (Piantadosi, 2012) et l͛apoptose (Hara et al., 2005; 

Napoli et al., 2013; Raines et al., 2007; Tang et al., 2006). En effet, Tang et al., ont ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶ 

donneur de NO, le nitrosylcobalamine (NO-Cbl), Ġtait Đapaďle d͛iŶduiƌe la S-nitrosylation de la 

cystéine 336 du récepteur de mort Apo2L / TRAIL death receptor DR4 (TRAIL R1) dans 3 lignées 

cellulaires différentes, les cellules A375 (mélanome), ACHN (cancer rénal) et NIH-OVCAR-3 

;ĐaŶĐeƌ de l͛oǀaiƌeͿ. L͛iŶhiďitioŶ de Đette S-nitrosylation via la mutation de la Cystéine 336 

augmentait ainsi la résistance de ces cellules au traitement par NO-Cďl et à l͛apoptose iŶduite 

par Apo2L/TRAIL (Tang et al., 2006). Une autre molécule impliquée dans le mécanisme 

d͛apoptose et pouvant être S-nitrosylée par le NO est la GAPDH (GlycerAldehyde-3-Phosphate 

DeHydrogenase). Cette modification post-traductionnelle déclenche la fixation de cette 

dernière suƌ l͛uďiƋuitiŶe ligase Siahϭ ŵeŶaŶt à la tƌaŶsloĐatioŶ ŶuĐlĠaiƌe de GAPDH et à 

l͛iŶitiatioŶ de la ŵoƌt Đellulaiƌe paƌ apoptose. L͛iŶhiďitioŶ du NO, par un inhiďiteuƌ d͛iNOS (N-

(3-(aminomethyl)benzyl)acetamidine), empêche ainsi le déclenchement de toute cette 

signalisation (Hara et al., 2005). Le NO peut également jouer un rôle important dans la voie de 

signalisation impliquée dans la prolifération cellulaire EGFR / Ras / MAPK. Il a été montré que 

le NO pƌoǀeŶaŶt d͛uŶe foƌte eǆpƌessioŶ de l͛iNOS, était capable de phosphoryler EGFR  au 

niveau de ses tyrosine 1045 et 1173 induisant son activation dans les cancers du sein RO- / 

iNOShi (Glynn et al., 2010). En se basant sur ces résultats, ces auteurs ont voulu examiner plus 

eŶ dĠtail l͛effet du NO suƌ l͛aĐtiǀatioŶ d͛EGFR, si d͛autƌes ǀoies soŶt iŵpaĐtĠes paƌ Đette 

signalisation et si ces modifications sont corrélées à l͛apparition du phénotype basal like du 

cancer du sein. Effectivement, ils ont trouvé que, via la S-ŶitƌosǇlatioŶ d͛EGFR et de la kiŶase 

SƌĐ, le NO Ġtait Đapaďle d͛aĐtiǀeƌ Đes deƌŶières qui à leur tour activent les voies oncogéniques 

Akt, c-MǇĐ, STATϯ aŶd β-ĐateŶiŶ, pƌoŵouǀaŶt aiŶsi l͛appaƌitioŶ du sous-type basal like du 

cancer du sein (Switzer, Glynn, et al., 2012). Li et al., ont également montré un rôle majeur du 

NO daŶs la ƌĠgulatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ et de la stabilisation de HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor-1) 

pendant la progression tumorale. Ceci était lié à la S-nitrosylation de la cystéine 533 présente 

dans le domaine oxygène dépendant de HIF-1 (Li et al., 2007). La stabilisation de HIF-1 induite 

paƌ le NO peƌŵet aiŶsi l͛aĐtiǀatioŶ de plusieuƌs ǀoies de sigŶalisatioŶs iŵpliƋuĠes daŶs la survie, 

la ĐƌoissaŶĐe, l͛aŶgiogeŶğse et le dĠǀeloppeŵeŶt des cancers (Basudhar et al., 2017). Plusieurs 

autƌes ŵolĠĐules jouaŶt uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs le ĐaŶĐeƌ soŶt ĠgaleŵeŶt susĐeptiďles d͛ġtƌe 

S-nitrosylées. On cite ainsi la S-nitrosylation de Bcl-2 (protéine ƌĠgulatƌiĐe de l͛apoptose) au 
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niveau de ses cystéines 158 et 229. Cette S-nitrosylation était à l͛oƌigiŶe de l͛inhibition de son 

ubiquitinylation, de sa dégradation ultérieure par le protéasome et de l͛aĐĐeŶtuatioŶ de son 

effet anti-apoptotique et pro-tumoral (Azad et al., 2006). Tout comme Bcl-2, FLIP (FLICE-

Inhibitory ProteinͿ uŶe autƌe pƌotĠiŶe ƌĠgulatƌiĐe de l͛apoptose, peut ĠgaleŵeŶt être S-

nitrosylée par le NO et échapper à la dégradation protéasomale dépendante de l͛uďiƋuitiŶe 

(Iyer et al., 2008). De plus, la S-nitrosylation de p53, un suppresseur de tumeurs, induit la perte 

de fonction de cette protéine, empêchant ainsi une réponse normale aux dommages à l͛ADN 

et aux aberrations génomiques, et favorisant, indirectement, la carcinogenèse (Wang, 2012). 

BeauĐoup d͛autƌes pƌotĠiŶes peuǀeŶt ĠgaleŵeŶt suďiƌ Đe tǇpe de ŵodifiĐatioŶ post-

traductionnelle telles que MKP-1 (MAPK phosphatases) au niveau de sa cystéine 258 (Guan et 

al., 2012), MKP-7 au niveaux de sa cystéine 244 (Pi et al., 2009), Fas au niveau de ces cystéines 

199 et 304 (Leon-Bollotte et al., 2011), la dynamine-2 au niveau de sa cystéine 607 (Kang-

Decker et al., 2007), c-Src au niveau de sa cystéine 498, c-Yes au niveau de sa cystéine 506 

(Rahman et al., 2010), PTEN (Yu et al., 2005) et d͛autƌes eŶĐoƌe. Toutes ces modifications 

ŵoŶtƌeŶt Ƌue l͛appaƌitioŶ du ĐaŶĐeƌ est souǀeŶt dû à uŶe altĠƌatioŶ de la ďalaŶĐe S-

nitrosylation / dénitrosylation de ces protéines (Rizza & Filomeni, 2018, 2020). Ainsi un stress 

nitrosatif accru serait corrélé à une augmentation de la progression tumorale, de la migration 

et du potentiel prolifératif des cellules cancéreuses (Rizza & Filomeni, 2020). Une surexpression 

de l͛iNOS a, en effet, été retrouvée dans de nombreux types de cancer dont les mélanomes, le 

glioŵe, le ĐaŶĐeƌ du Đol de l͛utĠƌus, le ĐaŶĐeƌ du foie, des oǀaiƌes, du pancréas, du sein (Thomas 

& Wink, 2017) et du coloron (Ambs et al., 1998). Dans tous ces types de cancers, cette 

surexpression a été associée à un mauvais pronostic, une mauvaise survie, à la progression 

tumorale et à l͛appaƌitioŶ de ŵĠtastases (Ambs et al., 1998; Ekmekcioglu et al., 2000; Eyler et 

al., 2011; Glynn et al., 2010). L͛augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌession de l͛iNOS a été retrouvée chez 

presque 70% des patientes atteintes de cancer du sein  et représente un marqueur pronostic 

de mauvaise survie dans le cancer du sein RO- (Glynn et al., 2010). Une autre étude réalisée sur 

des patieŶtes atteiŶtes d͛uŶ CSTN a ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛eǆpƌessioŶ de l͛iNOS Ġtait ĐoƌƌĠlĠe à uŶe 

augŵeŶtatioŶ de la ƌĠĐidiǀe de la ŵaladie, à l͛appaƌitioŶ de métastases et à la diminution de la 

survie de 209 patientes atteinte du sous-type TN de cancer du sein. Toutes ces modifications 

semblent être dû à la phosphorylation ERK dĠpeŶdaŶte d͛EGFR iŶduite paƌ le NO (Garrido et 

al., 2017). 
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II. Projet de recherche 

Le laďoƌatoiƌe d͛iŵŵuŶologie et iŵŵuŶothĠƌapie des ĐaŶĐeƌs tƌaǀaille sur l͛utilisatioŶ de 

donneurs de NO, tel que le glycéryl trinitrate (GTN), comme traitement anti-cancéreux en 

assoĐiatioŶ ou ŶoŶ aǀeĐ d͛autƌes thĠƌapies aŶti-tumorales. Le GTN, un médicament largement 

utilisé dans le traitement de certaines affections cardiaƋues telles Ƌue l͛aŶgiŶe de poitƌiŶe, 

possède également une activité anti-tumorale. Cet effet a été mis en évidence par plusieurs 

équipes dont la nôtre, aussi bien in vitro Ƌu͛eŶ préclinique chez la souris et en clinique chez les 

patients atteints de plusieurs types de cancer. Parmi les études précliniques ŵoŶtƌaŶt l͛effet 

poteŶtialisateuƌ du NO suƌ l͛effiĐaĐitĠ aŶti-tumorale des chimiothérapies, on trouve toutes 

celles réalisées sur des modèles murins de xénogreffes tumorales humaines. On peut, par 

exemple, citer les études de Huerta et al., Gao et al., et Tesei et al., qui ont montré une 

augŵeŶtatioŶ du tauǆ d͛eǆpƌessioŶ des faĐteuƌs pro-apoptotiques dans plusieurs types de 

cancer (colon, pancréas et vessie) en réponse aux donneurs de NO, le DETA/NONate ou le NCX-

4040, seuls ou associés à la radiothérapie, au cisplatine ou à l͛oǆaliplatiŶe (Gao et al., 2009; 

Huerta et al., 2009; Tesei et al., 2008). D͛autƌes Ġtudes oŶt ĠgaleŵeŶt ŵoŶtƌĠ Đet effet 

potentialisateur des donneurs de NO (GTN, DETA/NONate, GSNO et NCX-4040) en association 

avec la doxorubicine ou le cisplatine +/- radiothérapie dans d͛autƌes tǇpes de ĐaŶĐeƌs doŶt le 

NSCLC, le cancer de l͛ovaire, de la tête et du cou et de la prostate (Bratasz et al., 2008; 

Frederiksen et al., 2007; Huerta-Yepez et al., 2013; Kaliyaperumal et al., 2015; Selvendiran et 

al., 2008). En clinique, l͛utilisatioŶ de patĐhs de GTN s͛est avérée aussi augmenter la survie des 

patients atteints de NSCLC traités par vinorelbine et cisplatine, couplés ou non à de la 

radiothérapie (Arrieta et al., 2014; Yasuda et al., 2006). L͛utilisatioŶ de GTN, augŵeŶte 

également le temps de doublement du PSA (Antigènes spécifiques de la prostate) de patients 

atteints de cancer de la prostate (Siemens et al., 2009). L͛ĠƋuipe de Hueƌta et al., a également 

montré le rôle du NO dans la sensibilisation des cellules tumorales induite par TRAIL via 

l͛iŶhiďitioŶ du faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ Yin Yang 1 (Huerta-Yepez et al., 2009). De même, dans 

notre ĠƋuipe, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue le GTN iŶduisait l͛apoptose de Đellules ĐaŶĐĠƌeuses ĐoliƋues 

huŵaiŶes et ƌeŶdait Đes Đellules plus seŶsiďles à l͛apoptose iŶduite paƌ le ligaŶd du ƌĠĐepteuƌ 

de mort Fas (Leon-Bollotte et al., 2011; Millet et al., 2002). Plus récemment, ils ont montré que 

des concentrations non toxiques de GTN induisaient la mort des cellules cancéreuses coliques 

lorsque le GTN est associé à un inhibiteur de kinase (Cortier et al., 2015). Ils ont également mis 
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eŶ ĠǀideŶĐe l͛effet aŶti-tuŵoƌal du NO loƌsƋu͛il est pƌoduit paƌ l͛iNOS ǀia l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie 

TLR4/IFN-γ daŶs uŶ ŵodğle de ŵĠtastases pulŵoŶaiƌes d͛oƌigiŶe ŵaŵŵaiƌe (Lamrani et al., 

2016), ou impliquant le recrutement de neutrophiles dans des modèles de cancer colique chez 

le rat et la souris (Martin et al., 2018; Seignez et al., 2014). Dans ce contexte multifactoriel, mon 

travail de thğse se foĐalise suƌ l͛Ġtude de l͛effet Ƌu͛il pouƌƌait Ǉ aǀoiƌ eŶ assoĐiaŶt le GTN à la 

doǆoƌuďiĐiŶe daŶs le tƌaiteŵeŶt de l͛uŶ des sous-types les plus agressifs du cancer du sein, le 

triple négatif.  

Dans la première étape de mon travail de thèse, je me suis intéressée à l͛Ġtude de l͛effet 

anti-tumoral du GTN en combinaison avec la doxorubicine in vitro et in vivo. J͛ai eŶsuite étudié 

les modifications induites par cette combinaison sur le système immunitaire en me focalisant 

plus particulièrement sur les cellules immunosuppressives MDSCs. L͛oďjeĐtif in fine est de 

ƌĠussiƌ à ideŶtifieƌ les ŵĠĐaŶisŵes à l͛oƌigiŶe de l͛effet aŶti-tumoral de cette combinaison afin 

de pouvoir mettre en plaĐe des ďioŵaƌƋueuƌs eŶ faǀeuƌ de l͛utilisatioŶ du GTN, eŶ ĐoŵďiŶaisoŶ 

avec la doxorubicine, en clinique. 
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III. Résultats 

1. Effet anti-tumoral de la combinaison doxorubicine / GTN in vitro et in vivo 

Afin de tester si l͛utilisatioŶ d͛uŶ doŶŶeuƌ de ŵoŶoǆǇde d͛azote ;NOͿ, le glǇĐĠƌǇl tƌiŶitƌate 

;GTNͿ, peut aŵĠlioƌeƌ l͛effiĐaĐitĠ thĠƌapeutiƋue de la doǆoƌuďiĐiŶe, daŶs le ĐaŶĐeƌ du seiŶ tƌiple 

négatif (CSTN), nous avons effectué une étude de l͛effiĐaĐitĠ aŶti-tumorale de ces traitements 

seuls ou associés dans un modèle de souris Balb/C porteuses de tumeurs sous cutanées, 

pƌoǀeŶaŶt de l͛iŶjeĐtioŶ de Đellules sǇŶgĠŶiƋues ϰTϭ (Figure 11A). Comme attendu, le GTN en 

monothérapie n'induit aucune inhibition de la croissance tumorale (Figure 11B). En revanche, 

la doxorubicine seule, induit un ralentissement de la croissance tumorale, et de manière très 

intéressante, cet effet anti-tumoral de la doxorubicine, est significativement potentialisé 

lorsque nous combinons cette chimiothérapie au GTN (Figure 11B). AfiŶ de ĐoŶfiƌŵeƌ l͚effet 

poteŶtialisateuƌ de l͛aĐtiǀitĠ aŶti-tumorale de la doxorubicine, nous avons utilisé un autre 

modèle de cancer mammaire EMT6, injecté en sous-cutané dans les souris Balb/C (Figure 11A 

et 11C). De manière siŵilaiƌe au ŵodğle ϰTϭ, Ŷous aǀoŶs pu ĐoŶfiƌŵeƌ Ƌue l͛ajout du GTN à la 

doxorubicine induit un fort effet anti-tumoral (Figure 11C). Nous nous sommes alors demandés 

de quelle manière le GTN pouvait potentialiser l'effet anti-tumoral de la doxorubicine et avons 

commencé à regarder si cet effet pouvait être direct sur les cellules tumorales, via 

l͛augŵeŶtatioŶ de la ĐǇtotoǆiĐitĠ. UŶ ŵaƌƋuage AŶŶeǆiŶeV / 7AAD a été donc réalisé sur les 

cellules 4T1 (Figure 11D) et EMT6 (Figure 11E) après traitement par différentes concentrations 

de GTN et/ou doxorubicine. Les résultats ont montré que la doxorubicine induit la mort des 

Đellules tuŵoƌales ŵaŵŵaiƌes ϰTϭ, aloƌs Ƌue le GTN, à ϭϬ ou ϭϬϬ µM, Ŷ͛a auĐuŶ effet 

cytotoxique sur ces cellules (Figure 11D). La combinaison du GTN à la doǆoƌuďiĐiŶe Ŷ͛a iŶduit 

aucune augmentation de la cytotoxicité dans ce modèle cellulaire (Figure 11D). De plus, alors 

Ƌu͛eŶ pƌĠĐliŶiƋue le ŵodğle EMTϲ est seŶsiďle au tƌaiteŵeŶt paƌ la doǆoƌuďiĐiŶe et/ou GTN, in 

vitro, la doxorubicine Ŷ͛induit aucune cytotoxicité des Đellules EMTϲ loƌsƋu͛elle est utilisĠe 

seule ou en combinaison avec le GTN (Figure 11E). AuĐuŶ effet sǇŶeƌgiƋue du GTN Ŷ͛ĠtaŶt 

oďseƌǀĠ daŶs les deuǆ tǇpes Đellulaiƌes, il seŵďleƌait Ƌue la poteŶtialisatioŶ de l͛effiĐaĐitĠ aŶti-

tumorale de la doǆoƌuďiĐiŶe iŶduite ǀia l͛ajout du GTN, ne soit pas corrélée à un effet direct sur 

les cellules tumorales. Notre hypothèse était que cette combinaison aurait plutôt un effet 

indirect, en agissant sur les autres cellules constituant le MET. Nous nous sommes alors 
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focalisés sur les modifications pouvant être induites par ces traitements au niveau du 

microenvironnement immunitaire associé aux tumeurs.  

 

 

Figure 11 : Effet anti-tumoral de la combinaison doxorubicine / GTN dans deux modèles de cancer du sein. A. 

Planning des expériences in vivo. Des souris Balb/C porteuses de tumeurs sous-cutanées mammaires (5 x 105 

cellules 4T1 ou EMT6) ont été traitées par du GTN (5 mg/kg, en s.c.) trois fois par semaine dès le lendemain de 

l’iŶjeĐtioŶ des Đellules ĐaŶĐĠƌeuses, suiǀi de la doǆoƌuďiĐiŶe ;ϴ ŵg/kg, eŶ i.ǀ.Ϳ loƌsƋue le ǀoluŵe tuŵoƌal atteiŶt 
environ 50 mm3 (renouvelée tous les 7 jours). Un suivi de la croissance tumorale a été réalisé 3 fois par semaine.  

B-C. Etude de l’effet aŶti-tumoral de la doxorubicine, du GTN ainsi que de la combinaison dans des souris 

poƌteuses d’uŶe tuŵeuƌ ŵaŵŵaiƌe ϰTϭ ;B, Ŷ=ϭϬͿ ou EMTϲ ;C, Ŷ=ϱͿ et tƌaitĠes aǀeĐ doǆoƌuďiĐiŶe +/- GTN suivant 

le sĐhĠŵa d’iŶjeĐtioŶ pƌĠseŶtĠ en A. Les souris ont été sacrifiées lorsque les tumeurs atteignaient un volume 

tumoral de 2000 mm3. D-E. Cinq-cents milles cellules cancéreuses mammaires 4T1 (D) ou EMT6 (E) ont été traitées 

avec de la doxorubicine (250 ou 500 nM) +/- GTN (10 ou 100 µM) pendant 24h. La mort cellulaire induite par ces 

ŵolĠĐules a ĠtĠ ĠǀaluĠe paƌ uŶ ŵaƌƋuage aŶŶeǆiŶe V/ϳAAD et aŶalǇsĠe paƌ ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ ;Ŷ=ϰͿ. L’aŶalǇse 
statistique a été effectuée par un test two-way ANOVA (B-C) ou test t (D-EͿ : *p ≤ Ϭ,Ϭϱ, **p ≤ Ϭ,Ϭϭ, ***p ≤ Ϭ,ϬϬϭ, 
**** p ≤ Ϭ,ϬϬϬϭ. Les statistiques présentées sur les figures D-E représentent les différences significatives par 

rapport au Ctrl. 
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2. Modulation du microenvironnement immunitaire tumoral en réponse à la doxorubicine 

+/- GTN  

2.1. Augmentation de la polarisation Th1 en réponse au GTN +/- doxorubicine 

Pour déterminer si le traitement par la doxorubicine et/ou le GTN affecte le recrutement et/ou 

l'activité des cellules TCD4+, des tumeurs ont été récupérées à J16 et/ou J23 (respectivement 

7 et 14 jours après l'injection de doxorubicine) à partir de souris Balb/C porteuses de tumeurs 

sous-cutanées 4T1 traitées ou non avec doxorubicine +/- GTN (Figure 12A). L͛aŶalǇse paƌ 

immunohistofluorescence sur les blocs de paraffine des tumeurs prélevées à J16, montre que 

le pourcentage des cellules TCD4+ recrutées au sein de ces tumeurs était significativement 

augmenté en réponse au GTN +/- doxorubicine (figure 12B). L͛aŶalǇse plus fiŶe ƌĠalisĠe paƌ 

cytométrie en flux après dissociation des tumeurs prélevées à J16 et J23, révèle alors que seule 

la combinaison doxorubicine / GTN induit une augmentation des cellules CD4+/ CD127+/CD25+ 

correspondants aux cellules TCD4+ activées (figure 12C, stratégie de gating en annexe). Ces LT 

CDϰ+ ĠtaŶt ĐoŶstituĠs d͛uŶe population hétérogène de cellules, formées suite à la 

différenciation des cellules TCD4+ naïfs et pourvues de fonctions pro- ou anti-tumorales 

spécifiques, nous avons alors décidé de regarder si nos traitements pouvaient moduler la 

composition intra-tumorale en ces différents sous-types (Th1, Th2, Treg et Tfh). Une analyse 

par cytométrie en flux a été alors réalisée sur les tumeurs récupérées à J16 et J23 à partir de 

souris injectées avec des cellules cancéreuses 4T1 et traitées ou non avec doxorubicine +/- GTN 

(stratégie de gating en annexe). Les ƌĠsultats oďseƌǀĠs à Jϭϲ oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛assoĐiatioŶ 

doxorubicine / GTN induit une augmentation significative de la polarisation intra-tumorale des 

cellules CD45+/CD4+/CCr6+/CXCR3+ (Figure 12D) et des cellules CD45+/CD4+/CD127-/CD25+ 

(Figure 12F) correspondant respectivement aux sous-types Th1 et Treg. Cet effet 

statistiquement significatif lié à ces deux populations cellulaires est perdu à J23, tout en 

ŵaiŶteŶaŶt uŶe teŶdaŶĐe à l͛augŵeŶtatioŶ pouƌ les Đellules CDϰϱ+/CD4+/CD127-/CD25+ 

(Figure 12F). Concernant les cellules CD45+/CD4+/CCr6-/CXCR3-/ST2+ (Figure 12E) et 

CD45+/CCr6-/CXCr3-/CXCR5+/PD-1+ (Figure 12G), correspondants respectivement aux cellules 

Th2 et Tfh, une diminution de leur taux a été observée à J16 en réponse au GTN (Th2) et à 

l͛assoĐiatioŶ GTN / doǆoƌuďiĐiŶe ;TfhͿ. CepeŶdaŶt, à JϮϯ, la diŵiŶutioŶ des Đellules ThϮ seŵďle 

cette fois être dépendante de la doxorubicine (Figure 12E), contrairement aux cellules Tfh qui 

voient leur pourcentage augmenter en réponse aux traitements seuls ou associés (Figure 12G).  
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La confirmation de ces résultats par RT-qPCR a alors été réalisée en recherchant, dans le lysat 

tuŵoƌal, l͛eǆpƌessioŶ de gğŶes spĠĐifiƋues à ĐhaƋue ligŶage Đhez des souƌis poƌteuses de 

tumeurs 4T1 et traitées ou non par doxorubicine +/- GTN. Ainsi, les résultats observés par 

cytométrie en flux pour les cellules Th1 et Th2, ont pu être confirmés par RT-qPCR. En effet, le 

GTN seul ou assoĐiĠ à la doǆoƌuďiĐiŶe iŶduit l͛augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ du gğŶe Tbet, 

statistiquement significatif à J23 (Figure 12H), alors que le GTN seul induit la diminution de 

l͛eǆpƌessioŶ du gğŶe GATA3 à J16 (Figure 12I), correspondant respectivement aux sous-types 

Th1 et Th2. Cependant, aucune différence significative dans le tauǆ d͛eǆpƌessioŶ du gğŶe Foxp3 

;TƌegͿ Ŷ͛a pu ġtƌe ŵis eŶ ĠǀideŶĐe eŶ ƌĠpoŶse auǆ tƌaiteŵeŶts, Ŷi à Jϭϲ Ŷi à JϮϯ (Figure 12J). 
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 Figure 12 : ModulatioŶ de l’iŶfiltƌation intra-tumorale par les cellules TCD4+ en réponse à la doxorubicine +/- GTN. 

A. Planning des expériences in vivo. Des souris Balb/C porteuses de tumeurs mammaires sous-cutanées 4T1 ont 

ĠtĠ tƌaitĠes aǀeĐ du GTN ;ϱ ŵg/kg, eŶ s.Đ.Ϳ ϯ fois paƌ seŵaiŶe dğs le leŶdeŵaiŶ de l’iŶjeĐtioŶ des Đellules 
cancéreuses, suivi de la doxorubicine (8 mg/kg, en i.v.) lorsque le volume tumoral atteint environ 50 mm3 

(renouvelée tous les 7 jours). B-J. Les tumeurs ont été récupérées à J16 et/ou J23 post-injection des cellules 

tumorales 4T1 dans les souris Balb/C (Cf. A), et l’iŶfiltƌatioŶ tuŵoƌale paƌ des Đellules TCDϰ+ ;BͿ, T CDϰ+ aĐtiǀĠes 
(C) et les différents sous-types (Th1, Th2, TReg et Tfh, D-J) en réponse à la doxorubicine +/- GTN, a été analysée. 

B. Analyse par immunohistofluorescence (n=8 souris). C-G. Analyse par cytométrie en flux (n=5 souris). H-J. 

Analyse par RT-ƋPCR ;Ŷ=ϵ souƌisͿ de l’eǆpƌessioŶ de faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ spĠĐifiƋues auǆ Đellules TCDϰ+ de 
tǇpe Thϭ ;HͿ, ThϮ ;IͿ et Tƌeg ;JͿ. AŶalǇses statistiƋues paƌ t test : *p ≤ Ϭ,Ϭϱ. 
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Des expériences de différenciation des LT CD4+ ex vivo ont été également effectuées afin de 

confirmer ces résultats.  Pour ce faire, des LT CD4+ naïfs ont été cultivés avec des cytokines et 

anticorps bloquants spécifiques à chaque sous-type cellulaire TCD4+, et traitées ou non avec 

doxorubicine +/- GTN. La polaƌisatioŶ des Thϭ, ThϮ, Tƌeg et Tfh a ĠtĠ ǀĠƌifiĠe gƌâĐe à l͛aŶalǇse 

de l͛eǆpƌessioŶ des gğŶes Tbet (Figure 13A), GATA3 (Figure 13B), Foxp3 (Figure 13C) et BCL6 

(Figure 13D) ƌespeĐtiǀeŵeŶt. L͛aŶalǇse paƌ RT-qPCR a alors montré que le GTN induit une 

augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ du faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ Tbet, et donc de la différenciation de 

ces cellules T naïves en Th1 (Figure 13A). EŶ ƌeǀaŶĐhe, l͛eǆpƌessioŶ des faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ 

GATA3 (Figure 13B), Foxp3 (Figure 13C) et BCL6 (Figure 13D) est significativement diminuée en 

réponse à la doxorubicine +/- GTN.  

Figure 13 : Modulation de la différenciation des cellules TCD4+ en réponse à la doxorubicine +/- GTN. A-D. Analyse 

par RT-ƋPCR de l’eǆpƌessioŶ des faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ ĐlĠs daŶs les LT CDϰ+ Ŷaïfs, isolĠs à paƌtiƌ de ƌates et de 
ganglions de souris Balb/C, différenciées in vitro en Th1 (A), Th2 (B), Treg (C) et Tfh (D) et traitées avec 

doxorubicine (500 nM) +/- GTN ;ϭϬϬ μMͿ peŶdaŶt ϳϮh. Ces doŶŶĠes soŶt ŶoƌŵalisĠes paƌ ƌappoƌt auǆ ThϬ tƌaitĠes 
ou non par doxorubicine +/- GTN aux mêmes concentrations (A-B), ou par rapport aux LT naïfs (C-D). Analyses 

statistiƋues paƌ t test : *p ≤ Ϭ,Ϭϱ, **p ≤ Ϭ,Ϭϭ, ***p ≤ Ϭ,ϬϬϭ, **** p ≤ Ϭ,ϬϬϬϭ. 
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L'ensemble des résultats obtenus sur la population de LT CD4+ montre que la combinaison du 

GTN à la doxorubicine, induisant un fort effet anti-tumoral, est corrélée à une augmentation 

du recrutement intra-tuŵoƌal et de l͛aĐtiǀatioŶ des Đellules TCD4+, en favorisant le lignage Th1 

au détriment des lignages Th2, Treg et Tfh. Plusieurs études ont montré que le rôle majeur joué 

paƌ les Đellules Thϭ au seiŶ des tuŵeuƌs, ĐoƌƌespoŶds au soutieŶ et à l͛aĐtiǀatioŶ et de la 

réponse T cytotoxique induite par les cellules TCD8+. Une étude approfondie de la modulation 

et de l͛iŵpliĐatioŶ de Đette populatioŶ iŵŵuŶitaiƌe, eŶ ƌĠpoŶse auǆ tƌaitements, a donc été 

entreprise. 

2.2. Augmentation du taux intra-tumoral des cellules TCD8+/PD-ϭ+ paƌ l͛assoĐiatioŶ 
doxorubicine / GTN    

Les cellules TCD8+ constituent une autre population de LT qui joue un rôle très important dans 

la réponse immunitaire adaptative anti-ĐaŶĐĠƌeuse. AfiŶ d͛Ġǀalueƌ le ƌôle de Đes Đellules daŶs 

l͛effiĐaĐitĠ aŶti-tumorale de la combinaison doxorubicine / GTN, nous avons effectué un suivi 

de croissance tumorale sur des souris porteuses de tumeurs sous-cutanées 4T1 et traitées avec 

doxorubicine / GTN en association ou non avec un Ac bloquant les LT CD8+ (Figure 14A). Les 

résultats de la Figure 14B mettent bien en évidence l͛iŵpliĐatioŶ de Đes Đellules daŶs l͛effiĐaĐitĠ 

thérapeutique de cette combinaison de traitements. En effet, nous avons observé une 

iŶhiďitioŶ paƌtielle, ŵais sigŶifiĐatiǀe, de l͛effet aŶti-tumoral observé en réponse à la 

combinaison doxorubicine / GTN, loƌsƋue Ŷous assoĐioŶs Đes tƌaiteŵeŶts à l͛aŶti-CD8 (Figure 

14B). La présence de ces cellules dans les tumeurs a alors été mise en évidence par 

immunohistofluorescence (Figure 14C) et cytométrie en flux (Figure 14D, stratégie de gating en 

annexes), effectuées sur des tumeurs 4T1 récupérées, à J16 et/ou J23, à partir de souris Balb/C 

traitées ou non avec doxorubicine +/- GTN (Figure 14A). UŶe augŵeŶtatioŶ de l͛iŶfiltƌatioŶ 

intra-tumorale par les LT CD8+, a été observée à J23 en réponse à la combinaison doxorubicine 

/ GTN (Figure 14C), mais également en réponse à la doxorubicine seule comme montré par 

analyse en cytométrie (Figure 14D).  
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Figure 14 : Implication des cellules TCD8+ dans l'effet anti-tumoral de la combinaison doxorubicine / GTN. A. 

Planning des expériences in vivo. Des souris Balb/C porteuses de tumeurs mammaires triples négatives (5 x 105 

Đellules ϰTϭͿ oŶt ĠtĠ tƌaitĠes paƌ du GTN ;ϱ ŵg/kg, eŶ s.Đ.Ϳ tƌois fois paƌ seŵaiŶe dğs le leŶdeŵaiŶ de l’iŶjeĐtioŶ 
des cellules cancéreuses, suivi de la doxorubicine (8 mg/kg, en i.v.) lorsque le volume tumoral atteint environ 50 

mm3 (renouvelée tous les 7 jours), et/ou d’uŶ aŶtiĐoƌps aŶti-CD8 ou de son isotype contrôle IgG2a (5 mg/mL, en 

i.p) une fois par semaine dès la veille du début du traitement par la doxorubicine ou NaĐl, et/ou de l’aŶti-PD-1 (10 

mg/Kg, en i.p) deux fois par semaine dès le lendemain du début du traitement par la doxorubicine ou Nacl.  Un 

suivi de la croissance tumorale a été réalisé 3 fois par semaine (B). Les tumeurs ont été récupérées à J16 et/ou 

J23 et analysées par immunofluorescence à J23 (C) ou cytométrie en flux à J16 et J23 ;DͿ. B. Etude de l’effet aŶti-
tumoral de la combinaison doxorubicine / GTN en association ou non avec un anticorps anti-CD8, dans des souris 

poƌteuses d’uŶe tuŵeuƌ ŵaŵŵaire 4T1 (n=10 souris) et traitées avec doxorubicine +/- GTN +/- anti-CD8 ou 

isotype contrôle IgG2a, suiǀaŶt le sĐhĠŵa d’iŶjeĐtioŶ pƌĠseŶtĠ eŶ A. Les souƌis oŶt ĠtĠ saĐƌifiĠes loƌsƋue les 
tumeurs atteignaient un volume tumoral de 2000 mm3. C-D. Analyse par IHC (C, n=8 souris) et cytométrie en flux 

;D, Ŷ=ϭϰ souƌisͿ de l’iŶfiltƌatioŶ iŶtƌa-tumoral des LT CD8+ en réponse à la doxorubicine +/- GTN à J16 et/ou J23 

post-injection des cellules tumorales 4T1 dans les souris Balb/C (Cf. A). Analyses statistiques par test Two-way 

ANOVA (B) ou t test (C-DͿ: *p ≤ Ϭ,Ϭϱ, **p ≤ Ϭ,Ϭϭ, **** p ≤ Ϭ,ϬϬϬϭ. 
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Il est connu que les cellules TCD8+, tout Đoŵŵe d͛autƌes populatioŶs iŵŵuŶitaiƌes, eǆpƌiŵeŶt 

des PCIs à leur surface pour réguler leur activité. Dans notre étude nous nous sommes focalisés 

suƌ l͛eǆpƌessioŶ de PD-ϭ eŶ ƌĠpoŶse à Ŷos tƌaiteŵeŶts.  La ŵodulatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de Đe 

dernier par les cellules TCD8+ a été étudiée par cytométrie en flux aussi bien ex vivo, à J16 sur 

des souris Balb/C porteuses de tumeurs 4T1 et traitées avec doxorubicine +/- GTN, Ƌu͛in vitro, 

sur des LT CD8+ récupérées à partir de rates et ganglions de souris Balb/C naïves, et traitées, 

après activation par des billes anti-CD3/CD28, avec doxorubicine +/- GTN. Une augmentation 

sigŶifiĐatiǀe de l͛eǆpƌessioŶ de PD-1 par les cellules TCD8+ infiltrant les tumeurs (Figure 15A) 

ou naïves (Figure 15B), a été alors observée en réponse au GTN seul ou associé à la 

doxorubicine. L͛effet aŶti-tumoral de ces LT CD8+/PD-1+ pouvant-être régulé négativement par 

PD-L1, un de ses ligands présents sur un certain nombre de cellules immunitaires mais 

ĠgaleŵeŶt suƌ les Đellules tuŵoƌales, l͛iŵpaĐt de la ĐoŵďiŶaisoŶ suƌ l͛eǆpƌessioŶ de PD-L1 dans 

les cellules tumorales a alors été testé ex vivo (Figure 15C) et in vitro (Figure 15D). Les 

tƌaiteŵeŶts seuls ou eŶ ĐoŵďiŶaisoŶ iŶduiseŶt uŶe foƌte diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ 

membranaire de PD-L1 sur les cellules tumorales (Figure 15C et 15D). La modulation de 

l͛eǆpƌessioŶ de PD-1 sur les cellules TCD8+ et PD-L1 sur les cellules tumorales pourrait être à 

l͛oƌigiŶe de l͛aďseŶĐe de poteŶtialisatioŶ de l͛effiĐaĐitĠ aŶti-tumorale de la combinaison 

doǆoƌuďiĐiŶe / GTN loƌsƋu͛elle est assoĐiĠe à uŶ aŶti-PD-ϭ. EŶ effet, l͛effet aŶti-tumoral de la 

doxorubicine est amélioré, mais de manière non-significative, loƌsƋu͛elle est assoĐiĠe à uŶ anti-

PD-1, et l͛assoĐiatioŶ doǆoƌuďiĐiŶe / GTN / AŶti-PD-ϭ Ŷ͛iŶduit pas d͛aŵĠlioƌatioŶ de l͛effiĐaĐitĠ 

comparée à celle de la combinaison doxorubicine / GTN (Figure 15E). Tous ces résultats 

suggğƌeŶt Ƌue l͛effiĐaĐitĠ aŶti-tumorale observée en associant le GTN à la doxorubicine est 

dĠpeŶdaŶte du ƌeĐƌuteŵeŶt ŵais ĠgaleŵeŶt de l͛aĐtivation des cellules TCD8+ dans les 

tumeurs.  

Au sein des tumeurs, nous avons donc vu que la combinaison de traitements favorise la 

présence de cellules TCD4+ de type Th1, ayant un role activateur sur les cellules TCD8+, et au 

contraire inhibait le lignage Treg présentant des cractéristiques immunosuppressives. Dans le 

MET, il existe d͛autƌe Đelules iŵŵuŶosuppƌessives pouvant jouer un role inhibiteur sur ces LT 

CD8+, telles que les MDSCs. 
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Figure 15 : Implication du couple PD-1/PD-L1 dans l'effet anti-tumoral de la combinaison doxorubicine / GTN. A. 

AŶalǇse paƌ ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ de l’eǆpression de PD-1 sur les cellules CD8+ infiltrant les tumeurs 4T1 à J16 en 

réponse à la doxorubicine +/- GTN ;Cf. Figuƌe ϭϰA, Ŷ=ϵͿ. B. AŶalǇse de l’eǆpƌessioŶ de PD-1 sur les cellules CD8+ 

récupérées à partir de rates et ganglions de souris naïves et traitées in vitro, après activation avec des billes CD3 

/ CD28, par doxorubicine (100 ou 250nM) + / - GTN (100µM) pendant 24h (n=3). C-D. Analyse par cytométrie en 

fluǆ de l’eǆpƌessioŶ de PD-L1 dans les tumeurs 4T1 récupérées à partir de souris Balb/C traitées avec doxorubicine 

+ / - GTN à J16 (Cf. Figure 14A) (C, n=9), ou in vitro sur les cellules 4T1 traitées avec de la doxorubicine (100, 250 

ou 500nM) +/- GTN ;ϭϬ ou ϭϬϬ µMͿ peŶdaŶt Ϯϰh ;D, Ŷ = ϰͿ. E. Etude de l’effet aŶti-tumoral de la doxorubicine +/- 

GTN en association ou non avec de l’aŶti-PD-1, daŶs des souƌis poƌteuses d’uŶe tuŵeuƌ ŵaŵŵaiƌe ϰTϭ ;Ŷ=ϭϬ 

souris) et traitées avec doxorubicine +/- GTN +/- anti-PD-1, suiǀaŶt le sĐhĠŵa d’iŶjeĐtioŶ pƌĠseŶtĠ eŶ Figuƌe ϭϰA. 
Les souris ont été sacrifiées lorsque les tumeurs atteignaient un volume tumoral de 2000 mm3. Analyses 

statistiques par test Two-way ANOVA (E) ou t test (A-DͿ: *p ≤ Ϭ,Ϭϱ, **p ≤ Ϭ,Ϭϭ, ***p ≤ Ϭ,ϬϬϭ, **** p ≤ Ϭ,ϬϬϬϭ. Les 

statistiques présentées sur les figures B et D représentent les différences significatives par rapport au Ctrl. 
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2.3. Augmentation du taux intra-tumoral de G-MDSCs corrélée à la diminution de 

leuƌ aĐtiǀitĠ iŵŵuŶosuppƌessiǀe eŶ ƌĠpoŶse à l͛assoĐiatioŶ doǆoƌuďiĐiŶe / GTN 

Les cellules MDSCs font partie des cellules iŵŵuŶitaiƌes d͛oƌigiŶe ŵǇĠloïde jouaŶt uŶ ƌôle dans 

l͛iŵŵuŶitĠ iŶŶĠe iŵŵuŶosuppƌessiǀe et pro-tuŵoƌale. L͛Ġtude de l͛iŵpaĐt de la doǆoƌuďiĐiŶe 

+/- GTN sur cette population cellulaire a alors été réalisée. Une analyse par cytométrie en flux 

a été réalisée sur les tumeurs 4T1 récupérées, à J16 et J23, à partir de souris injectées avec des 

cellules 4T1 et traitées ou non avec doxorubicine +/- GTN. Comme le montre la Figure 16A, 

aucun effet des traitements, seuls ou en combinaison, sur le taux de cellules 

CD45+/CD11b+/Gr1+, correspondant aux cellules MDSCs totales, Ŷ͛a pu ġtƌe dĠteĐtĠ. Ces 

MDSCs regroupant deux sous-types, les MDSCs monocytaires (M-MDSC) et granulocytaires (G-

MDSC), nous avons décidé de caractériser plus finement ces deux populations de MDSCs en 

réponse aux traitements. De manière très intéressante, nous avons trouvé que le rapport intra-

tumoral des cellules CD45+/CD11b+/Gr+/Ly6Ghi (G-MDSCs) / CD45+/CD11b+/Gr+/Ly6G- (M-

MDSCs) augmente significativement en réponse à la combinaison doxorubicine / GTN à J16 et 

à J23, ce ratio augmentant également à J23 en réponse à la doxorubicine seule ou combinée 

au GTN (Figure 16B, stratégie de gating en annexe). Ces cellules immunosuppressives pouvant 

iŶhiďeƌ l͛aĐtiǀitĠ des LT CDϴ+, ǀia l͛eǆpƌessioŶ de PD-Lϭ, Ŷous aǀoŶs aŶalǇsĠ l͛eǆpƌessioŶ de Đe 

ligand sur ces cellules par cytométrie en flux. De manière intéressante, nous avons constaté 

que le taux de PD-L1 membranaire diminue sur les G-MDSCs intra-tumorales, et non sur les M-

MDSC, en réponse à la doxorubicine, associée ou non au GTN (Figure 16C). Cette observation 

est d͛autaŶt plus iŶtĠƌessaŶte Ƌue Ŷous aǀoŶs pu ŵoŶtƌeƌ, par RNAseq, un effet très important 

du GTN +/- doǆoƌuďiĐiŶe suƌ la diŵiŶutioŶ d͛eǆpƌessioŶ des gğŶes assoĐiĠs à l͛aĐtiǀitĠ 

immunosuppressive des MDSCs, tels que S100A9, le récepteur à la PGE2 (PGE2RͿ, et l͛iNOS 

(Figure 17A). L͛eǆpƌessioŶ d͛autƌes gğŶes assoĐiĠs au ƌeĐƌuteŵeŶt des MDSCs au seiŶ des 

tumeurs est également diminuée en réponse aux traitements seuls ou associés, comme par 

exemple les chimioattractants (CXCl1-3, 5, CCl2-3, 5) et le récepteur CXCR2 (Figure 17A).  La 

ŵodulatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de Đes gğŶes a aloƌs ĠtĠ ĐoŶfiƌŵĠe paƌ RT-qPCR à partir des lysats 

tumoraux obtenus à J16 et J23 (Figure 17B). Concernant leur potentiel immunosuppresseur, la 

diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ gĠŶiƋue de CXCR2 et de l͛iNOS en réponse au GTN +/- doxorubicine 

a été confirmée in vitro en utilisant une lignée cellulaire de MDSC, les cellules MSC2 (Figure 

17C). Même si nous Ŷ͛avons pas pu observer de diminution significative en réponse aux 

traitements, du tauǆ d͛eǆpƌessioŶ de CXCR2 et de l͛iNOS dans des G-MDSC récupérées à partir 
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de tumeurs 4T1, une tendance à la baisse est détectée en réponse à la combinaison 

doxorubicine / GTN (Figure 17D). Tous Đes ƌĠsultats soŶt eŶ faǀeuƌ d͛uŶe iŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀitĠ 

immunosuppressive des G-MDSC en réponse à la combinaison de traitement doxorubicine / 

GTN. Nous avons alors testé la capacité de ces cellules à inhiber la prolifération des LT CD8+. 

Comme attendu, nous avons pu montrer que les G-MDSC provenant de tumeurs 4T1 

récupérées à partir de souris Balb / C traitées avec doxorubicine / GTN, restaure en partie et de 

manière significative, la prolifération des LT CD8+ loƌsƋu͛elles sont co-cultivées avec les G-

MDSCs (figure 17E).  

Tous ces résultats montrent que la combinaison du GTN à la doxorubicine favorise la présence 

des G-MDSC intra-tumoraux au détriment des M-MDSC et inhibe leur fonction 

immunosuppressive aussi bien en diminuant le taux de PD-Lϭ eǆpƌiŵĠ paƌ Đes Đellules, Ƌu͛eŶ 

diminuant leur capacité à inhiber la prolifération des LT CD8+. Nous avons alors émis 

l͛hǇpothğse Ƌue Đette ĐoŵďiŶaisoŶ de tƌaiteŵeŶt pouǀait iŶduiƌe uŶ sǁitĐh daŶs l͛aĐtiǀitĠ 

immunosuppressive de ces cellules G-MDSCs au sein des tumeurs 4T1.  
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Figure 16 : Impact de la combinaison doxorubicine / GTN sur la composition intra-tumorale en G-MDSC vs M-

MDSC et l’eǆpƌessioŶ de PD-L1. A-C. Analyse par cytoŵĠtƌie eŶ fluǆ ;Ŷ=ϭϰ souƌisͿ de l’iŶfiltƌat iŶtƌa-tumoral des 

cellules MDSCs (A), des sous-types de G-MDSC et M-MDSC ;BͿ aiŶsi Ƌue de l’eǆpƌessioŶ de PD-L1 à leur surface (C) 

en réponse à la doxorubicine +/- GTN à J16 et J23 post-injection des cellules tumorales 4T1 dans les souris Balb/C 

;Cf. Figuƌe ϭϰAͿ. AŶalǇses statistiƋues paƌ t test : *p ≤ Ϭ,Ϭϱ, **p ≤ Ϭ,Ϭϭ. 
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Figure 17 : Impact de la combinaison doxorubicine / GTN sur le recrutement intra-tumoral et le potentiel 

immunosuppressif des MDSCs. A-B. Analyse par RNAseq (A, n=3 souris) et RT-ƋPCR ;B, Ŷ=ϲ souƌisͿ de l’eǆpƌessioŶ 
intra-tuŵoƌael de gğŶes iŶteƌǀeŶaŶt daŶs le ƌeĐƌuteŵeŶt et l’aĐtiǀitĠ des MDSCs, eŶ ƌĠpoŶse à la doǆoƌuďiĐiŶe 
+/- GTN à J16 et/ou J23 post-injection des cellules tumorales 4T1 dans les souris Balb/C (Cf. Figure 14A). C-D. 

AŶalǇse de l’eǆpƌessioŶ des gğŶes CǆCRϮ et iNOS paƌ RT-qPCR sur les cellules MSC2 (C, n=3) ou G-MDSCs de 

tumeurs 4T1 de souris non traitées (D, n=3), traitées in vitro avec doxorubicine (100 nM) +/- GTN (100µM) pendant 

Ϯϰh. E. AŶalǇse paƌ ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ de l’iŵŵuŶosuppƌessioŶ iŶduite paƌ les G-MDSCs (purifiées à J23 à partir 

de tumeurs 4T1 de souris traitées ou non (Ctrl) avec doxorubicine +/- GTN (Cf. Figure 14A)) sur les cellules CD8+ 

purifiées à partir de rates et ganglions de souris naïves, activées in vitro avec des billes CD3 / CD28 et marquées 

avec cell trace violet (n=6 souris pour le groupe Ctrl, et n=3 souris pour les groupes traités). Analyses statistiques 

paƌ t test : *p ≤ Ϭ,Ϭϱ, **p ≤ Ϭ,Ϭϭ, ***p ≤ Ϭ,ϬϬϭ, **** p ≤ Ϭ,ϬϬϬϭ. Les statistiques présentées sur les figures A-D 

représentent les différences significatives par rapport au Ctrl. 
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3. IŶhiďitioŶ de la ǀoie de sigŶalisatioŶ ƌĠgulaŶt l͛aĐtiǀitĠ iŵŵuŶsouppƌessiǀe des G-MDSC 

par la combinaison doxorubicine / GTN  

3.1. Diminution de la voie de signalisation FATP2 en réponse au GTN +/- doxorubicine 

Une revue assez récente parue dans Nature (Veglia et al., 2019), a montré que la capacité 

immunosuppressive des cellules PMN-MDSCs est sous la dĠpeŶdaŶĐe de l͛eǆpƌessioŶ d͛uŶ 

tƌaŶspoƌteuƌ d͛acide gras, la protéine FATP2 (Fatty Acid Transport Protein 2). Nous avons alors 

ƌegaƌdĠ si la ĐoŵďiŶaisoŶ GTN / doǆoƌuďiĐiŶe pouǀait ŵoduleƌ l͛eǆpƌessioŶ de Đette pƌotĠiŶe. 

L͛aŶalǇse paƌ RT-qPCR, western blot et cytométrie en flux dans la lignée cellulaire MSC2, a 

ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛eǆpƌessioŶ, respectivement, génique (Figure 18A), protéique (Figure 18B) et 

membranaire (Figure 18C) de FATP2 était fortement inhibée en réponse au GTN +/- 

doǆoƌuďiĐiŶe. Cette diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe de FATPϮ, eŶ ƌĠpoŶse au GTN +/- 

doxorubicine, a été également confirmée dans les cellules primaires G-MDSCs récupérées à 

partir de souris porteuses de tumeurs 4T1 et traitées in vitro avec doxorubicine +/- GTN (Figure 

18D).  

L͛eǆpƌessioŶ de FATPϮ ĠtaŶt sous la dĠpeŶdaŶĐe de la voie de signalisation du facteur de 

transcription STAT5, qui après activation par phosphorylation (P-STAT5) permet la transcription 

du gène Slc27A2 et sa traduction en protéine FATP2. Cette dernière va alors permettre 

l͛aďsoƌptioŶ de l'aĐide aƌaĐhidoŶiƋue par les G-MDSCs conduisant ainsi à la production de 

PGE2, un acide gras responsable de la suppression des cellules TCDϴ +. L͛Ġtude de Đette ǀoie 

de signalisation en aval (PGE2) et en amont (STAT5) de FATP2, en réponse au GTN +/- 

doxorubicine, a été réalisée. Les résultats des Figures 18E-F, montrent bien une diminution 

significative de la quantité de la PGE2 (Figure 18E) mais également de STAT5 phosphorylée (P-

STAT5) ou totale (Figure 18F), en réponse au GTN seul ou associé à la doxorubicine. Le GTN, 

seul ou associé à la doxorubicine, semble donc bien pouvoir inhiber la voie de signalisation 

FATPϮ, ƌĠgulaŶt l͛aĐtiǀitĠ iŵŵuŶosuppƌessiǀe des G-MDSC. De manière très intéressante, nous 

avons également mis en évidence que cette diminution du taux de STAT5 était associée à 

l͛appaƌitioŶ d͛uŶ pƌoduit de Đliǀage à ϱϬKDa (Figure 18F). Tout comme la diminution de FATP2, 

de STAT5 et de PGE2, ce clivage de STAT5 est retrouvé en présence du GTN, associé ou non à 

la doxorubicine (Figure 18F). Ce clivage de STAT5, dépendant du GTN, semble être spécifique 

auǆ Đellules ŵǇĠloïdes MDSCs, puisƋue Đe doŶŶeuƌ de NO Ŷ͛iŶduit auĐuŶ Đliǀage de STAT5 dans 

les cellules lymphoïdes de type TCD8+ purifiés à partir de rates de souris naïves et traités in 

vitro, après activation avec des billes anti-CD3/CD28, avec doxorubicine +/- GTN (Figure 18G). 
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Tous Đes ƌĠsultats suggğƌeŶt foƌteŵeŶt le ƌôle du GTN daŶs l͛iŶhiďitioŶ de l͛effet 

immunosuppresseur des G-MDSC par inhibition de la voie de signalisation FATP2, via le clivage 

de STATϱ et l͛iŶhibition de toute la voie de signalisation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : L'association doxorubicine / GTN induit une inhibition de la voie de signalisation FATP2 dans les G-

MDSC. A-B. Analyse de l'expression de FATP2 au niveau génique (A, RT-qPCR, n=3) et protéique (B, Western-blot, 

n=3) dans les cellules MSC2 traitées pendant 24h (A) ou 48h (B) avec doxorubicine (100nM) +/- GTN (100µM). C-

D. AŶalǇse paƌ ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ de l’eǆpƌessioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe de FATPϮ suƌ les MSCϮ ;C, Ŷ=ϰͿ ou les G-MDSCs 

récupérées à partir de souris non traitées porteuses de tumeurs 4T1 (D, n=5 souris), traitées in vitro avec 

doxorubicine (100 nM) +/- GTN (100 µM) pendant 24h. E-F. Analyse par Western blot du taux de PGE2 (E, n=3) et 

STAT5/PSTAT5 (F, n=3) dans les cellules MSC2 traitées pendant 48h avec doxorubicine (100nM) +/- GTN (100µM). 

G. AŶalǇse paƌ ǁesteƌŶ ďlot de l’eǆpƌessioŶ de de STAT5 dans les cellules TCD8+ purifiées à partir de rate de souris 

naïve (n=1), et traitées in vitro avec doxorubicine (100nM) +/- GTN ;ϭϬϬµMͿ peŶdaŶt ϰϴh. La ƌĠǀĠlatioŶ aǀeĐ l’AĐ 
anti-Hsc70 sert de contrôle de charge pour toutes les expériences de western blot (B, E-G). Analyse statistique par 

test t : *p ≤ Ϭ,Ϭϱ, **p ≤ Ϭ,Ϭϭ. Les statistiques présentées sur les figures A-F représentent les différences 

significatives par rapport au Ctrl. 
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3.2. Rôle de la S-nitrosylation de STAT5 dans son clivage 

La doxorubicine (Ichikawa et al., 2014; Singal & Iliskovic, 1998; Songbo et al., 2019; Tang et al., 

2020), tout comme les cellules G-MDSCs (Sica et al., 2019) sont connue pour produire des ROS 

qui, en se combinant avec du NO (provenant du GTN), produisent des RNS (peroxinitrites 

ONOO-, le tƌioǆǇde d͛azote (N2O3) et le dioǆide d͛azote (N2O2)) qui peuvent générer des 

modifications post-traductionnelles au niveau des pƌotĠiŶes. L͛iŵpliĐatioŶ des ROS daŶs le 

clivage de la pƌotĠiŶe STATϱ, aiŶsi Ƌue la diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de FATPϮ a ĠtĠ doŶĐ 

étudiée ǀia l͛utilisatioŶ d͛uŶ aŶti-oxydant, la N-acétyl cystéine (NAC). Ainsi, nous avons pu 

montrer par Western-ďlot daŶs les Đellules MSCϮ Ƌu͛eŶ pƌĠseŶĐe de NAC, l͛assoĐiation du GTN 

à la doǆoƌuďiĐiŶe Ŷ͛iŶduit plus l͛appaƌitioŶ de la foƌŵe ĐliǀĠe de STATϱ à ϱϬ KDa (Figure 19A). 

En présence de NAC, il a été également montré que la combinaison du GTN à la doxorubicine 

Ŷ͛est plus Đapaďle d͛iŶhiďeƌ l͛eǆpƌessioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe de FATP2 dans ces cellules (Figure 19B). 

Ce dernier résultat a également été retrouvé, ex vivo, dans les cellules primaires G-MDSCs 

récupérées à partir de tumeurs de souris 4T1, et traitées in vitro avec doxorubicine +/- GTN 

(Figure 19C). Ces résultats sont en faǀeuƌ d͛uŶ ƌôle ĐlĠ des espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l'oǆǇgğŶe daŶs 

le Đliǀage de STATϱ. AfiŶ de ĐoŶfiƌŵeƌ l͛iŵpliĐatioŶ des ROS daŶs l͛effiĐaĐitĠ aŶti-tumorale de 

la combinaison du GTN à la doxorubicine, un suivi de croissance tumorale a été effectué dans 

des souris Balb/C porteuses de tumeurs 4T1 et traitées avec doxorubicine / GTN +/- NAC. Une 

iŶhiďitioŶ de l͛effiĐaĐitĠ aŶti-tuŵoƌale de l͛assoĐiatioŶ doǆoƌuďiĐiŶe / GTN a ĠtĠ oďseƌǀĠe 

lorsque nous la combinons avec la NAC (Figure 19D).  

Nous savons que le NO, en présence de ROS, est capable d'induire plusieurs modifications post-

tƌaduĐtioŶŶelles pouǀaŶt ŵoduleƌ l͛aĐtiǀitĠ des pƌotĠiŶes. Paƌŵi Đes modifications, on trouve 

la S-nitrosylation. Nous avons alors regardé si STAT5 pouvait être S-nitrosylée par du GTN ou 

un autre donneur exogène de NO comme le Cys-NO en utilisant la technique du biotin switch 

assay (BSA). Nous avons alors pu montrer que le GTN et le Cys-NO induisent la S-nitrosylation 

de STAT5 après 24h ou 15 min de traitement des cellules MSC2, respectivement (figure 19E). 

Tous Đes ƌĠsultats soŶt eŶ faǀeuƌ de l͛iŵpliĐatioŶ des ROS et du NO, ǀia la S-nitrosylation et le 

Đliǀage de STATϱ, daŶs la ƌĠgulatioŶ ŶĠgatiǀe de l͛aĐtiǀitĠ iŵŵuŶosuppƌessiǀe des G-MDSC et 

aiŶsi daŶs l͛aĐtiǀitĠ aŶti-tuŵoƌale de l͛assoĐiation doxorubicine / GTN.  
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Figure 19 : Modulation de la voie STAT5 en réponse au GTN associé ou non à la doxorubicine. A. Analyse par 

western blot du clivage de STAT5 dans les cellules MSC2 (n=1) traitées avec doxorubicine (100nM) +/- GTN 

(100µM) +/- NAC (10mM) pendant 48h. B-C. AŶalǇse paƌ ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ de l’eǆpƌessioŶ membranaire de FATP2 

dans les cellules MSC2 (B, n=4) et les cellules G-MDSCs récupérées à partir de souris non traitées porteuses de 

tumeurs 4T1 (C, n=5 souris) traitées in vitro avec doxorubicine (100 nM) +/- GTN (100 µM) +/- NAC (10 mM) 

pendant 24h. D. Etude de l’effet aŶti-tumoral de la combinaison doxorubicine / GTN en association ou non avec 

la NAC, dans des souris porteuses de tumeur mammaire 4T1 (n=7) et traitées avec doxorubicine (8 mg/kg) +/- 

GTN (5 mg/kg) +/- NAC ;ϯ.ϱ ŵg/ŵL, daŶs l’eau de ďiďeƌoŶͿ, suiǀaŶt le sĐhĠŵa d’iŶjeĐtioŶ pƌĠseŶtĠ au-dessus du 

graphe. E. Analyse par biotin switch assay et western blot de la S-niytosylation de STAT-5 dans les cellules MSC2 

traitées avec GTN (100 µM) pendant 6 ou 24h ou Cys-NO (1 mM, 15min). Analyses statistiques par t test (A-C) ou 

Two-ǁaǇ ANOVA ;DͿ : *p ≤ Ϭ,Ϭϱ, **p ≤ Ϭ,Ϭϭ, ***p ≤ Ϭ,ϬϬϭ. 
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IV. Discussion 

Les travaux réalisés au cours de ma thèse ont porté sur la capacité d͛uŶ doŶŶeuƌ de ŵoŶoǆǇde 

d͛azote, le GTN, à augmenter l͛effiĐaĐitĠ aŶti-tuŵoƌale d͛uŶe ĐhiŵiothĠƌapie de ƌĠférence, la 

doxorubicine, dans le traitement du cancer du sein triple négatif (CSTN). Pour cela, nous avons 

réalisé une étude de croissance tumorale, afin de ǀoiƌ si l͛assoĐiatioŶ du GTN à la doǆoƌuďiĐiŶe 

pouvait aŵĠlioƌeƌ l͛effiĐaĐitĠ thĠƌapeutiƋue de Đette chimiothérapie dans un modèle de cancer 

du seiŶ Ġtaďli ǀia l͛iŶjeĐtioŶ sous-cutanée de cellules mammaires TN 4T1 dans des souris Balb/C. 

Coŵŵe atteŶdu, le GTN seul Ŷ͛a induit aucun effet anti-tumoral contrairement à la 

doxorubicine seule pour laquelle la croissance tumorale était significativement ralentie. De 

manière très intéressante, l͛ajout du GTN a potentialisé significativement ce ralentissement de 

la croissance tumorale observé avec la doxorubicine. Le même effet a été observé dans un 

autre modèle de cancer du sein obtenu par l͛injection de cellules EMT6 dans des souris Balb/C. 

L͛effet poteŶtialisateuƌ des doŶŶeuƌs de NO suƌ l͛effiĐaĐitĠ aŶti-tumorale de chimiothérapie a 

déjà pu être démontré en préclinique dans plusieurs modèles de cancers telles que le cancer 

du poumon non à petites cellules, colo-rectal, ovaire, tġte et Đou, pƌostate, seiŶ… (Bratasz et 

al., 2008; Frederiksen et al., 2007; Gao et al., 2009; Huerta et al., 2009; Huerta-Yepez et al., 

2013; Kaliyaperumal et al., 2015; Selvendiran et al., 2008; Tesei et al., 2008). Cependant, à ce 

jour nous sommes la seule équipe à aǀoiƌ ŵis eŶ ĠǀideŶĐe l͛iŵpoƌtaŶĐe de l͛assoĐiatioŶ d͛uŶ 

donneur de NO à la doxorubicine, dans le traitement du sous-type le plus agressif du CS, le TN. 

Une unique étude utilisant des nanoparticules libérant du NO (SMA-tDodSNO) ou chargées de 

doxorubicine (SMA-Dox) a été réalisée dans le modèle de souris porteuses de tumeurs 4T1. 

Dans cette étude, le donneur de NO utilisé (NO-releasing tert-dodecane S-nitrosothiol) semble 

avoir une tendance à freiner la croissance tumorale, contrairement à la doxorubicine 

encapsulée Ƌui Ŷ͛iŶduit auĐuŶ effet. L͛assoĐiatioŶ des deuǆ ŶaŶopaƌtiĐules Ŷ͛iŶduit uŶe 

diŵiŶutioŶ de la ĐƌoissaŶĐe tuŵoƌale Ƌu͛à uŶ temps très précoce (6 jours post injection), cet 

effet étant ensuite perdu (Alimoradi et al., 2018). A part cette étude peu concluante, aucun 

autre travail de ƌeĐheƌĐhe Ŷ͛a pu ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe l͛iŵpoƌtaŶĐe du NO dans le traitement du 

cancer du sein et encore moins dans le cas particulier du cancer du sein triple négatif. En 

revanche, uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe d͛essais ĐliŶiƋues ont montré l͛effet ďĠŶĠfiƋue d͛assoĐieƌ des 

donneurs de NO à de la radiothérapie ou de la chimiothérapie, dans le traitement de différents 

types de cancers. Parmi ces études, nous retrouvons les essais cliniques de phase II, réalisés 
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Đhez des patieŶts atteiŶts d͛uŶ ĐaŶĐeƌ de pouŵoŶ ŶoŶ à petites Đellules, combinant du GTN à 

des chimiothérapies comme la vinorelbine/cisplatine (Reinmuth et al., 2014; Yasuda et al., 

2006) et/ou de la radiothérapie (Arrieta et al., 2014). D͛autƌes essais ĐliŶiƋues, ŵoŶtƌaŶt les 

bénéfices à associer un donneur de NO à des traitements conventionnels, ont été également 

mis en place chez des patients atteints de cancer rectal (Illum et al., 2015), de cancer de la 

prostate (Siemens et al., 2009), ou de cancer du foie (Y. S. Liu et al., 2012).  

Nous nous sommes, par la suite, demandés par quel mécanisme le GTN pouvait induire une 

augŵeŶtatioŶ de l͛effiĐaĐitĠ thĠƌapeutiƋue de la doǆoƌuďiĐiŶe et aǀoŶs ĐoŵŵeŶĐĠ paƌ l͛Ġtude 

de son effet sur la mort des cellules tumorales. Aux concentrations que nous avons utilisées, 

auĐuŶ effet sǇŶeƌgiƋue Ŷ͛a pu ġtƌe ŵoŶtƌĠ suƌ la ŵoƌt des Đellules ϰTϭ ou EMTϲ in vitro, 

ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt à l͛ĠƋuipe de Alimoradi H et al., qui montrait un effet synergique de SMA-

tDodSNO et doxorubicine daŶs l͛iŶduĐtioŶ de l͛apoptose et la diŵiŶutioŶ de la ǀiabilité des 

cellules 4T1. Dans cette étude, aussi bien le donneur de NO que la doxorubicine, étaient 

encapsulées dans des nanoparticules (Alimoradi et al., 2018). Plusieurs travaux ont montré que 

la densité des TILs et leur profil phénotypique constituaient un facteur pronostic et prédictif de 

la réponse aux chimiothérapies dans le cancer du sein (Asano et al., 2017; Kashiwagi et al., 

2017; Kochi et al., 2018; Mao et al., 2014; McLemore et al., 2018). Nous avons donc émis 

l͛hǇpothğse Ƌue l͛effet aŶti-tumoral de la combinaison du GTN à la doxorubicine, pouvait être 

dépendant de son effet sur la composition du paysage immunitaire de la tumeur. Nous avons 

alors regardé les modulations induites par cette combinaison sur ce paysage immunitaire en 

focalisant notre attention sur les cellules adaptatives CD4+ et CD8+, mais également sur des 

Đellules de l͛iŵŵuŶitĠ iŶŶĠe telles Ƌue les MDSCs. Nos résultats indiquent que le GTN seul ou 

associé à la doxorubicine augmente significativement le recrutement intra-tumoral des LT CD4+ 

totaux, ŵais Ƌue seul la ĐoŵďiŶaisoŶ doǆoƌuďiĐiŶe / GTN Ġtait Đapaďle d͛augŵeŶteƌ les Đellules 

T CD4+ activées. Par des expériences de différenciation des cellules TCD4+ in vitro, nous avons 

montré que le GTN induit l͛augŵeŶtatioŶ de la différenciation des cellules T CD4+ naifs en 

cellules Th1, alors que la doxorubicine induit une diminution de leur polarisation en cellules 

Th2, TReg et Tfh. L͛ideŶtifiĐatioŶ de Đes différentes sous-populations de cellules CD4+ dans la 

tumeur a été également réalisée, et a permi de confirmer les résultats obtenus sur les 

populations Th1 et Th2. En ce qui concerne les Tfh infiltrants les tumeurs, la diminution 

observée semble dépendre de la durée des traitemeŶts, puisƋu͛à Jϭϲ Đe tauǆ de Tfh est diminué 

eŶ ƌĠpoŶse au GTN aloƌs Ƌu͛uŶe augŵeŶtatioŶ de Đette populatioŶ est oďseƌǀĠe sous l͛effet de 
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tous les traitements à J23. La présence de ces cellules Tfh dans les tumeurs est une donnée très 

intéressante puisque dans le cancer du sein, il a été montré que la présence des Tfh pouvait 

être un marqueur prédictif de survie des patientes (Gu-Trantien et al., 2013). En effet, le rôle 

principal décrit pouƌ Đes Đellules seƌait de peƌŵettƌe le ƌeĐƌuteŵeŶt et l͛aĐtiǀatioŶ des LB 

sĠĐƌĠteuƌs d͛aŶtiĐoƌps (Crotty, 2011). Ces LB semblent avoir un rôle controversé dans la 

prédiction et le pronostic du cancer du sein. En effet, plusieurs recherches précliniques 

(Tadmor et al., 2011) et cliniques (Guan et al., 2016) suggèrent que les LB jouent un rôle 

iŵpoƌtaŶt daŶs l͛iŶhiďitioŶ de la ƌĠpoŶse iŵŵuŶitaire, et peuvent être associés à mauvais 

pronostic dans le cancer du sein. Or, des données récentes de la littérature mettent en 

évidence que la présence de ces LB dans les tumeurs était corrélée à un bon pronostic chez les 

patieŶtes atteiŶtes d͛uŶ CSTN ou HER2+ (Garaud et al., 2019). Concernant les lymphocytes 

Tregs, contrairement à ce qui a pu être observé par la technique de différenciation in vitro, le 

taux des cellules CD45+/CD127-/CD25+ est augmenté à J16 dans les tumeurs de souris traitées 

par la combinaison de traitements. Cependant, cet effet ne semble être que transitoire 

puisƋu͛à JϮϯ, plus aucune différence significative Ŷ͛a ĠtĠ oďseƌǀĠe. Ces cellules sont décrites 

pour jouer uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs l͛iŶhiďitioŶ du sǇstğŵe immunitaire (Lee & Lee, 2018; Li et 

al., 2015; Qu et al., 2018). Elles ont ainsi été associées à un mauvais pronostic et une faible 

survie des patients, ou encore à une survie sans progression plus courte, ou à un risque de 

récidive plus élevé, dans de nombreux types de cancers dont le cancer du sein (Bates et al., 

2006; Kotsakis et al., 2016; Li et al., 2015; Woo et al., 2001). De plus, la présence des cellules 

Treg Foxp3+ est associée aux stades les plus avancés du cancer du sein (Li et al., 2018). McCoy 

et al., quant à eux, ont mis en évidence que les patients présentant une faible infiltration par 

les Treg étaient ϱ fois plus susĐeptiďles d͛atteiŶdƌe uŶe ƌĠpoŶse pathologiƋue Đoŵplğte eŶ 

réponse à la chimiothérapie néoadjuvante dans le cancer rectal (McCoy et al., 2015). Les 

résultats obtenus pour ces deux dernières sous-populations, qui sont les TReg et les Tfh, sont 

donc intéressants et ŵĠƌiteƌaieŶt d͛ġtƌe appƌofoŶdis et ĐoŶfiƌŵĠs puisƋu͛ils soŶt issus d͛uŶe 

seule expérience réalisée sur 5 souris par groupe.  

Pour revenir aux sous-populations Th1 et Th2, exactement les mêmes résultats ont été 

retrouvés avec la technique de différenciation in vitro et l͛ideŶtifiĐatioŶ des Đellules présentes 

dans les tumeurs. En effet, une augmentation intra-tumorale dépendante du GTN a été 

observée pour les cellules CD45+/CD4+/CCr6+/CXCR3+ (sous-populatioŶ ThϭͿ aloƌs Ƌu͛uŶe 

diminution des cellules CD45+/CD4+/CCr6-/CXCR3-/ST2+ (sous-population Th2), dépendante 
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du GTN (J16) ou de la doxorubicine (J23), a été observée. Ces résultats suggèrent que le 

donneur de NO pourrait favoriser précocement (J16), un profil immunitaire anti-tumoral riche 

en Th1 et pauvre en Th2, au sein du MET, contrairement à la doxorubicine qui agit un peu plus 

tardivement (J23) pour diminuer la polarisation de type Th2. EŶ effet, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶ 

rapport élevé IFN-γ/IL-4, deux cytokines produites respectivement par les Th1 et les Th2, était 

fortement associé à une diminution du risque de croissance tumorale ou de formation de 

métastases dans le cancer mammaire (DeNardo et al., 2009; Mandal et al., 2018; Pardoll, 2009; 

Zhang et al., 2015). En plus, une forte corrélation de la survie prolongée sans récidive avec la 

présence des cellules Th1 a été observée dans le cancer colorectal (Tosolini et al., 2011), mais 

aussi dans de nombreux autres cancers (Ostrand-Rosenberg, 2005), y compris le cancer de sein 

(Yu et al., 2014; Zhao et al., 2019). Ces cellules Th1 exercent leur activité anti-tumorale, via la 

sécrétion de plusieurs ĐǇtokiŶes doŶt l͛IFN-γ, soit diƌeĐteŵeŶt suƌ les Đellules tuŵorales pour 

induire un arrêt permanent de leur croissance (Braumüller et al., 2013), soit indirectement via 

la polaƌisatioŶ et l͛aĐtiǀatioŶ des ŵaĐƌophages Mϭ (DeNardo et al., 2009), ou encore via le 

ƌeĐƌuteŵeŶt, l͛eǆpaŶsioŶ, la diffĠƌeŶĐiatioŶ aiŶsi Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ des Đellules ĐǇtotoǆiƋues NK 

et TCD8+ (Dushyanthen et al., 2015; Lowenfeld et al., 2019; Lu, 2017), qui à leur tour se 

ĐhaƌgeŶt de l͛ĠliŵiŶatioŶ des tuŵeuƌs. L͛effet des Thϭ suƌ le ƌeĐƌuteŵeŶt, la pƌolifĠƌatioŶ et 

l͛aĐtiǀatioŶ des Đellules TCD8+ a été mis en évidence dans plusieurs autres études, dont celle 

de Bos et Sherman, qui a montré que cet effet sur les cellules TCD8+ est lié à la capacité des 

cellules T CDϰ+ à sĠĐƌĠteƌ de l͛IFN-γ ŵais aussi de l͛IL-2 (Bos & Sherman, 2010). L͛augŵeŶtatioŶ 

du taux intra-tumoral de cellules Th1 que nous avons observé en réponse au GTN nous a incité 

à testeƌ l͛iŵpliĐatioŶ des Đellules TCDϴ+ daŶs l͛effet aŶti-tumoral de l͛assoĐiatioŶ doǆoƌuďiĐiŶe 

/ GTN. Les ƌĠsultats du suiǀi de ĐƌoissaŶĐe tuŵoƌale oŶt ĐoŶfiƌŵĠ l͛iŵpliĐatioŶ de Đes Đellules 

dans cet effet anti-tumoral, Đoŵŵe l͛a ŵoŶtƌĠ l͛iŶhiďitioŶ de l͛efficacité de la combinaison 

doxorubicine / GTN sur la progression tumorale, loƌsƋue Ŷous l͛assoĐioŶs à un inhibiteur de LT 

CD8+. De plus, uŶe augŵeŶtatioŶ sigŶifiĐatiǀe de l͛iŶfiltƌatioŶ tuŵoƌale paƌ des Đellules TCD8+, 

dépendante de la combinaison doxorubicine / GTN, a été observée et confirmée par deux 

techniques différentes, la cytométrie en fluǆ et l͛iŵŵuŶohistofluoƌesĐeŶĐe. L͛iŶfiltƌatioŶ de Đes 

Đellules daŶs les tuŵeuƌs ƌepƌĠseŶte uŶ ƌĠsultat tƌğs positif puisƋu͛il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ par une 

méta-analyse, sur environ 3000 patientes atteintes de cancer du sein HER2+ et TN, que des 

taux élevés de cellules TCD8+ au sein des tumeurs représentaient un biomarqueur pronostic 

de survie de ces patientes et prédictif de la réponse aux anthracyclines (Mao et al., 2016). Une 
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autre étude a également montré que des taux accrus de LT CD8 + infiltrant les tumeurs sont 

associés à une amélioration de la survie chez les patientes atteintes de cancer du sein, quel que 

soit le sous-type moléculaire (Ali et al., 2014). Dans le cas de traitements néoadjuvants du 

ĐaŶĐeƌ du seiŶ, il a ĠtĠ ĠgaleŵeŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶ ƌappoƌt Ġlevé de LT CD8+/Treg est corrélé à 

une réponse pathologique complète et à une meilleure survie des patientes (Asano et al., 

2016). Globalement, la plupart des travaux mettent en évidence que des tumeurs riches en Th1 

et en cellules TCD8+ et pauvres en Th2 constituent un profil de bon pronostic et prédisent une 

meilleure réponse des patientes aux traitements.  

Les LT CD8+ font partie des cellules immunitaires qui expriment des points de contrôle 

immunitaire négatifs (PCI) à leur surface pour réguler leur activité. Parmi ces PCI on retrouve le 

PD-ϭ, Ƌui s͛eǆpƌiŵe de ŵaŶiğƌe iŶduĐtiďle suƌ Đes LT afiŶ de peƌŵettƌe la tolĠƌaŶĐe 

pĠƌiphĠƌiƋue et Ġǀiteƌ l͛appaƌitioŶ des ŵaladies auto-immunes (Haanen & Robert, 2015). Une 

Ġtude de l͛eǆpƌessioŶ de Đe PCI au Ŷiǀeau de Đes Đellules TCD8+ a été donc effectuée aussi bien 

in vivo Ƌu͛in vitro, et les deux expériences ont montré une augmentation, dépendante du GTN, 

de l͛eǆpƌessioŶ de PD-1 à la suƌfaĐe de Đes Đellules. L͛eǆpƌessioŶ de Đe PCI au Ŷiǀeau des Đellules 

T iŶfiltƌaŶt les tuŵeuƌs est souǀeŶt ĐoƌƌĠlĠe à uŶ ĠpuiseŵeŶt de Đes Đellules et à l͛iŶhiďitioŶ de 

leur activité anti-tumorale (Ribas & Wolchok, 2018). Néanmoins dans les tumeurs mammaires 

humaine, il a été montré que les cellules TCD8+/PD-1+ restent toujours fonctionnelles avec une 

production de cytokines et une capacité de dégranulation accrue (Egelston et al., 2018). Une 

autƌe Ġtude tƌğs ƌĠĐeŶte a ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛iŶfiltƌatioŶ tuŵoƌale paƌ des LT CD8+/PD-1+ est un 

marqueur prédictif de la réponse aux chimiothérapies néoadjuvantes dans le cancer du sein 

(Liang et al., 2020). Ceci pourrait doŶĐ eǆpliƋueƌ l͛augŵeŶtatioŶ de l͛effiĐaĐitĠ thĠƌapeutiƋue 

de la doxorubicine que nous avons observé loƌsƋu͛elle est assoĐiĠe au GTN. Ces ƌĠsultats 

suggğƌeŶt Ƌue l͛assoĐiatioŶ de Đette ĐoŵďiŶaisoŶ de tƌaiteŵeŶts aǀeĐ un inhibiteur de PD-1 

pourrait améliorer encore plus son effet anti-tumorale. En effet, plusieurs études, dont celle 

d͛OttoŶello et al., oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛eǆpƌessioŶ de PD-1 sur les cellules T peut être considéré 

comme un marqueur de prédiĐtioŶ pouƌ l͛utilisatioŶ des AĐs bloquants PD-1 (Ottonello et al., 

2020). MalheuƌeuseŵeŶt, auĐuŶe poteŶtialisatioŶ de l͛effiĐaĐitĠ aŶti-tuŵoƌale Ŷ͛a pu ġtƌe 

observée lorsque nous avons associé un anti-PD-1 à la doxorubicine +/- GTN, même si une 

amélioration, non significative, a été observée lorsque nous comparons la doxorubicine seule 

à la combinaison doxorubicine / anti-PD-1 ou doxorubicine / GTN / anti-PD-1. Nous nous 

sommes donc demandés si cette absence d͛effet iŶduite paƌ l͛utilisatioŶ de l͛aŶti-PD-ϭ Ŷ͛Ġtait 
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pas dû à une dimiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ d͛uŶ de ses ligands, PD-L1, sur les cellules tumorales. 

En effet, Chatterjee et al., ont montré que les cellules cancéreuses mammaires avaient un 

potentiel immunosuppressif dépendant de leur capacité à secréter, sous la dépendance de 

TGF-β, des ǀĠsiĐules eǆtƌaĐellulaiƌes sous foƌŵe d͛eǆosŵose ĐoŶteŶaŶt du PD-L1 (Chatterjee et 

al., 2020). De Ŷoŵďƌeuses autƌes Ġtudes, oŶt ŵis eŶ ĠǀideŶĐe Ƌue l͛eǆpƌessioŶ de PD-L1, au 

Ŷiǀeau des tuŵeuƌs, ƌepƌĠseŶtait uŶ ďioŵaƌƋueuƌ d͛effiĐaĐitĠ des thĠƌapies iŶhiďaŶt PD-1 

(Carbone et al., 2017; Garon et al., 2015; Martin et al., 2015; Topalian et al., 2012). De plus, 

Migali et al., ont montré que certaines chimiothérapies (le paclitaxel, l'étoposide, le 5-

fluorouracile) peuvent sensiďiliseƌ à l͛effet aŶti-tumoral des anti-PD-1/PD-L1 ǀia l͛augŵeŶtatioŶ 

de l'expression de PD-L1 sur les lignées cellulaires de cancer mammaire (Migali et al., 2016). 

Nous aǀoŶs doŶĐ ƌegaƌdĠ si Ŷos diffĠƌeŶts tƌaiteŵeŶts pouǀaieŶt ŵoduleƌ l͛eǆpƌessioŶ de ce 

ligand sur les cellules tumorales ex vivo et in vitro. De manière très intéressante, nous avons 

montré que les traitements par le GTN et la doxorubicine, seuls ou associés, induisent une 

diŵiŶutioŶ sigŶifiĐatiǀe de l͛eǆpƌessioŶ de PD-L1 sur les cellules 4T1. Ces résultats concordent 

bien aǀeĐ l͛aďseŶĐe d͛effiĐaĐitĠ de l͛anti-PD-1 loƌsƋu͛il est rajouté à la combinaison 

doxorubicine / GTN. Tous Đes ƌĠsultats soŶt eŶ faǀeuƌ du ƌôle du NO daŶs l͛augŵeŶtatioŶ iŶtƌa-

tumorale du taux de cellules TCD8+/PD-ϭ+ ŶoŶ aŶeƌgiƋues ĐoŶduisaŶt eŶ l͛ĠliŵiŶatioŶ des 

Đellules tuŵoƌales ϰTϭ. De plus, l͛eǆpƌessioŶ de PD-1 sur ces cellules, et ainsi leur inhibition, 

peut-ġtƌe eŶ paƌtie ĐoŶtƌĠe paƌ l͛effet du GTN et/ou de la doǆoƌuďiĐiŶe suƌ l͛eǆpƌessioŶ de PD-

L1 dans les cellules tumorales.  

Cependant, les cellules tumorales ne sont pas les seules cellules exprimant PD-L1. En effet, une 

autre population cellulaire connue pour exprimer ce ligand à sa surface, et jouant un rôle très 

iŵpoƌtaŶt daŶs l͛iŶhiďitioŶ des Đellules TCD8+ et la progression tumorale, est la population de 

cellules myéloïdes immunosuppressives MDSCs (Lu et al., 2016). En effet, il a été montré que 

l͛iŶhiďitioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de PD-L1 dans les cellules tumorales ne semble pas impacter 

l͛efficacité thérapeutique des anti-PCI contrairement à ce qui peut être observé dans les MDSCs 

(Tang et al., 2018). L͛eǆpƌessioŶ de PD-L1 représenterait donc un des mécanismes par lesquels 

ces cellules exercent leur fonction immunosuppressive sur les cellules T effectrices (Sica et al., 

2019). Nous avons alors focalisé notre attention sur cette population cellulaire et avons pu 

montrer que les tƌaiteŵeŶts seuls ou ĐoŵďiŶĠs Ŷ͛iŶduiseŶt pas de ŵodifiĐatioŶs du tauǆ iŶtƌa-

tumoral des cellules CD45+/CD11b+/Gr-1+ qui correspondent aux cellules MDSCs totales. Cette 

population de cellules MDSCs comprenant les MDSCs d͛oƌigiŶe ŵoŶoĐǇtaiƌe ;M-MDSCs) et 
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Đelles d͛oƌigiŶe gƌaŶuloĐǇtaiƌe ;G-MDSCs), nous avons alors regardé si le rapport entre ces deux 

sous-populations pouvaient être modifié en réponse à nos traitements. De manière très 

intéressante, Ŷous aǀoŶs pu ŵoŶtƌeƌ Ƌu͛à Jϭϲ, la combinaison doxorubicine / GTN induisait une 

diŵiŶutioŶ sigŶifiĐatiǀe de l͛iŶfiltƌatioŶ tuŵoƌale paƌ les Đellules CD45+/CD11b+/Gr+/Ly6G- (M-

MDSCs), et à l͛iŶǀeƌse uŶe augŵeŶtatioŶ sigŶifiĐatiǀe de l͛iŶfiltƌatioŶ tuŵoƌale par les cellules 

CD45+/CD11b+/Gr+/Ly6Ghigh (G-MDSCs). Cet effet semblait assez stable dans le temps même 

si, à J23, il est également observé, mais cette fois ci sous la dépendance de la doxorubicine. Cet 

effet de la doǆoƌuďiĐiŶe daŶs l͛augŵeŶtatioŶ des G-MDSCs a été retrouvé également dans le 

sang de patientes atteintes de différents sous-types de cancer du sein dont le TN (Wesolowski 

et al., 2017). De plus, une étude assez récente, réalisée sur un modèle préclinique de carcinome 

épidermoïde de la tête et du cou associé au papillomavirus humain, a montré que la 

combinaison de la chimioradiothérapie (10 fractions of 3 Gy + cisplatine) à un inhibiteur de 

l͛iNOS, induit la diminution des G-MDSCs, et une augmentation du ratio LT CD8+/Treg et des 

cellules anti-tumorales M1 (Hanoteau et al., 2019). L͛effet des traitements sur le recrutement 

et l͛aĐtiǀatioŶ des diffĠƌeŶtes populatioŶs iŵŵuŶitaiƌes au seiŶ des tuŵeuƌs seŵďle donc être 

dépendant du type du cancer et des interactions entre ces différentes cellules. Nous avons alors 

ƌegaƌdĠ l͛eǆpƌessioŶ de PD-L1 sur ces cellules, et avons trouvé que seules les G-MDSCs voient 

leur taux de PD-L1 membranaire diminuer en réponse à la doxorubicine seule (J23) ou en 

combinaison au GTN (J16 et J23). L͛aĐtiǀitĠ iŵŵuŶosuppƌessiǀe des G-MDSC est dépendante 

de l͛eǆpƌessioŶ de PD-L1 mais est ĠgaleŵeŶt assoĐiĠe à l͛eǆpƌessioŶ d͛uŶ ĐeƌtaiŶ Ŷoŵďƌe de 

gènes tels que S100A9, le récepteur à la PGE2 (PGE2R) et l͛iNOS. Nous avons alors pu montrer, 

par RNAseq réalisé sur la tumeur entière, que la combinaison doxorubicine / GTN induisait la 

diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de Đes gğŶes à Jϭϲ. SϭϬϬAϵ ;MRPϭϰ ;ŵǇeloid-related protein 14) ou 

calgranulin B), tout comme son partenaire de dimérisation S100A8 (MRP8, ou calgranulinA), 

est un membre de la famille des protéines S100 dépendantes du calcium, exprimé dans le 

cytoplasme des neutrophiles et des monocytes circulants. En réponse à une augmentation du 

calcium intracellulaire, ces deux protéines migrent du cytoplasme à la membrane plasmique 

des Đellules ŵǇĠloides, pouƌ ġtƌe liďĠƌĠes sous foƌŵe d͛hĠtĠƌodiŵğƌes ;ĐalpƌoteĐtiŶeͿ et 

permettre le recrutement des leucocytes au sein des tumeurs (P. Cheng et al., 2008; Laouedj 

et al., 2017). UŶe augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de Đes deuǆ pƌotĠiŶes a ĠtĠ ƌetƌouǀĠe dans de 

nombreux types de cancers, y compris les cancers de la prostate, du côlon, du pancréas, de la 

peau et du sein, où elles stimulent le recrutement des cellules myéloïdes, ainsi que des MDSCs. 



101 
 

La présence de ces protéines est donc associée à une augmentation de la croissance tumorale, 

à la formation de métastases et est dans la majorité des cas corrélée à un mauvais pronostique 

et une faible survie (Bergenfelz, Gaber, et al., 2015; P. Cheng et al., 2008; Gebhardt et al., 2006; 

Gunaldi et al., 2015; Hermani et al., 2006; Hiratsuka et al., 2006; Ichikawa et al., 2011; Moris et 

al., 2016; Shabani et al., 2018; Srikrishna, 2012; Y. Wang, K. Yin, et al., 2019; Zhang et al., 2017). 

Outƌe l͛aĐĐuŵulatioŶ des Đellules MDSCs, l͛augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de S100A9 induit 

également une inhibition de la différenciation intra-tumorale des CD et des macrophages (P. 

Cheng et al., 2008).  

La PGE2, quant à elle, joue un rôle important dans la progression tumorale. Cet acide gras peut 

être produit aussi bien par les cellules tumorales que par les MDSCs, et joue un rôle important 

dans la suppression, directe ou indirecte, des cellule T. En effet, outre son puissant rôle 

immunosupresseur direct, cette molécule induit également le recrutement intra-tumoral des 

MDSCs ǀia l͛iŶduĐtioŶ de CXCL12 / SDF1, ŵais ĠgaleŵeŶt l͛iŶduction et la stabilisation du 

récepteur à CXCl12, CXCR4, sur les MDSCs associées aux tumeurs (Obermajer et al., 2012). 

Cette PGE2 secrétée par les tumeurs, joue également un rôle très important dans la 

reprogrammation, dépendante de la voie p50 NF-κB, des cellules M-MDSCs vers un phénotype 

immunosuppresseur (Porta et al., 2020), ainsi que la potentialisation de leur fonction 

iŵŵuŶosuppƌessiǀe et l͛augŵeŶtatioŶ de leuƌ ĐapaĐitĠ à iŶduiƌe la pƌolifĠƌatioŶ des Đellules 

Treg ;Toŵić et al., ϮϬϭϵͿ. Les cellules les plus affectées par la PGE2 sont les cellules myéloïdes 

immunosuppressives (CMI), exprimant à leurs surfaces les récepteurs prostanoides de type E, 

tel Ƌue EPϰ. L͛iŶteƌaĐtioŶ PGEϮ-EP4 joue ainsi un rôle très important dans le switch fonctionnel 

au Ŷiǀeau des Đellules ŵǇĠloïdes eŶ faǀeuƌ de l͛iŵŵuŶosuppƌessioŶ. EŶ effet, elle favorise la 

différenciation intra-tumorale des cellules pro-tumorales, les macrophages associés aux 

tumeurs et les MDSCs, au détriment des cellules anti-tumorales, les macrophages M1. Ainsi, 

l͛ĠƋuipe de Lu et al., a montré que l͛utilisatioŶ d͛uŶ aŶtagoŶiste sĠleĐtif d͛EPϰ ;TP-16), induisait 

uŶe iŶhiďitioŶ de l͛aĐtiǀitĠ iŵŵuŶosuppƌessiǀe des CMI et uŶe augŵeŶtation de l͛ĠliŵiŶatioŶ 

des tumeurs colorectales, dépendante des cellules T cytotoxiques (Lu et al., 2020). La PGE2 a 

été également mise en évidence pour jouer un rôle important dans l͛eǆpƌession de plusieurs 

molécules iŶteƌǀeŶaŶt daŶs l͛iŵŵuŶosuppƌessioŶ iŶduite par les MDSCs, telles que PD-L1 

(Prima et al., 2017), l͛aƌgiŶase, l͛IDO et l͛iNOS (Donkor et al., 2009; Obermajer et al., 2012; 

Ochoa et al., 2007). En ce qui concerne l͛iNOS, l͛Ġtude de Raďeƌ et al., a ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛aĐtiǀitĠ 

immunosuppressive des deux populations de MDSCs passe en grande partie par la voie du NO, 
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ŵġŵe si les ŵĠĐaŶisŵes d͛iŶhiďitioŶ ƌesteŶt un peu différents et spécifiques de chaque 

population cellulaire. Ainsi, ils ont montré que le mécanisme des G-MDSCs passe par la 

production des péroxinitrites dépendante de la phagocyte oxydase gp91phox (NOX2) et de la 

eNOS, contrairement à celui des M-MDSCs qui est plus lié à la productioŶ du NO ǀia l͛eǆpƌessioŶ 

de l͛iNOS (Raber et al., 2014). Dans ce même article, ils ont également montré, à partir de 

modèles de cancer du poumon (cellules 3LL), du colon (MCA-38) mais aussi de thymome (EL-4) 

et de mélanome (B16), que les G-MDSCs exerçaient une activité inhibitrice sur les cellules T 

beaucoup plus importante que les M-MDSCs (Raber et al., 2014). CepeŶdaŶt d͛autƌes Ġtudes 

(Dolcetti et al., 2010; Kumar et al., 2016; Law et al., 2017), tout comme la nôtre (données non 

montrées), ont montré Ƌu͛au ĐoŶtƌaiƌe la fonction immunosuppressive des M-MDSC était 

largement supérieure à celle des G-MDSC. Cette diffĠƌeŶĐe d͛aĐtiǀitĠ iŵŵuŶosuppƌessiǀe peut-

être dépendante du type de cancer étudié. Dans notre modèle elle est eŶ faǀeuƌ d͛uŶe 

diminution du potentiel immunosuppresseur du MET puisque le ratio G-MDSC / M-MDSC 

augmente en réponse au traitement par la combinaison doxorubicine / GTN. De plus, nous 

avons également pu montrer que cette combinaison de traitement induisait une diminution 

significative de la capacité suppressive de ces G-MDSCs sur les cellules TCD8+. Ce résultat 

concorde bien avec l͛Ġtude de De SaŶto et al., qui a montré une restauration de la prolifération 

des LT loƌsƋu͛ils soŶt Đo-cultivés aǀeĐ les MDSCs, uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ ĐǇtotoǆiƋues 

des LT CDϴ+, aiŶsi Ƌu͛uŶe diŵiŶutioŶ de l͛aĐtiǀitĠ des MDSCs in vivo et in vitro, en réponse au 

NO. Cette équipe a utilisé deux nitroaspirines, la NCX4060 et la NCX4016, correspondant à des 

donneurs de NO liés de manière covaleŶte à des ŵolĠĐules d͛aspiƌiŶe (De Santo et al., 2005).  

Tous Đes ƌĠsultats soŶt doŶĐ eŶ faǀeuƌ d͛uŶ ƌôle iŶhiďiteuƌ de la capacité immunosuppressive 

des MDSC en modifiant le rapport G-MDSC/M-MDSC intra-tumoral et en inhibant la capacité 

des G-MDSC à inhiber la prolifération des LT CD8+.  

Plusieuƌs thĠoƌies oŶt ĠtĠ pƌoposĠes afiŶ d͛eǆpliƋueƌ l͛oƌigiŶe et la Ŷatuƌe des G-MDSCs. La 

première et la plus connue est que ces G-MDSCs correspondent à une proportion de 

Ŷeutƌophiles iŵŵatuƌes pƌoǀeŶaŶt d͛uŶe ŵǇĠlopoïğse d͛uƌgeŶĐe et aďeƌƌaŶte, eŶ ƌĠpoŶse à 

certaines cytokines et facteurs de croissances secrétés par les tumeurs (Pillay et al., 2013). La 

deuxième serait que ces G-MDSCs correspondent à un sous-ensemble hétérogène de 

neutrophiles alternativement activés (Condamine et al., 2016; Millrud et al., 2017; Pillay et al., 

2012; Rodriguez et al., 2009), ou encore à des neutrophiles présents à des stades de maturation 

distincts mais avec un profil spécifique à la maladie (Mehmeti-Ajradini et al., 2020). L͛Ġtude de 
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l͛eǆpƌessioŶ des ĐhiŵiokiŶes paƌ RNAseƋ et RT-qPCR a montré la diminution de plusieurs 

chimioattractans des MDSCs reflétant une diminution du recrutement tumoral des G- et M-

MDSCs. Une reprogrammation intra-tumorale des G-MDSCs eŶ faǀeuƌ d͛uŶe diŵiŶutioŶ de 

l͛iŵŵuŶosuppƌessioŶ est doŶĐ tƌğs pƌoďaďle. A Đe jouƌ il Ŷ͛eǆiste pas uŶ ŵoǇeŶ effiĐaĐe pouƌ 

distinguer les neutrophiles immatures et/ou G-MDSCs, de ceux matures ou activés au sein de 

la tumeur, contrairement à ce qui peut être réalisé daŶs le saŶg. EŶ effet, l͛utilisatioŶ de la 

teĐhŶiƋue des ĐeŶtƌifugatioŶs eŶ gƌadieŶt de FiĐoll, a peƌŵis d͛assoĐieƌ les G-MDSCs aux 

granulocytes ayant une faible densité (LDG (low density granulocytes)), contrairement aux 

neutrophiles qui sont de haute densité (HDG (high density granulocytes)) (Sagiv et al., 2015). 

Néanmoins, deux sous-types de cellules CD11b+/Ly6G+/Ly6Clow infiltrants les tumeurs ont été 

distingués dans les adénocarcinomes pulŵoŶaiƌes Đhez la souƌis, eŶ se ďasaŶt suƌ l͛iŶteŶsitĠ 

d͛eǆpƌessioŶ de la pƌotĠiŶe fiǆaŶt l͛aĐide sialiƋue SigleĐF : les Đellules SigleĐFlow (cellules 

spectatrices sans aucun rôle sur la progression tumorale) et les cellules SiglecFhigh (pro-

angiogéniques et pro-tumorales). La surexpression de cette protéine chez les patients atteints 

d͛uŶ adĠŶoĐaƌĐiŶoŵe pulŵoŶaiƌe Ġtait ĠgaleŵeŶt assoĐiĠe à uŶe aggƌaǀatioŶ de la ŵaladie et 

à un faible pronostic (Engblom et al., 2017). Mġŵe si l͛oƌigiŶe de Đes Đellules et leuƌ 

ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ Ŷ͛oŶt pas ĠtĠ ideŶtifiĠes, Đes G-MDSC intra-tumorales en réponse à la 

combinaison doxorubicine/GTN perdent leur capacité immunosuppressive. Récemment, 

l͛iŵpaĐt du métabolisme lipidique dans la reprogrammation des cellules immunitaire, dans la 

progression tumorale et dans la réponse aux traitements a été mise en évidence (Chalmin et 

al., 2018). CitoŶs à titƌe d͛eǆeŵple l͛Ġtude de Veglia et al., qui a mis en évidence le rôle 

pƌiŵoƌdial d͛uŶ des tƌaŶspoƌteuƌs d͛aĐides gƌas, la pƌotĠiŶe FATPϮ ;FattǇ AĐid TƌaŶspoƌt PƌoteiŶ 

ϮͿ, daŶs l͛aĐtiǀatioŶ et la reprogrammation des G-MDSCs. Une augmentation de cette protéine 

semble ainsi joueƌ uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs l͛augŵeŶtatioŶ de la fonction immunosuppressive 

de ces cellules, et de la croissance tumorale (Veglia et al., 2019). L͛eǆpƌessioŶ de Đette pƌotĠiŶe 

pourrait être utilisée comme un marqueur pour différencier les G-MDSCs immunosuppressifs 

de ceux dépourvus de cette activité. Nous nous sommes donc intéressés à cette protéine dans 

une ligné de MDSCs, les cellules MSC2 mais également dans des G-MDSCs primaires. De 

ŵaŶiğƌe tƌğs iŶtĠƌessaŶte, Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌu͛eŶ ƌĠpoŶse au GTN +/- doxorubicine, 

l͛eǆpƌessioŶ du gğŶe FATP2 est diminuée, tout comme la protéine totale ou membranaire. 

Cette diminution de FATP2 conforte nos résultats quant à la diminution de la suppression 

induite par les G-MDSCs sur les LT CD8+, en réponse à la combinaison doxorubicine / GTN. Nous 



104 
 

aǀoŶs aloƌs eŶtƌepƌis d͛Ġtudieƌ le ŵĠĐaŶisŵe paƌ leƋuel le GTN diŵiŶue FATPϮ. La ǀoie de 

signalisation à l͛oƌigiŶe de l͛eǆpƌessioŶ ŵeŵďƌaŶaiƌe de Đe tƌaŶspoƌteuƌ d͛aĐides gƌas a été 

dĠĐƌite daŶs l͛aƌtiĐle de Veglia et al., et ŵettait eŶ ĠǀideŶĐe Ƌu͛elle Ġtait sous le contrôle du 

GM-CSF. Ce dernier allait alors activer STAT5 des G-MDSCs qui, une fois phosphorylé (P-STAT5), 

va induire la transcription du gène Slc27A2 et sa traduction en protéine FATP2. Une fois 

eǆpƌiŵĠe à la ŵeŵďƌaŶe, Đette deƌŶiğƌe ǀa peƌŵettƌe l͛eŶtƌĠe de l͛aĐide aƌaĐhidoŶiƋue et la 

foƌŵatioŶ de la PGEϮ, Ƌui à soŶ touƌ peƌŵet l͛iŶhiďitioŶ des cellules TCD8+ (Veglia et al., 2019). 

Nous avons alors pu montrer que les taux de STAT5, P-STAT5 et PGE2 étaient tous diminués en 

réponse au GTN +/- doxorubicine. De manière inattendue, la diminution du taux de STAT5 était 

aĐĐoŵpagŶĠe paƌ l͛appaƌitioŶ, toujours sous la dépendance du GTN, d͛uŶe ďaŶde à ϱϬ KDa, 

correspondant probablement à une forme clivée de STAT5. La voie de signalisation STAT5 

Ŷ͛ĠtaŶt pas iŵpliƋuĠe uŶiƋueŵeŶt daŶs les Đellules ŵǇĠloides de tǇpe G-MDSCs/neutrophiles, 

mais également dans les cellules lymphoïdes tels que les LT CD8+ (Burchill et al., 2003; Kelly et 

al., 2003; Verdeil et al., 2019), nous nous sommes demandés si le clivage de STAT5 était 

spécifique des cellules myéloides. La présence de la bande à 50 KDa, en réponse au GTN +/ 

doxorubicine dans les cellules TCDϴ+ a ĠtĠ doŶĐ ƌeĐheƌĐhĠ, et les ƌĠsultats Ŷ͛oŶt ŵoŶtƌĠ auĐuŶ 

effet du GTN sur le clivage de STAT5 dans ces cellules lymphoïdes. Ces résultats confirment 

donc notre hypothèse que le clivage de STAT5 est spécifique aux cellules myéloïdes MDSCs. 

Tous ces résultats suggèrent Ƌue l͛effet du GTN suƌ la diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de FATPϮ daŶs 

les G-MDSCs, est lié à sa capacité à inhiber STAT5 en diminuant sa phosphorylation et/ou en la 

clivant. Il est connue que le NO, dans un environnement oxydant, induit la production des RNS, 

tels que les peroxinitrites ONOO-, le tƌioǆǇde d͛azote N2O3 et le dioǆide d͛azote N2O2. Ces 

derniers, sont connus pour induire des modifications post-traductionnelles sur différentes 

protéines, dont les plus connus sont la tyrosine nitration (Dilek et al., 2012; Ischiropoulos, 2003; 

Markowitz et al., 2017; Nagaraj et al., 2007; Turko & Murad, 2002) et la S-nitrosylation 

(Fernando et al., 2019). Ces modifications sont doŶĐ tƌğs dĠpeŶdaŶtes de l͛Ġtat ƌedoǆ de la 

cellule, qui sont régulées par les systèmes NADPH/NADP+, GSH/GSSG et le système 

thioredoxine (T/TR) (Böhm et al., 1998; Schafer & Buettner, 2001; Yasinska et al., 2004). Nous 

savons que la doxorubicine est une chimiothérapie capable de produire de fortes quantités de 

ROS, Ƌui soŶt à l͛oƌigiŶe de la ĐaƌdioĐǇtotoǆiĐitĠ oďseƌǀĠe Đhez les patieŶts tƌaitĠs aǀeĐ cette 

chimiothérapie (Ichikawa et al., 2014; Singal & Iliskovic, 1998; Songbo et al., 2019; Tang et al., 

2020). Nous aǀoŶs doŶĐ Ġŵit l͛hǇpothğse Ƌue les ROS, pƌoǀeŶaŶt de la doǆoƌuďiĐiŶe ou eŶĐoƌe 
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produits en basal par les G-MDSCs  (Sica et al., 2019), interagissent avec le NO, provenant du 

GTN, afin d͛iŶduiƌe des ŵodifiĐatioŶs post-tƌaduĐtioŶŶelles à l͛oƌigiŶe du Đliǀage de STATϱ. Afin 

de confirmer cela, nous avons utilisé un anti-oxydant, la N-acétyl cystéine (NAC), et avons 

ŵoŶtƌĠ Ƌu͛eŶ pƌĠseŶĐe de NAC, le GTN +/- doxorubicine Ŷ͛iŶduit plus le clivage de STAT5, ni la 

diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de FATPϮ ŵeŵďƌanaire. De plus, en présence de la NAC, une perte 

de l͛effiĐaĐitĠ anti-tumorale de la combinaison doxorubicine / GTN a été observée.  

Nous nous sommes alors demandés si le GTN pouvait induire la S-nitrosylation de STAT5, et 

aǀoŶs ƌeĐheƌĐhĠ, ǀia l͛utilisatioŶ d͛uŶ logiĐiel de pƌĠdiĐtioŶ de site de S-nitrosylation « GPS-

SNO », si cette protéine contenait des cystéines potentiellement S-nitrosylables. Deux cystéines 

;CϯϵϮ et CϳϭϵͿ pouƌ l͛isofoƌŵe B et uŶe ;CϯϵϮͿ pouƌ l͛isofoƌŵe A oŶt ĠtĠ pƌĠdites Đoŵŵe ĠtaŶt 

potentiellement S-nitrosylables. Une expérience de biotin switch assay, a été par la suite 

réalisée, et nous a permis de montrer que le GTN induit la S-nitrosylation de STAT5. Afin de 

ĐoŶfiƌŵeƌ l͛iŵpliĐatioŶ des ROS daŶs la S-nitrosylation de STAT5, nous prévoyons de réaliser un 

biotin switch assay sur des cellules MSC2 traitées avec GTN +/- NAC. Afin de confirmer 

l͛iŵplication de cette S-nitrosylation dans le clivage de STAT5, nous envisageons également de 

muter la cystéines 392 et confirmer la perte du clivage en réponse au traitement par GTN 

(Figure 20). Une étude de la tyrosine nitration de cette protéine en réponse au GTN est à prévoir 

aussi, si Ŷous eǆĐluoŶs l͛iŵpliĐatioŶ de la S-nitrosylation, puisque nous avons montré que la 

phosphoryation de STAT5 diminue en réponse au GTN. Une déphosphorylation suite à la 

ŶitƌatioŶ de Đes tǇƌosiŶes est doŶĐ tƌğs pƌoďaďle, d͛autaŶt plus que ce même logiciel GPS-SNO 

nous a sorti trois tyrosines (Tyr 171, Tyr 90 et Tyr 225) pouvant être potentiellement nitrées.  

Ce travail nous a donc permis de mettre en évidence un nouveau mécanisme très original de 

reprogrammation des G-MDSCs vers un phénotype moins immunosuppresseur. Ce mécanisme 

ĐoŵplĠteŵeŶt dĠpeŶdaŶt du GTN, seŵďle ġtƌe à l͛oƌigiŶe de l͛effet aŶti-tumoral observé 

lorsque nous associons le GTN à une des chimiothérapies couramment utilisées dans le 

traitement du CSTN, la doxorubicine. Cet effet reposant principalement sur le rôle du GTN, en 

présence des ROS, à moduler le métabolisme lipidique dépendant de la protéine FATP2, via la 

S-ŶitƌosǇlatioŶ de STATϱ et l͛iŶhiďitioŶ de toute la ǀoie de sigŶalisatioŶ Ƌui eŶ dĠĐoule ;FATPϮ, 

PGE2). Cette ƌepƌogƌaŵŵatioŶ seƌait à l͛oƌigiŶe de l͛augŵeŶtatioŶ de l͛iŶfiltƌatioŶ tuŵoƌale paƌ 

des cellules TCD8+/PD-1+ (Figure 20). En parallèle nous sommes en train de réaliser une étude 

de RNAseq sur une cohoƌte de patieŶtes atteiŶtes d͛uŶ ĐaŶĐeƌ du seiŶ tƌiple négatif (28 

patientes) ou de cancer de sein RH+ et HER2+ (11 patientes) avant, pendant et après 
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traitements par des anthracyclines. Le but est de réussir à retrouver des biomarqueurs en 

faǀeuƌ de l͛utilisatioŶ du GTN eŶ ĐliŶiƋue, daŶs le tƌaiteŵeŶt des patientes atteintes d͛uŶ ĐaŶĐeƌ 

du sein. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Reprogrammation des G-MDSCs en cellules moins immunosuppressives en réponse au GTN. Le GTN, 

en S-nitrosylant STAT5 induit une diŵiŶutioŶ de la ǀoie de sigŶalisatioŶ ƌespoŶsaďle de l’eǆpƌessioŶ du 
tƌaŶspoƌteuƌ d’aĐides gƌas, FATPϮ. Il eŶ dĠĐoule doŶĐ uŶe diŵiŶutioŶ de l’eŶtƌĠ d’aĐide aƌaĐhidoŶiƋue à l’iŶtĠƌieuƌ 
des cellules, de la synthèse et de la sécrétion de la PGE2 et donc de l’iŵŵuŶosuppƌessioŶ iŶduite paƌ Đes G-MDSCs 

sur les LT CD8+, et de la prolifération tumorale. 
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V. Matériel et méthodes 

1. Modèles tumoraux et traitements  

Des souris femelles Balb / C âgées de 6 à 8 semaines, obtenues auprès de l͛aŶiŵaleƌie ĐeŶtƌale 

de l͛uŶiǀeƌsitĠ de Bourgogne ou de Charles River, ont été utilisées. Toutes les expérimentations 

animales ont été réalisées selon des protocoles approuvés par le comité d'éthique local et 

validés par le ministère (Apafis # 10666). Pour induire les tumeurs, des souris, préalablement 

anesthésiées à l'isoflurane, ont été injectées en sous-cutané avec 5 x 105 cellules cancéreuses 

mammaires (4T1 ou EMT6). Le traitement en sous-cutané par le GTN (5 mg / kg) ou sérum 

physiologique (NaCl, Ctrl) a débuté le lendemain de l'injection des cellules tumorales et a été 

renouvelé 3 fois par semaine. L'injection intraveineuse de la doxorubicine (8 mg / kg dans 100 

µL de NaCl) ou de NaCl a commencé lorsque les tumeurs ont atteiŶt uŶ ǀoluŵe d͛eŶǀiƌoŶ ϱϬ 

mm3 (~ jour 8) et a été renouvelée une fois tous les 7 jours. L'injection intrapéritonéale de 

l͛anticorps anti-PD-1 (Bioxcell, 10 mg / kg dans 100 µL de NaCl) ou de NaCl a débuté le 

lendemain de la première injection de la doxorubicine et a été renouvelée deux fois par 

semaine. Pour la déplétion des lymphocytes TCD8 +, l'injection intrapéritonéale de l'anti-CD8 

(Bioxcell, 5 mg / mL, diluĠe daŶs ϭϬϬ µL de NaClͿ ou de l͛isotǇpe contrôle IgG2a (5 mg / mL dans 

100 µL de NaCl) a commencé la veille de la première injection de la doxorubicine et a été 

renouvelée une fois par semaine. Le traitement par un antioxydant, la N-acétyl-L-cystéine (NAC, 

Sigma Aldrich, 3,5 mg / mL), diluée dans l'eau de boisson, a débuté le lendemain de l'injection 

des cellules tumorales et a été renouvelé 3 fois par semaine. Un suivi de croissance tumorale a 

été ƌĠalisĠ paƌ ŵesuƌe de la taille des tuŵeuƌs à l͛aide d͛uŶ pied à Đoulisse tous les Ϯ-3 jours. 

Les animaux ont été sacrifiés lorsque le volume tumoral a atteint 2000 mm3. 

2. Lignées cellulaires 

Cellules tumorales : les cellules cancéreuses murines 4T1 (cancer du sein triple négatif) et EMT6 

(cancer du sein), ont été obtenues auprès de l'American Type Culture Collection (ATCC) et ont 

été testées régulièrement pour la contamination mycoplasique en utilisant le kit de détection 

universel Mycoplasma (ATCC). Ces cellules ont été maintenues en culture dans du milieu DMEM 

(Dominique Dutscher) supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF, Dominique 

Dutscher), à 37 ° C en atmosphère humide avec 5% de CO2. 
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Cellules myéloïdes MSC2 : il s͛agit d͛une lignée cellulaire de MDSCs immortalisées, obtenue à 

partir de splénocytes Gr1+ de Balb / C, qui provient du laboratoire de V. Bronte (Istituto 

Oncologico, Padova, Italie). Elle a été cultivée dans du RPMI (Dominique Dutscher) 

supplémenté avec 10% de SVF (Dominique Dutscher) et 1% de mélange antibiotique pénicilline, 

streptomycine et amphotéricine B (PSA, PAN Biotech) à 37 ° C sous 5% de CO2. 

Les cellules ont été ĐoŵptĠes ŵaŶuelleŵeŶt à l͛hĠŵoĐǇtoŵğtƌe de Malassez eŶ pƌĠseŶĐe de 

bleu de trypan, pour évaluer le pourcentage des cellules mortes, puis ensemencées dans des 

plaques de culture à 6 puits, à la concentration cellulaire de 5 x 105 ou 3,5 x 105 cellules / puits 

pendant 24h ou 48h respectivement. Pouƌ l͛eǆpĠƌieŶĐe de ďiotiŶ sǁitĐh assaǇ, les cellules MSC2 

ont été ensemencées en duplicat dans des flasques de culture cellulaire T175 à 11 x 106 ou 8 x 

106 pour les cinétiques 6 et 24h, respectivement. 

3. Isolement des cellules immunitaires primaires à partir de souris  

Les G-MDSCs : des souris Balb / C ont été injectées avec des cellules tumorales mammaires 4T1 

et traitées avec NaCl (Ctrl) +/- doxorubicine +/- GTN. Vingt-trois jours post-injection des cellules 

cancéreuses, les tumeurs ont été récupérées et les G-MDSC ont été isolées après dissociation 

des tumeurs (solution de dissociation : RPMI, 2% SVF (Dominique Dutscher), 40 M Hepes 

(Gibco), 1 mg / mL collagénase (Sigma) et 0,1 mg / mL DNAse (Sigma)) et élimination des 

globules rouges (solution hémolytique : 0,83% NH4Cl, 0,1% KHCO3 et 0,1 mM EDTA). Une fois 

purifiées, en utilisant le kit Anti-Ly6G Microbeads UltraPure (Miltenyi, pureté à 80-90%), les G-

MDSC ont été cultivées seules dans des plaques de culture à 12 puits (5 à 10 x 105 cellules) afin 

d͛Ġǀalueƌ l͛eǆpƌessioŶ de FATPϮ paƌ ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ. Pouƌ Ġǀalueƌ l͛effet des tƌaiteŵeŶts suƌ 

l͛activité immunosuppressive des G-MDSCs, ces dernières ont été co-cultivées, pendant 5 jours, 

avec des lymphocytes T (isolées à partir de rates de souris naïves en utilisant le kit Pan T cells, 

Miltenyi) activés avec des Dynabeads CD3 / CD28 (Gibco) et marqués au cell traceTM violet 

(Invitrogen), dans des plaques de culture à 96 puits (1 x 105 cellules T + 0,2 ou 0.5 ou 1 x 105 G-

MDSCs). Du milieu RPMI + 10% de SVF décomplémenté (incubation 30 minutes à 56 ° C) + 1% 

de PSA a été utilisé pour la culture.  
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Les lymphocytes T : Les cellules T ont été isolées à partir de la rate et des ganglions 

lymphatiques de souris Balb / C naïves à l'aide du Pan T Cell Isolation Kit II, souris (Miltenyi) 

selon les instructions du fabricant, et cultivées dans des plaques de culture à 96 puits (2 x 105 

cellules) après activation avec des Dynabeads CD3 / CD28 (Gibco), dans RPMI + 10% SVF + 1% 

PSA. 

4. Différenciation In vitro des LT CD4+  

Des cellules T CD4+ naïves (CD4+ / CD62L+) ont été isolées à partir de rates et de ganglions 

lymphatiques de souris Balb / C (naïves), après élimination des globules rouges (solution 

hémolytique : 0,83% NH4Cl, 0,1% KHCO3, 0,1 mM EDTA), en utilisant le kit de purification en 

deux étapes CD4+ CD62L+ MACS (Miltenyi). Cinq cent mille cellules ont ensuite été incubées 

dans une plaque 96 puits en présence d'anticorps CD3 (2 μg / ml, Biolegend) et CD28 (2 μg / 

ml, Biolegend), dans un milieu spécial (RPMI, 10% SVF, 1% PSA, 50 M Hepes (Gibco), des acides 

aminés non essentiels (1X, Gibco) et 100 mM de sodium pyruvate (Gibco)), en présence ou non 

d͛aŶtiĐoƌps ďloƋuaŶts (BioXcell) et de cocktails de cytokines (R&D Systems) spécifiques de la 

différenciation en sous populatioŶs T d͛iŶtĠƌġt ;Tableau ci-dessous). Après 72h de traitement 

avec doxo (500 nM) +/- GTN (10 µM), les cellules ont été récupérées et les ARN totaux ont été 

extraits avec du trizol (Invitrogen) afin de quantifier, par RT-qPCR, l͛eǆpƌessioŶ des gğŶes 

spécifiques de chaque sous-population lymphocytaire. La formule 2-ΔΔCT a été appliquée, après 

soustraction de l'actine (ΔCT) et normalisation par rapport aux cellules Th0 (pour Th1 et Th2) 

ou aux cellules Tnaif (pour Tfh et Treg) (ΔΔCT). 

 Antibodies (µg/mL) Cytokines (ng/mL) 

 Anti-Il-4 Anti-Il-6 Anti- FN-γ Anti-TGFβ Il-6 IL-12 TGFβ Il-4 Il-21 

Th0 10 20 10 20      

Th1 10     10    

Th2   10     10  

Treg 10  10    4   

Tfh 10  10 20 30    50 
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5. Traitements cellulaires 

Pour les expériences in-vitro ou ex-vivo, les cellules ont été traitées ou non (Ctrl) pendant 24 

ou 48h avec 100, 250 ou 500 nM de doxorubicine +/- 10 ou 100 µM de GTN (Merck, Lyon, 

France) +/- 10 mM de NAC. Les cellules MSC-2 ont également été traitées avec 1 mM de Cys-

NO (contrôle positif de S-nitrosylation) pendant 15 min. 

6.  RT-qPCR 

L'ARN total a été extrait à partir de cellules ou de tumeurs avec du Trizol® (Ambion by life 

technologies) et quantifié en mesurant la densité optique (DO) à 260 nm à l'aide du NanoDrop 

2000 (Thermo Scientific). Cent à cinq cents nanogrammes d'ARN ont été transcrits en ADN 

complémentaire (ADNc) en utilisant la transcriptase inverse Moloney murine leukemia virus 

(M-MLV), des ƌaŶdoŵ pƌiŵeƌs ;Ϭ,ϱ μg/μg d͛ARN, Promega) et de recombinant RNasin® Plus 

RNase Inhibitor (Promega). La qPCR a ensuite été réalisée dans des plaques à 96 puits pour 

quantifier les ADNc à l'aide d'un Master mix PowerUpTM SYBRTM Green (Applied biosystems). 

L͛eǆpƌessioŶ des ARNm a été déterminée en utilisant la méthode 2-ΔCt après soustraction de 

l͛actine ou de PPiA (ΔCt). Les amorces sens et anti-sens utilisées (Eurogentec) sont répertoriées 

dans le tableau suivant. 

Primers (mouse) Forward Reverse 

CXCR2 CAGTTCAACCAGCCCTGACA ATCTTTGAGGTAAACTTAATCCTGC 

FATP2 AAAGTAGACGGAGTGTCGGC TTGGAAGACCTGTGGTTCCC 

iNOS GACCCTAAGAGTCACCAAAATGG ATGCAGCTTGTCCAGGGATT 

PPiA TCCTGGCATCTTGTCCAT TGCTGGTCTTGCCATTCCT 

Actine GGCACCACACCTTCTACAATGAGC CGACCAGAGGCATACAGGGACAG 

T-bet GCCAGGGAACCGCTTATATG GACGATCATCTGGGTCACATTGT 

GATA3 TCGGCCATTCGTACATGGAA GTCGGAGGATACCTCTGCA 

Foxp3 CCTATGGCTCCTTCCTTGGC ATGAAGTGTGGTCTGTCCTGG 

Bcl6 AAAGGCCGGACACCAGTTTT TCACGGGGAGGTTTAAGTGC 
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7. Cytométrie en flux  

Analyse du paysage immunitaire tumoral in vivo : seize ou vingt-trois jours après l'injection des 

cellules tumorales, les tumeurs ont été récupérées dans du milieu RPMI (Dominique Dutscher) 

et découpées en petits morceaux dans la solution de dissociation (RPMI, 2% SVF (Dominique 

Dutscher), 40 M Hepes (Gibco), 1 mg / mL collagénase (Sigma) et 0,1 mg / mL DNAse (Sigma)). 

Après incubation à 37°C sous agitation pendant 1 h, les cellules ont été récupérées après 

filtƌatioŶ suƌ uŶ filtƌe ϳϬ μŵ ;DutsĐheƌͿ et ĐeŶtƌifugĠes ϳ ŵiŶ à ϰϱϬ g. Les Đulots ont ensuite été 

repris dans 2 mL de solution hémolytique (0,83% NH4Cl, 0,1% KHCO3, 0,1 mM EDTA) avant de 

procéder au marquage avec les anticorps listés dans le tableau suivant et analyse par 

cytométrie en flux. Les différentes stratégies de gating sont présentées en annexe. 

MDSCs / CD8+ Staining 

Antibodies References Dilution 

CD45-APC/Cy7 Biolegend 1:200 

CD11b-APC Biolegend 1:70 

PD-L1-PE/ IgG2b-PE Biolegend 1:70 

Gr1-PE/Cy7 Biolegend 1:70 

CD8- PerCP/Cy5.5 Biolegend 1:70 

PD-1-APC/ IgG2b-APC eBiosciences 1:70 

Viability-FVS700 BD PhaƌŵiŶgeŶ™ 1:1000 

CD4+ subtypes Staining 

CD45-VioGreen Miltenyi 1:100 

CD4-FITC BD PhaƌŵiŶgeŶ™ 1:100 

CXCR5-BV421 Biolegend 1:100 

CD25-BV605 Biolegend 1:100 

ST2 (IL-33R)-PE Mdbioproducts 1:100 

CD127-PerCP/Cy5.5 Biolegend 1:100 

CCR6-PE-Vio770 Miltenyi 1:10 

CXCR3-APC Miltenyi 1:100 

PD-1-APC/Cy7 Biolegend 1:10000 

Viability-FVS700 BD PhaƌŵiŶgeŶ™ 1:1000 
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Analyses In-vitro et ex-vivo : vingt-quatre ou quarante-huit heures après traitement in vitro, les 

cellules ont été récupérées et centrifugées, puis les culots ont été repris dans 1 ml de PBS 1X 

(Phosphate Buffered Saline, Dominique Dutcher) pour les analyses suivantes : 

 Marquage Annexin V - 7AAD : afiŶ d͛Ġtudieƌ la ŵoƌt Đellulaiƌe eŶ ƌĠpoŶse auǆ 

traitements, les culots ont été repris dans 200 μL de mélange d'anticorps Annexin V FITC - 7AAD 

(BD Biosciences) dilué au 1/50 dans du tampon de liaison (TBB 1X, BD Biosciences), et incubés 

pendant 15 min à température ambiante avant analyse par cytométrie en flux. 

 Marquage membranaire de FATP2 : les culots ont été repris dans 50 μL de flow 

cytometry staining buffer (FCSB, eBioscience) pendant 10 min. UŶ ŵiǆ d͛aŶtiĐoƌps ĐoŶteŶaŶt 

un marqueur de viabilité, le Fixable Viability Stain 700 (FVS700, BD Bioscience, 1:10 000), et 

l'anticorps primaire FATP2 (Abcam, 1/50) a été rajouté et les cellules incubées à 4 ° C à 

l'obscurité pendant 30 min. Après lavage avec du PBS 1X, les culots ont été repris dans 0,25% 

de PFA (paraformaldehyde, Electron Microscopy Science) pendant 5 min, et marqués avec 

l'anticorps secondaire Donkey anti-lapin IgG H&L (Alexa Fluor 488, Abcam, 1/500) pendant 30 

min à 4 ° C à l'obscurité. Les cellules ont ensuite été lavées, centrifugées et les culots repris 

dans 200 µL de PBS 1X avant analyse par cytométrie en flux. 

 Marquage PD-1 et PD-L1 : les culots ont été repris dans 50 μL de FCSB pendant 10 

minutes. Le marquage avec FVS700 et PD-L1 / IgG2b -PE (Biolegend) ou PD-1 / IgG2b -APC 

(eBioscience) a été réalisé pendant 30 min à 4 ° C à l'obscurité. Les cellules ont ensuite été 

lavéees, centrifugés et les culots repris dans 200 µL de PBS 1X. 

Toutes les acquisitions ont été effectuées avec le cytomètre BD Canto équipé du logiciel BD 

FACSDiva (BD biosciences), et les données analysées avec le logiciel FlowJo. 

8. Immunohistofluorescence 

Les tumeurs prélevées à partir des souris Balb / C porteuses de tumeurs 4T1 et traitées ou non 

avec doxorubicine +/- GTN, à J16 et J23, ont été découpées en tranches de 4 µm d'épaisseur 

après fixation au formol et enrobage en paraffine. Le démasquage antigénique a été réalisée 

en chauffant les lames pendant 50 minutes à 95 ° C dans une solution à base de citrate (pH 6, 

Agilent), suivi de 20 minutes de refroidissement des lames à température ambiante et 5 

minutes de réhydratation avec du PBS 1X 1% d'albumine sérique bovine (BSA). Après 30 min de 

saturation des sites non spécifiques (5% de sérum de chèvre), un marquage avec les anticorps 
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primaires, anti-CD4 (abcam, 1: 100) ou un anti-CD8 (abcam, 1: 100) de lapin, a été réalisé 

pendant 1 h à température ambiante. Une incubation de 30 min à température ambiante avec 

l͛aŶtiĐoƌps seĐoŶdaiƌe chèvre anti-lapin Alexa Fluor 647 (Invitrogen) a été effectuée après 

lavage des lames avec du PBS 1X. Trois lavages avec du PBS 0,04% de tween ont ensuite été 

effectués. Enfin, les noyaux ont été colorés avec une solution de DAPI (Spectral DAPI, 

PerkinElmer) et les lames montées avec du Prolong Diamond Antifade (Thermo Fisher) avant 

d͛effeĐtueƌ l'imagerie et l'analyse. Pour chaque coupe, cinq à dix zones représentatives ont été 

imagées à l'aide d'un poste de travail de pathologie quantitative Mantra (PerkinElmer, CGFL 

(Centre Georges François Leclerc) - Dijon). Le phénotypage des cellules CD8+ ou CD4+ a été 

réalisé en utilisant le logiciel d'analyse cellulaire inForm (PerkinElmer). Une moyenne de ces 

zones imagées par lame a été calculée, et une image représentative a été choisie pour chaque 

groupe de tumeurs. 

9. Séquençage de l'ARN  

Les ARNs extraits à partir de tumeurs 4T1 de souris Balb / C traités ou non avec doxorubicine 

+/- GTN, ont été envoyés à une plateforme de génomique au Qatar (Weill Cornell Medicine-

Doha), pour être séquencés en utilisant la machine HiSeq400 d'Illumina. Les résultats extraits 

des données RNAseq ont été analysés par la plateforme de transfert en biologie cancérologique 

(PTBC) au Centre Georges François Leclerc (CGFL-Dijon). 

10. Biotin switch assay 

Les cellules récupérées à partir des flasques de culture T175, ont d'abord été lysées dans 1 ml 

de solution de lyse (50 mM Tris HCL pH 7,4, 300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,1 mM néocuproine, 

1% triton, inhibiteurs de protéase (1X)) pendant 30 minutes à 4°C, puis centrifugées pendant 

15 min à 10 000 g et à 4°C. Cinq mg de protéines / 10 ml de tampon de lyse ont été dilués dans 

40 ml de tampon de blocage (9 volumes de HEN (250 mM HEPES PH 7,7, 1 mM EDTA, 0,1 mM 

néocuproine), 1 volume de SDS, 1/100 DMF dilué MMTS). Les échantillons ont été incubés à 50 

°C à l'obscurité pendant 20 minutes. Deux volumes d'acétone froide ont été ajoutés à chaque 

échantillon, les protéines ont été donc précipitées pendant 15 min à -20 °C et collectées après 

centrifugation à 2 000 g pendant 5 min. Les culots de protéines ont ensuite été lavés à l'acétone, 

et remis en suspension dans du tampon HENS (HEN + 1% SDS) supplémenté de 1 mM de EZ link 

HPDP-biotine (Thermo fischer) et 10 mM d͛aĐide asĐoƌďiƋue. Apƌğs ϭ h d͛iŶĐuďatioŶ suƌ la ƌoue 
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à température ambiante, les protéines ont été précipitées avec 2 volumes d'acétone froid à -

20 °C pendant 15 min, et collectés après centrifugation de 5 min à 2 000 g. Un lavage avec de 

l'acétone a été réalisé avant de reprendre les culots dans 1 ml de HENS et 2 ml de tampon de 

neutralisation (20 mM HEPES pH 7,7, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5% Triton). Après une 

centrifugation de 1 min à 15 000 g, les surnageants ont été récupérés et les billes 

NeutrAvidinTM Plus UltraLinkTM Resin (Thermofischer) préalablement lavées et reprises dans 

du tampon de neutralisation ont été ajoutées. UŶe iŶĐuďatioŶ d͛1h à température ambiante 

sur la roue a été donc effectuées avant de récupérer les billes après centrifugation de 600 g – 

2 min suivie de 4 lavages avec un tampon de lavage (20 mM HEPES pH 7,7, 600 mM NaCl, 1 

mM EDTA, 0,5% Triton), et 1 lavage avec un tampon d'équilibration (20 mM HEPES pH 7,7, 100 

mM NaCl, 1 mM EDTA). Les billes ont été reprises et mélangées dans un tampon de charge 

Laemmli 2X et incubées 10 min à 95°C. Les surnageants ont été collectés pour être analysés 

pour la S-nitrosylation de STAT5 par SDS-PAGE à 10% et Western blot. 

11. Western blot 

L͛eǆtƌaĐtioŶ des pƌotĠiŶes a ĠtĠ ƌĠalisĠ aǀeĐ du tampon RIPA (15 mM NaCl, 50 mM Tris HCL 

PH7.4, 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 1% Triton, 0,1% SDS, 0,1% de désoxycholate de sodium) 

supplémenté d'inhibiteurs de protéases (Roche) et de phosphatases (Sigma) pendant 30 min 

sur la glace. Une sonication 2 x 2s (amplitude 30%) a été effectuée avant de centrifuger les 

tubes à 16 000 g pendant 15 minutes à 4 ° C. La concentration des protéines a été déterminée 

en utilisant le BioRad Dc protein assay comme recommandé par le fabricant (Bio-Rad). Un 

tampon de charge Laemmli 5X a ensuite été rajouté, et les échantillons incubés 10 minutes à 

95 ° C. Cinquante µg de protéines ont été déposés dans un gel d͛aĐƌǇlaŵide/bisacrylamide 10 

% aǀaŶt d͛Ġtƌe tƌaŶsfĠƌĠes suƌ uŶe ŵeŵďƌaŶe de ŶitƌoĐellulose. Les membranes ont été alors 

saturées 45 min à température ambiante par une solution de TBS 1X / 0,1% Tween / 5% lait ou 

BSA, puis incubées toute une nuit à 4°C sous agitation avec les anticorps primaires dilués au 

1/1000ème dans du TBS 0,1% tween 5% lait ou BSA : anti-FATP2 ou PGE2 (Abcam), anti-STAT5 

ou P-STAT5 (cell signaling) et anti-HSC70 (Santa Cruz). Les membranes ont été lavées avec du 

TBS 1X 0,1% tween, et incubées pendant 1 h à température ambiante avec les anticorps 

secondaires conjugués à de la peroxydase (Jackson Immunoresearch Laboratories), dilués au 

1/5000 dans du TBS 0,1% tween. Les protéines ont été révélées en utilisant le kit Clarity 

Western ECL Substrate (BioRad), et en utilisant le système d'imagerie ChemiDoc (BioRad). 
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12. Analyses statistiques  

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± SEM, et l'analyse statistique a été 

réalisée en utilisant un test t de Student apparié (in-vitro et ex-vivo) non apparié (in-vivo) avec 

uŶe sigŶifiĐatioŶ dĠteƌŵiŶĠe à p ≤ Ϭ,Ϭϱ. La ĐƌoissaŶĐe tuŵoƌale a ĠtĠ ĠǀaluĠe à l'aide du test 

two-way Anova avec correction de Bonferroni pour des comparaisons multiples. GraphPad 

Prism 7 a été utilisé pour effectuer tous les calculs statistiques. Les différences sont considérées 

comme statistiquement significatiǀes à *, p <Ϭ,Ϭϱ; **, p ≤ Ϭ,Ϭϭ et ***, p ≤ Ϭ,ϬϬϭ. 
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VI. Annexes 

Stratégie de gating des sous-population CD4+ 
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Stratégie de gating des cellules TCD8+ et des sous-population de MDSCs  
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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
CHK2), 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
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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/p21CIP1 and p16INK4A/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-β-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-κB), 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), IL1α, 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 γ (IFNγ), tumor necrosis factor α (TNFα), insulin-like
growth factors (IGFs) and transforming growth factor β (TGFβ) [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
Molecules

IL-1; IL-1β; IL-6; IL-7; IL-8; IL-13; IL-15; TGFβ; GM-CSF;
G-CSF; CSF-1; IFN-γ; BLC; MIF

Chemokines and Growth Factors/Regulators

CXCL1; CXCL2; CXCL5; CXCL12; CCL2; CCL5; CCL8; CCL13;
MIP-1α; MIP-3α; HCC-4; eotaxin/eotaxin-3; TECK; ENA-78;
Amphiregulin; epiregulin; heregulin; EGF; bFGF; HGF; KGF

(FGF7); VEGF; angiogenin; SCF

Receptors and Ligands
ICAM-1/3; OPG; TNFα; 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

Non-Protein Molecules and Insoluble Factors Nitric oxide; ROS; PGE2; 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
TGFβ 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-κB. 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[α]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-κB plays an important role in SASP.
It can be activated by several SASP inducers such as toll like receptor 2 (TLR2), TNFα, reactive oxygen
species (ROS) and genotoxic agents [54,55]. The activation of NF-κB involves IκB phosphorylation
by IκB kinase (IKK), which leads to its degradation by the proteasome, enabling the active NF-κB
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/Gro1 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-1β, Toll Like
4 receptor agonists (TLR4), interferon γ (IFNγ) 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 II 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-κB; 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-κB 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-κB
kinase subunit β (IKKβ, a regulator of the classical NF-κB pathway activation) at cysteine residue 179
and consequently results in NF-κB inhibition [77]. In addition, NO can S-nitrosylate both the p50 and p65
NF-κB subunits at cysteine residues 62 and 38, respectively, reducing their DNA binding and inhibiting
target gene transcription [78,79]. Moreover, the tyrosine nitration of IκBα at tyrosine 181 by endogenous
NO promotes NF-κB signaling through the dissociation of IκBα from NF-κB [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-κB 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-1β, IL-18, IL-8, IL-12,
IFNγ and TNFα) in monocytes isolated from human PBMCs of healthy donors after challenge with the
bacterial endotoxin, lipopolysaccharides (LPS) (1 µg/mL). This effect is due to the inhibition of IL-1β
Converting Enzyme, also named caspase-1, required for intracellular processing/maturation of IL-1β
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 (GROα) in keratinocytes cultured from healthy or psoriatic
patients [86]. These results were confirmed in another cellular model by Kashiwagi et al. (2002),



Cancers 2020, 12, 1145 6 of 19

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-κB 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-κB, either by S-nitrosylating both p60/p65 NF-κB subunits and leading
to SASP gene transcription inhibition, or by S-nitrosylating the NF-κB kinase inhibitor subunit α
(IKKα), which results in NF-κB 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 TNFα, 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 TNFα, 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 TNFα, 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-κB pathway activated by the TNFα/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-κB signaling pathway), induced by the NO
donor GTN (particularly at cysteine 571), appeared as a critical cornerstone for switching the cancer cell
fate from TNFα/TNFR1-mediated cell survival (through the activation of the classical NF-κB cascade)
to TNFα/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 TNFα
and FasL, can lead to the process of senescence. Indeed, cancer cells’ senescent phenotype can
arise in response to TNFα/TNF receptor 1 (TNFR1) through the activation of the p16INK4A/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]. In situ, 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, a feedback inhibition of iNOS in 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, CCL2 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 IFNγ 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 IFNγ as evidenced using high dimensional profiling [115].
Thus, IFNγdrives 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
in responder 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 IFNγ and TNFα. 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-1α) 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 (FOXO4) 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

Dasatinib
Increased NO

Pulmonary artery endothelial cells
and smooth muscle cells

[124]

Increase iNOS expresion
Intestinal and bone morrow-derived

macrophages
[125]

Decrease iNOS expresion Silicotic macrophages [126]

Quercetin

Inhibition of iNOS [127]

Inhibition of mRNA
iNOS

Human hepatocyte-derived cell line [128]

Inhibition of NO
production and iNOS

expression

Livers of CCl4-treated mice [129]

In vitro (rat hepatocyte) [130]

In vitro and in vivo (RAW 264.7
macrophages, primary peritoneal

macrophages and Balb/c mice)
[131]

Chronic cadmium nephrotoxicity in
rats

[132]

Lung adenocarcinoma cell lines [133]

Hsp90 inhibitor
Reduction of NO

production
Endothelial cells [134]

Blocked VEGF-induced
increase in eNOS activity

Endothelial cells [135]

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
et al. 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. Martínez-Ruiz et al. (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
(IFNγ, IL-1β and TNFα), 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-κB 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, TNFα 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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A B S T R A C T

The deregulation of a wide variety of protein kinases is associated with cancer cell initiation and tumor pro-

gression. Owing to their indispensable function in signaling pathways driving malignant cell features, protein

kinases constitute major therapeutic targets in cancer. Over the past two decades, intense efforts in drug de-

velopment have been dedicated to this field. The development of protein kinase inhibitors (PKIs) have been a

real breakthrough in targeted cancer therapy. Despite obvious successes across patients with different types of

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

Phosphorylation events are the most common and extensively stu-

died protein post-translational modifications in mammalian systems.

Coordinated by a large and diverse family of kinases, phosphorylation is

a pivotal biochemical phenomenon involved in signal transduction and

multiple cellular functions including cell survival, differentiation, pro-

liferation and migration. The human kinome, which comprises ap-

proximately 535 protein kinases, controls many signaling pathways and

their crosstalk that leads to virtually all fundamental biological pro-

cesses [1,2]. It is now well established that protein kinase activities

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 i.e. 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

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 (OS). Because Bcr-Abl recombination is a driver

oncogenic process in CML, patients are more sensitive to PKIs-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 kinases

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 α 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 18months, 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: Bcr-Abl dependent and independent mechanisms [38]. Bcr-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

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 9.7months

compared to standard chemotherapy with a PFS of 5.2months [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 IIIa/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-lung6. In these studies, afatinib improves

overall survival only in patients with del19EGFR mutations

(33.3 months vs 21.1months 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 3months 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) [35,91-

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

(Fig. 1).

4.1. Involvement of NO in PKIs-mediated antitumor potential

It was reported that mTOR inhibitors such as rapamycin and

RAD001 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 RAD001 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 ki-

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 µmol/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

S. Ghione, et al. Biochemical Pharmacology 176 (2020) 113855

4



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].

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).
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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 ruxolitinib (JAK2 in-

hibitor) in the treatment of myelofibrosis [145]. Several other protein

kinases including STAT3, JNK and IKK β 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 (IFNγ)-induced iNOS or the NO-donor SNAP in murine

microglial cells thus suppressing their interaction and kinase activity

[7]. Finally, the IKKβ 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, KBα, 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-

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 α [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 O2
.- 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

NF-kB pathway through the S-nitrosylation of IKK β, 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

Neutrophils are known to possess both pro- and anti-tumor properties, a feature 

that could be related to the diversity and plasticity of these cells. Here we explored 

the hypothesis that under an appropriate environment and stimuli, neutrophils could 

induce an effective response against tumor cells. In a rat and mouse models, we show 

that a substantial amount of colon tumor associated-neutrophils (TAN) expressed 

the cytolytic enzyme granzyme B, which is absent in spleen or blood circulating 

neutrophils. This TAN population was also found into tumors of patients with colon 

cancer. Tumor neutrophil infiltration was correlated with an increase of chemokines 

known to attract neutrophils in both rat models and patients. These cells were involved 

in a Lipid A analog-mediated colon tumor regression. Mechanistically, treating the rats 

with the Lipid A analog triggered granzyme B release from neutrophils in tumor cell 

vicinity, which was correlated to tumor regression. Alteration of granzyme B function 

in tumor cells decreased the cytotoxic effect of Lipid A in rat and mouse models. 

Granzyme B expression in neutrophils could be induced by the lipid A analog but also 

by some of the cytokines that were detected in the tumor microenvironment. These 

results identify a subpopulation of neutrophils expressing granzyme B that can act 

as a key player of lipid A-mediated colon cancer regression in rat and mouse models 

and the molecular mechanisms involved may provide novel approaches for human 

therapeutic intervention. 

www.oncotarget.com                               Oncotarget, 2018, Vol. 9, (No. 47), pp: 28364-28378

INTRODUCTION

A well-known example of cancer immunotherapy in 

use for more than 30 years is the Bacillus Calmette-Guérin 

(BCG) therapy of non-invasive bladder carcinomas. 

This is the first most effective immunotherapy for solid 

tumors [1]. The molecular mechanisms involved are 

likely dependent on the binding of BCG, an avirulent 

strain of Mycobacterium bovis, to the Toll-like receptors 

(TLR) 4 [2]. This TLR plays a critical role in the 

activation of the immune system by stimulating antigen 

uptake and presentation, maturation of dendritic cells 

(DC), differentiation of helper T cells, and inhibition of 

regulatory T cells [3]. 

TLR4 is the classic receptor of lipopolysaccharides 

(LPS) and lipid (A) [4], the lipid part of LPS to which the 

anti-tumor activity of LPS was attributed [5]. However, 

LPS and natural forms of lipid A are too toxic to be used in 

clinic. Lipid A analogs have been developed and some of 

them, like OM-174 (LipA), are well tolerated by patients 

[6] and effective against tumors in animal models. LipA 

is a triacyl diglucosamine diphosphate acting through 
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TLR4 to induce total regression or growth inhibition of 

macroscopic tumors in rat and mouse models [7–11].

Immunotherapy results in tumor cell death. 

Granzymes, known to induce apoptosis, are the main 

mediators of cytotoxicity induced by cytotoxic T 

lymphocytes and natural killer (NK) cells [12, 13]. Over 

the last decade, there were some controversy about 

granzymes A and B expression in other cell types like 

neutrophils. Some reports show that granzymes are 

constitutively expressed in human blood neutrophils 

[14, 15] or transformed neutrophils in culture [16], while 

others indicate that granzymes are not at all expressed in 

neutrophils [17, 18]. The same controversy was extended to 

granzyme expression in mouse neutrophils [19]. Granzyme 

B (GZMB) expression in tumor neutrophils has not been 

studied. Even though neutrophils are known to support 

tumor growth by producing angiogenic factors like matrix 

metalloproteinase 9 and vascular endothelial growth factor 

[20], recent data demonstrate that the microenvironment 

can alter neutrophil activity. For example, blocking 

transforming growth factor beta (TGF-β1) induced the 
switch of neutrophils from a pro-tumorigenic (N2) to an 

anti-tumorigenic (N1) state [21]. 

As neutrophils were implicated in the mechanism 

of action of BCG immunotherapy [22–24], we sought 

to elucidate their role in LipA immunotherapy in rat and 

mouse models of colon cancer and we checked that human 

neutrophil exhibited the same properties.

RESULTS

The antitumor effect of the LipA treatment is 

correlated with the infiltration of tumors by 

neutrophils

The LipA treatment induced the regression of 

tumors and cured 95% of tumor-bearing rats (Figure 1A) 

that died free of tumor nodules, as previously shown [8]. 

Typical structures of tumors after the second injection of 

physiological solution (control) or LipA are shown after 

hematoxylin-eosin Y (HE) staining (Figure 1B and 1C). 

Both types of tumors consisted of core of tumor cells 

surrounded by a distinct ring of non-tumor cells at the 

edges of nodules. It should be noted that no other tumor 

sites were observed (data not shown). However, in treated 

tumors, this ring was thicker than in control tumors (Figure 

1C) and the number of tumor cells decreased drastically 

(Figure 1D). We analyzed the cytokine and chemokine 

contents of tumors using antibody arrays (Figure 2A). LipA 

treatment induced lot of modulations in cytokine levels. 

Furthermore, chemokines belonging to CXCL family such 

as CXCL1 (CINC-1) and CXCL2 (CINC-2α/β, CINC-
3) were significantly higher (approximately five-fold) 

in treated rats at days 15 and 17 (Figure 2A and 2B). In 

agreement, tumor cxcl1 and cxcl2 mRNA levels were 

higher after the first injection of LipA compared to control 

rats (Figure 2C). As a consequence, tumors isolated from 

treated rats contained many more neutrophils than tumors 

from control rats (Figure 2D and 2E). In agreement, specific 

neutrophil mRNA transcripts (ncf1 and ncf2) were higher in 

treated rats compared to control rats (Figure 2F). However, 

neutrophils remained at the edges of tumor nodules in 

control rats whereas they infiltrated the entire nodule 

after LipA treatment (Figure 2D). Moreover the antitumor 

effect of LipA in a mouse model of subcutaneous colon 

cancer was partially decreased by inhibition of neutrophils 

recruitment using a CXCR2 antagonist, SB225002 

(Figure 2G, Supplementary Figure 1A).

Apoptotic tumor cells are in the vicinity of anti-

tumorigenic neutrophils in LipA treated rats

 By TUNEL analysis, we found that apoptotic death 

occurred in cells that were located in the core of treated 

tumors (Figure 3A). We confirmed by immunostaining 

that most apoptotic cells containing cleaved caspase 3 in 

treated rats were tumor cells (Figure 3B), the percentage 

of apoptotic tumor cells increasing during treatment 

(Figure 3C). Moreover, double immunostaining of 

neutrophils and M30 (a marker of apoptotic epithelial 

cells) demonstrates that in treated tumors the death of 

tumor cells occurred near neutrophils (Figure 3D). LipA-

induced apoptosis was also detected in the murine CT26 

tumor cells co-cultured with tumor-associated neutrophils 

(Figure 3E), while the LipA treatment in absence of 

neutrophils did not trigger apoptosis (data not shown). 

These data revealed the anti-tumor potential of these TANs 

stimulated by LipA. On the contrary, apoptosis was not 

detected in control tumors in which neutrophils were at the 

edges of tumors, distant from tumor cells, and presented 

a pro-tumorigenic phenotype (N2 state) (Figure 2D and 

Figure 3F and 3G). However, LipA induced the acquisition 

of an anti-tumorigenic phenotype by neutrophils (N1 

state) with iNOS expression and low arginase-1 content 

(Figure 3F and 3G).

The cytotoxic effect of the LipA treatment 

correlates with the increase of granzyme B 

(GZMB) into tumor cells

To further characterize the phenotype of tumor-

associated neutrophils, we assessed the expression 

of GZMB, an arm used by NK and cytotoxic CD8 

T-lymphocytes cells to kill their targets. Unexpectedly, 

GZMB was observed only at the edge of tumor sections 

from control rats, but throughout the whole tumor sections 

from treated rats (Figure 4A) while the presence of GZMB 

was associated with a large proportion of neutrophils in 

both treated and control tumors from rats (Figure 4A) 

but also in tumor-associated neutrophils from mice 

(Supplementary Figure 1B). Moreover, GZMB was also 

found inside tumor cells from treated rats, but not from 
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control rats (Figure 4B). Further, double immunostaining 

of GZMB and M30, a hallmark of apoptosis, demonstrates 

that apoptotic tumor cells in treated rats contained GZMB 

(Figure 4C). The involvement of GZMB in the anti-tumor 

effect of lipid A has been demonstrated by using cells 

expressing the serpin B9 (PI9-6 cells), a natural protein 

inhibitor of GZMB (Figure 4D). In fact, the percentage 

of tumor growth inhibition induced by LipA is 90% with 

CT26WT cells but only 37% with CT26 cells expressing 

serpin B9 (Figure 4E and 4F). Taken together, these data 

suggest that GZMB from neutrophils contributed to tumor 

cell apoptosis in LipA treated rats. Some other cells were 

known to express GZMB like NK cells and T lymphocytes 

(αβ and γδ). However, these cells were present only at 
the edges of the tumors, none were detected in the core 

of tumors from control or treated rats (Supplementary 

Figure 2). As we showed that tumor cells were located 

(Figure 1C) and died (Figure 3A, 3B and 3D) in the core of 

tumor nodules, we deduced that the latter cell types were 

not involved in tumor cell death in LipA immunotherapy, 

at least at the beginning of treatment. 

We also showed that conditioned media of spleen 

neutrophils from control tumor-bearing rats were not 

cytotoxic (Figure 5A). However, conditioned media 

from neutrophils treated with LipA in vivo and/or in vitro 

induced cytotoxicity which was GZMB-dependent (Figure 

5A). Furthermore, conditioned media from in vitro and/or 
in vivo LipA-treated neutrophils contained higher levels 

of GZMB compared to untreated neutrophils (Figure 5B). 

Altogether, these results indicated that not only the lipid 

A induces the release of GZMB of neutrophils but also 

increases the expression of this enzyme in these cells.

The involvement of GZMB produced by neutrophils 

in the anti-tumor effect of lipid A has also been 

Figure 1: LipA cured tumor-bearing rats. (A) The lifespan of tumor-bearing rats was improved by LipA treatment. Fourteen days 

after i.p. injection of PROb cells, rats were treated i.v. with LipA (grey) or physiological solution (control, black) 3 times per week for 

5 weeks. Results are representative of at least 3 independent experiments with 10 animals per group. (B) Hematoxylin-eosin staining of 

tumors from LipA treated or control rats (scale bars = 200 µm). (C) Enlargement of regions outlined in figure B (scale bars = 50 µm). 

The tumor core and surrounding ring of cells can be distinguished. (D) Tumor regression was analyzed by immunostaining of tumor cells 

(anti-cytokeratin Ab, red), one day after the first (day 15) and the fourth injection (day 22) of LipA or physiological solution (scale bars = 

50 µm). Micrographs are representative of at least 3 independent experiments, 4 animals per group. 
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demonstrated in a mouse model of colon cancer. Indeed, 

coculture of TAN induces apoptosis of CT26 tumor cells 

in response to treatment with LipA, as attested by the 

increase of Annexin V positive cells (Figure 5C). This 

cytotoxicity is correlated with the increase of the level of 

GZMB in co-culture supernatants (Figure 5D). In order to 

decipher how GZMB was induced in neutrophils treated 

by LipA, we first tested the effect of some MAPKinases 

known to modulate GZMB expression. We showed that 

the p38 MAPKinase inhibitor (SB203580) significantly 

affected LipA-mediated GZMB increase and cell death 

(Figure 5C and 5D). 

Tumor microenvironment induces GZMB 

expression in neutrophils

Tumor-associated neutrophils from rats or mice 

could expressed GZMB, independently of LipA treatment 

(Figure 4A and Supplementary Figure 1B). However, 

spleen neutrophils from rats or mice only express GZMB 

after LipA treatment (Figure 6A and 6B). The tumor 

microenvironment could therefore stimulate the production 

of GZMB by TAN. Cytokines like IL-2, IL-12, IL-21 and 

IFN-γ were known to play a key role in GZMB production 
in lymphocytes or NK cells [25–27]. Different expression 

Figure 2: Anti-tumor effect of LipA was correlated with neutrophil infiltration. (A) The modulation of cytokine and 

chemokine contents of tumors one day after the first, second and fourth injections (respectively d15, d17 and d22) of LipA or physiological 

solution was analyzed using antibody arrays and Image J software. (B) The relative abundance of CXCL1 and CXCL2 proteins twenty-

four hours after the second injection of LipA, (d17) was expressed as a percentage compared to an internal control (100%). (C) Six hours 

after the first injection (d15) of LipA or physiological solution (control), expression levels of cxcl1 and cxcl2 mRNA in tumors were 

evaluated relative to housekeeping gene gapdh by RT-PCR. (D) Tumors were collected at day 17 from LipA treated or control rats. After 

fixation, 5-µm sections were cut and stained for tumor cells (anti-cytokeratin Ab, red) and neutrophils (anti-HIS48 Ab, green) (scale 

bars = 50 µm). The yellow staining in the merge panels represents tumor cells very close to neutrophils. Micrographs are representative 

of at least 3 independent experiments, 4 animals per group. (E) The levels of neutrophils present in tumors were determined by counting 

of these cells in 3 independent slides per animals, 4 animals per group. Shown are the mean % of neutrophils ± SEM. (F) At day 17, 

expression levels of ncf1 and ncf2 mRNA were evaluated relative to housekeeping gene gapdh by RT-PCR. (G) CT26-bearing mice were 

treated with physiological solution (control) or LipA with or without the GZMB inhibitor SB225002. Three days after cell injection, 

LipA was administrated i.v. every 5 days for 5 times. SB225002 was injected i.p. 24 h before and at the same time than LipA. Results are 

representative of at least 2 independent experiments with 10 animals per group. (B, C, E–G) Significant difference in Mann–Whitney U 

test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005. 
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patterns of these cytokines were observed in vivo between 

tumors and spleens in control rats (Figure 6C). IL-21 was 

expressed at similar levels in tumors and spleens, IL-12 

mRNA levels were lower whereas IL-2 and IFN-γ mRNA 
levels were higher in tumors than in spleens (Figure 6C). 

Treatment of spleen neutrophils from control rats with an 

interleukin mix (ILs, IL-2 + IL-12 + IL-21), IFN-γ or ILs 
plus IFN-γ induced the production of GZMB in these cells 
(Figure 6D, white bars). This effect was enhanced by the 

combination of LipA with ILs alone, ILs+IFN-γ but not 
IFN-γ alone (Figure 6D, grey bars). These results indicate 
that GZMB expression in neutrophils could be triggered 

by different cytokines including IFN-γ, IL-2, IL-12 and 
IL-21 but also by LipA.

Colon tumor of patients contains granzyme 

B-expressing neutrophils 

Tumor-infiltrating neutrophils were evaluated in a 

cohort of 35 patients with colon cancer (all patients for 

which a tumor sample was available had given its written 

consent). Using hematoxylin-eosin-saffron (HES) staining, 

we showed that all tumors were infiltrated by neutrophils 

at variable rates (Table 1). The low number of patients did 

not allow us to see any significant correlation between the 

rate of tumor-infiltrating neutrophils and patient’s survival.

We also determined cytokines and chemokines 

levels in tumor and normal tissues from 25 patients. We 

showed no significant differences in IL-2, IL-6, and Il-12b 

Figure 3: LipA treatment induced tumor cell death in the vicinity of infiltrated anti-tumorigenic neutrophils. Tumors 

from LipA treated or control rats were removed at day 17 (A, B, D, F, G), fixed and cut into 5-μm cryosections. (A) Apoptotic cells were 
present in the core of tumors from LipA treated rats but not in tumors from control rats (TUNEL, red). (B) Immunostaining of tumor cells 

(anti-cytokeratin Ab, red) and cleaved caspase 3 (anti-cleaved caspase 3 Ab, green). (C) The levels of tumor cells containing cleaved 

caspase 3 were determined at days 15, 17 and 22 by counting of these cells in 3 independent slides per animals, 4 animals per group. 

Shown are the mean % of double positive cells ± SEM. (D) Immunostaining of apoptotic tumor cells (M30 Ab, red) and neutrophils 

(anti-HIS48 antibody, green). (E) The levels of apoptotic tumors cells (AnnV+ cells) was determined using an Annexin V-7AAD staining, 

after LipA treatment of co-culture of CT26 cells and tumor associated-neutrophils. (F, G) Staining for neutrophils (anti-HIS48 Ab, green) 

and (F) iNOS (anti-iNOS Ab, red) or (E) arginase-1 (anti-arginase-1 Ab, red). Micrographs are representative of at least 3 independent 

experiments, 4 animals per group (scale bars = 50 µm). 
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mRNA levels between tumor and normal tissues (data not 

shown). However, the neutrophil CXC chemokine IL-8 

mRNA expression was significantly higher (p < 0.0001) 

in tumors as compared to normal tissues (Figure 7A). 

Furthermore, four other chemokines, CXCL1, 2, 3 and 5, 

known to attract neutrophils, were strongly expressed in 

tumors by comparison to the normal tissues (Figure 7B). 

We also showed that most of tumor-infiltrated neutrophils 

(CD66b+ cells) expressed GZMB (Figure 7C).

Taken together, these results indicate that animal 

but also human colon tumors are infiltrate by neutrophils 

which are characterized by the expression of the GZMB. 

Such infiltration is correlated with the expression of some 

chemokines known to attract neutrophils. Stimulation of 

these cells with a TLR4 agonist triggers the release of 

GZMB and cancer cell demise, probably at the origin 

of in vivo tumor regression. The involvement of this 

neutrophil subpopulation in colon tumor outcome needs 

more investigation.

DISCUSSION

Here we have identified a subpopulation of colon 

tumor-infiltrating neutrophils, in rat and mouse models but 

also in human, which expressed GZMB. When stimulated 

with a Lipid A analog, this cell type of neutrophils was 

more recruited into tumors and participated in a GZMB-

dependent manner to the antitumor activity of LipA.

Neutrophils are more and more the subject of 

research on tumor development or tumor therapies. These 

Figure 4: Granzyme B was present in neutrophils and apoptotic tumor cells in LipA treated rats. Tumors from rats were 

removed at day 17, fixed, cut into 5-μm cryosections and stained. (A) Tumor associated-neutrophils containing GZMB were double stained 

(Neutrophils in red, GZMB in green). (B) The levels of neutrophils containing GZMB were determined at days 15, 17 and 22 by counting 

of these cells in 3 independent slides per animals, 4 animals per group. Shown are the mean % of double positive cells ± SEM. (C, D) 

Tumor sections were stained for tumor cells (red (C)), or apoptotic tumor cells (anti-M30 Ab, red (D)) and GZMB (anti-GZMB Ab, green 

(C, D)). Enlargement of regions a and b in figure (D) Micrographs are representative of at least 3 independent experiments, 4 animals per 

group (scale bars = 50 µm). (E, F) Three days after s.c. injection of PI9-6 cells (E, F) or CT26 wild type cells (WT, F), mice were treated 

i.v. with LipA or physiological solution (control) every 5 days for 5 times. Results are representative of at least 2 independent experiments 

with 10 animals per group. Significant difference in Mann–Whitney U test, ***p < 0.005, n.s. not significant. 
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cells express CXCR1 and CXCR2 at their surface and are 

recruited by their ligands including CXCL1 and CXCL2 

[28] which can be produced by tumor, endothelial cells 

or fibroblasts [29]. CXCL1 and CXCL2 contribute to 

mobilizing neutrophils from bone marrow and sustain 

neutrophil recruitment at sites of inflammation [30–32]. It 

was conceivable that neutrophils can be attracted to tumors 

if these later express these ligands. We have demonstrated 

here that colon tumors from rats showed a rise of CXCL1, 

CXCL2 after LipA treatment. We also showed that these 

two chemokines but also CXCL3 and CXCL5 were 

more expressed in tumors of patients with colon cancer 

as compared to healthy tissue [33, 34]. The expression 

of CXCL1 and CXCL2 in human colon tumors has been 

described [35, 36] and there is a report that CXCL1 is 

highly expressed in poor invasive tumors [37]. However, 

description of neutrophils in human colon cancer are 

limited [38] without significant correlation with prognosis. 

As far as we know there has been no correlation made 

between CXCL1, CXCL2 or neutrophils with the effects 

of therapy on colon cancer in human. It has been shown 

that CpG oligodeoxynucleotides and a vascular disrupting 

agent induced the regression of colon tumors in mice, and 

this correlates with an increase in CXCL1 and neutrophil 

infiltration in tumors [39, 40]. Furthermore, colon tumor 

bearing mice receiving cyclophosphamide plus IL-12 gene 

therapy are more likely to reject tumors when infiltrated 

by neutrophils [41]. A recent study showed that in early-

stage lung cancer, TAN were able to stimulate T-cell 

response and tumor growth inhibition [42]. 

One of the most important aspects of this study 

is that a large proportion of TAN expressed GZMB and 

was localized into colon tumors from rats, mice and from 

patients. Further, in lipid A-treated tumors, some neutrophils 

moved to reside in the vicinity of apoptotic tumor cells. 

Noteworthy, the apoptotic tumor cells, contiguous to 

neutrophils, contain GZMB, suggesting that lipid A induces 

neutrophil GZMB release that contributes to cancer cell 

Figure 5: LipA induced neutrophil-mediated cytotoxicity via granzyme B production. (A, B) Spleen neutrophils from LipA 

treated or control rats were purified and treated in vitro with or without 10 µg/ml LipA for 24 h. (A) The toxic effect of conditioned media 
on tumor target cells cultured in the presence or in the absence of GZMB inhibitor was evaluated using a methylene blue assay. The mean 

numbers of adherent cells are shown as percentages of the untreated cells (100%). (B) The concentration of GZMB in conditioned media 

was measured by ELISA. Shown are means ± SEM. (C) Neutrophils were incubated or not with LipA (24 h) and stained for granzyme B 

(green) or DAPI (blue). 3 independent experiments. (C, D) Tumor associated-neutrophils were purified from mice, co-cultures with CT26 

cells during 24 h in presence or not of LipA and SB203580. (C) The level of apoptotic tumor cells was determined by Annexin V/7AAD 
staining. (D) The level of GZMB secreted in co-culture  of CT26 and TAN treated or not with LipA and SB203580 was determined using an 

ELISA assay. The results are obtained from one mouse and are representative of those obtained with at least 6 animals. (A–C) Significant 

difference in Mann–Whitney U test, *p < 0.05, **p < 0.01, n.s. not significant. 
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demise. In our knowledge, this is the first time that we 

describe a subpopulation of neutrophil expressing GZMB 

with an anti-tumor ability. This is all the more important 

as this type of cells is also present in patients with colon 

cancer. It would be interesting to know if the prognosis and 

disease outcome are different in patients in whom tumors 

are rich or poor in neutrophil expressing GZMB. It has been 

observed that colorectal cancer infiltration with CD16+ 

high myeloperoxidase positive myeloid cells correlates 

with favorable outcome [43, 44]. In another study, tumor-

associated neutrophils stimulate T-cell proliferation and 

interferon gamma releases [42]. Other contradictory results 

showed that high tumor infiltration by CD66b+, a classical 

neutrophil marker, cells was associated to severe prognosis 

in patients with colorectal cancer [45, 46]. A recent study 

comes to contradict the last ones previously quoted. Indeed, 

Governa et al. reported that CD66b+ cell infiltration in 

colorectal cancer is associated with increased survival [47]. 

Our data also showed that GZMB+-neutrophils have 

anti-tumor activity when activated by a TLR4 agonist 

unlike those devoid of GZMB, and their infiltration into 

tumor probably contributed to the LipA-mediated tumor 

cell death. Our conclusions are supported by results 

showing that the inhibition of GZMB activity in tumor 

cells affected the anti-tumor activity of LipA. We noted 

that colon tumor cells expressing the physiologically 

inhibitor of GZMB, the serpin B9, grew more slowly 

in mice as compared to wild type cells (80% reduction 

Figure 6: Tumor cytokines and LipA together induced strong expression of granzyme B in spleen and tumor 
neutrophils. (A) Spleen neutrophils from rats were purified and incubated or not with LipA (24 h) before staining for granzyme B. 

The GZMB expression was determined by microscopy. (B) Spleen neutrophils from untreated or LipA-treated mice (24 h) were purified 

before analysis of GZMB by flow cytometry analysis. (A, B) 3 independent experiments. (C, D) Spleens and tumors from control rats 

were removed at day 17. (C) Expression levels of il-2, il-12, il-21 and ifn-γ mRNA were evaluated by RT-PCR and expressed as the mean 
of percentage of change compared to the level of gapdh expression. (D) Neutrophils from spleen were purified as in (A) and incubated for 

24 h in vitro without or with a cytokine mix (ILs, IL-2 + IL-12 + IL-21) alone, IFN-γ alone or a combination of both (ILs + IFN-γ), with 
or without of 10 µg/ml LipA for 6 h. Concentration of granzyme B (GZMB) in conditioned media was measured by ELISA. Significant 
difference in Mann–Whitney U test, *p < 0.05, **p < 0.01.
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in tumor volume). This observation underlines the 

importance of GZMB in the eradication of tumors, at 

least in our model. The activation of TLR4 of immune 

cells and their impact on cancer cell death has been well 

documented. Apetoh et al, reported that activation of 

TLR4 expressed on dendritic cells by the high mobility 

group box 1 protein (HMGB1) released by dying tumor 

cells can trigger protective antitumor immunity [48]. 

Neutrophil activation by BCG, a well-known activator of 

TLR2 and 4, induced the release of the tumor necrosis 

factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) 

and may play a potential role in initiating antitumor 

Table 1: Estimation of neutrophil infiltration into colon tumors
Neutrophil score Patient proportion (%)

0 0 (0)

1+ 14 (40%)

2+ 10 (29%)

3+ 11 (31%)

Score of tumor infiltration in polymorphonuclear neutrophils (PMN) was determined as: 0; absence of PMN in tumor 

zones outside ulceration zones, after careful analysis of the entire cut, 1+; presence of PMN isolated or in small clusters 

of 2–3 elements in the tumor zones outside ulceration zones. These PMN are difficult to find after careful analysis of the 

entire cut, 2+: presence of PMN isolated or in small clusters in the tumor zones outside ulceration zones. These neutrophils 

are easy to find after careful analysis of the entire cut and are of interest to more than one area, 3+: Obvious presence of 

PMN isolated or clustered in several tumor zones outside ulceration zones.

Figure 7: Colon tumor from patients contained neutrophil chemoattractants and granzyme B expressing neutrophils. 
(A, B) Relative expression level of IL-8 cytokine (A) or CXCL-1, CXCL-2, CXCL-3 and CXCXL-5 mRNA neutrophil chemoattractant 

(B) into tumor from 25 patients with colon cancer were evaluated by qRT-PCR. β-actin was used as the internal control. Significant 
difference in Mann–Whitney U test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.005, ****p < 0.0005. (C) Human colon cancer samples were collected and 

stained for neutrophils (anti-CD66b, green), GZMB (anti-GZMB Ab, red) and for nuclei (DAPI, blue). GZMB was present in neutrophils 

(yellow signal shown by white arrows in merged panel). Micrographs are representative of at least 20 different samples (scale bar = 50 µm). 
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response [22]. A recent report showed that priming of 

tumor induced macrophages with TLR4 agonist (LPS) 

alone or in combination with IFN-γ induced a strong anti-
tumor immune reaction [49].  

In our effort to characterize the signaling pathways 

involved in the expression of GZMB in neutrophils, 

we also showed that GZMB was expressed in tumor-

infiltrating neutrophils but not in neutrophils from spleen. 

This could be explaining by the cytokines profile in 

tumor microenvironment which exhibited differences as 

compared to spleen. Indeed, GZMB could be induced in 

immune cells as NK when stimulated with IL-2 and IL-

12 in humans, plus IL-21 in mice [25–27]. We showed 

that some of these cytokines triggered GZMB expression 

in neutrophils, an effect that was enhanced by the 

LipA analog. It is well-known that cytokines stimulate 

host immune response against tumors [50]. The host-

derived cytokines exert double function; it can promote 

proliferation as well as inhibit tumor progression [51]. For 

instance, the pro-inflammatory cytokines IL-1 and TNF-α 
promote tumor growth. In contrast, IFN-γ contributes to 
prevention of carcinogen-induced sarcomas [52] and its 

loss enhances tumor formation [51]. Although the pro- 

or anti-tumor response mechanisms of cytokines are not 

well understood, several reports indicated the expression 

of certain chemokines in tumor microenvironment 

promote immunosuppressive or anti-tumor immune cell 

recruitment. In our study, the increase of CXCL1 and 

CXCL2 both in rat model and patients with colon cancer 

correlates with neutrophil recruitment within tumors. 

We also found that the LipA analog converts 

neutrophils from the protumorigenic N2 to the anti-tumor 

N1 phenotype as attested by the induction of iNOS in 

LipA-treated neutrophils. This seems to be important 

for the anti-tumor function of neutrophils mediated 

by the GZMB. However, the relationship between the 

expression of iNOS, a hallmark of N1 phenotype, and 

GZMB expression and release remains to be determined. 

Furthermore, in search of signaling pathways involved 

in GZMB expression of neutrophils, we showed that 

p38 MAPKinase was required for LipA-induced GZMB 

release from neutrophil and subsequently for neutrophil 

mediated cytotoxicity.

Overall, we provide strong evidence for the 

involvement of GZMB produced by neutrophils in 

immuno-induced tumor regression, widening the field of 

tumor immunotherapy mechanisms. 

MATERIALS AND METHODS

Animal tumor models and cell culture

BD-IX rats and Balb/C mice, respectively 
2–3 month-old males and 7–8 weeks-old females, were 

purchased from Charles River Laboratory. Carcinomatosis 

in BD-IX rats was initiated by i.p. injection of colon 

cancer cells PROb [53, 54], a cell line obtained from a 

colon carcinoma induced in BD-IX rat (Martin et al, 

1983) and maintained at 37° C in HAM’s F10 (Lonza) 

supplemented with 10% FBS (Lonza). As previously 

described [8], the treatment began at day 14, when the 

size of tumor nodules were around 2 to 5 mm in diameter,  

and consisted of 15 i.v. injections of LipA at 1 mg/kg or 
of physiological solution (in control rats), at the rate of 3 

injections per week. Tumors in Balb/C mice were initiated 
by s.c. injection of CT26 cells, a mouse colon cancer cell 

line obtained from the American Type Culture Collection 

and maintained at 37° C in RPMI (Lonza) supplemented 

with 10% FBS (Lonza). The treatment began at day 3 

and consisted of 5 i.v. injections of LipA at 8 mg/kg or 
physiological solution (in control mice) every 5 day. The 

inhibitor of neutrophils (SB225002, Tocris Bioscience) 

was injected i.p. at 4 mg/kg the day before and at the same 
time that LipA injections. The studies were reviewed and 

approved by the Burgundy University ethics committee 

for animal experimentation. CT26 cells were stably 

transfected by calcium phosphate method [55] with the 

pCMV6-Kan:Neo expression plasmid containing the full-

length serpin B9 cDNA (OriGene). Clonal populations of 

CT26 overexpressing serpinB9 were selected by isolation 

of a single cell into a well of a 96-well plate and were 

cultured with medium supplemented with neomycin  

at 1 mg/ml. 

Lipid A analog

OM-174 (OM-Pharma, Meyrin, Switzerland), is 

a 2-deoxy-6-O-[2-deoxy-2- [(R)-3-dodecanoyloxytetra 

decanoylamino] -4-O-phospho-β-D-glucopyranosyl] -2- 
[(R)-3-hydroxytetradecanoylamino] -α-D-glycopyranosyl 
dihydrogenphosphate.

Antibodies and reagents

Mouse antibody (mAb) anti-granulocytes (Santa 

Cruz, clone HIS48) was used to characterize tumor-

infiltrating and purified neutrophils. Mouse anti-TCR α/β 
Ab (AbD Serotec, clone R73), goat polyclonal antibody 

(pAb) anti-NKp46 Ab (R&D Systems) and mAb anti-

TCR γ/δ Ab (AbD Serotec, clone V65) were used to 
detect T lymphocytes, NK cells and γ/δ T lymphocytes 
respectively in tumors. Tumor cells were characterized 

using an anti-cytokeratin mAb (DakoCytomation, clone 

MNF116). The following Abs were also used: a mouse 

anti-arginase 1 mAb (clone 19) and a rabbit anti-iNOS 

pAb (BD Transduction Laboratories), a rabbit anti-cleaved 

caspase-3 pAb (Cell Signaling), a mouse Anti-Cytokeratin 

18 M30 CytoDEATH mAb (Roche, clone M30), a mouse 

anti CD66b mAb (Biolegend, clone G10F5) and a rabbit 

anti-granzyme B pAb (Thermo Scientific). Secondary 

Abs used were anti-mouse or anti-rabbit Alexa Fluor 568 

or 488 conjugates from Molecular Probes (Invitrogen). 
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GZMB inhibitor 1 (z-AAD-CMK) was purchased from 

Merck. Anti-CD11b-Alexa700 mAb (clone M1/70) and 
Ly6G-Fitc mAb (clone 1A8) (BD Pharmingen), a rat anti-

granzyme-B-efluor450 pAb (eBioscience) and anti-CD45-

APC/Cy7 mAb (Biolegend, clone 30-F11) were used for 
cytometry analysis. The following cytokines and inhibitors 

were added to neutrophil cultures: recombinant rat IL-2 

(Biolegend), recombinant mouse IL-21 (eBioscience), 

IL-12 and IFN-γ (R&D Systems) and p38 MAP Kinase 
Inhibitor (SB203580, Invivogen).

Detection of cytokines and chemokines by Ab 

array

Tumors were harvested, lysed in lysis buffer 

[56] and an equal amounts of proteins (Dc Protein 

Assay kit (BioRad) were incubated with rat cytokine 

array membranes (R&D Systems). The revelation was 

performed according to the manufacturer’s protocol and 

optical density was measured with ImageJ software.

RT-PCR

Total RNA from rat samples was extracted from 

tumors using the RNeasy kit (Qiagen). RT-PCR were 

performed with the Qiagen OneStep RT-PCR kit (Qiagen) 

according to the manufacturer’s protocol. The primer 

list was in Table 2. The PCR products were analyzed 

by gel electrophoresis (1.5% agarose) and stained with 

ethidium bromide (Invitrogen). The amplified cDNA 

length was evaluated using the 100-bp DNA ladder 

(Promega). All densitometric analyses were performed 

with ImageJ software. Total RNA from human samples 

was extracted from tumors with Trizol (Ambion), qRT-

PCR were performed and analyzed with the Sybr Green 

method (Thermofisher) according to the manufacturer’s 

instructions. Expression was normalized to the expression 

of human beta-actin using the 2e-ΔCT method previously 

described [57].

ELISA

Granzyme B concentrations in spleen neutrophil 

supernatants from rats or tumor associated-neutrophils from 

mice were detected by ELISA (Uscn Life Science Inc and 

R&D Systems) according to the manufacturer’s protocol. 

Absorbance was read on a spectrophotometer (Asys UVM 

340) at 450 nm wavelength (wavelength correction at 540 

nm for mice ELISA). 

Histopathology

Paraffin-embedded samples were cut into 5 µm 

thick. Sections were deparaffined, rehydrated and stained 

with hematoxylin-eosinY (HE) or May-Grünwald Giemsa 

(MGG) for rat samples and Hematoxylin-eosin-saffron 

(HES) for human samples. Apoptotic cells were detected 

by TUNEL kit (Millipore) according to the manufacturer’s 

protocol. 

Immunohistofluorescence (IHF) and 

immunofluorescence (IF)

For IHF, fixed tumors were embedded in OCT 

(Labonord) after impregnation with 20% sucrose/PBS. 
Sections were cut into 5 µm thick and fixed for 10 min in 

cold acetone. Antigen retrieval was performed (citrate buffer 

pH 7.3, 96° C, 20 min) before the blocking of nonspecific 

sites with 3% BSA. For IF, neutrophils (1 × 104) were plated 

in Lab-Tek II (Nalge Nunc), fixed in 4% paraformaldehyde, 

permeabilized in 0.2% Triton X-100 and incubated with 

3% BSA. Slides for IHF and IF were incubated with 

primary antibodies in 1% BSA/PBS/0.1% Tween, then with 
appropriate secondary antibodies in 1% BSA/PBS/0.1% 
Tween. Slides were mounted using Prolong Gold (Invitrogen). 

Images from rat colon cancer were captured on a Nikon 

Eclipse E400 epifluorescent microscope at 40x magnification, 

images from human colon cancer were captured on a Axio 

Imager 2 microscope with Axiovision software.

Apoptotic cell detection in vitro

Apoptotic cells was determined by Annexin 

V/7 AAD kit (BD Biosciences) according to the 
manufacturer’s protocol.

Neutrophil isolation and culture

Neutrophils from rats were purified from spleens 

removing of red blood cells by osmotic lysis and purification 

with Ab-anti HIS48 coupled to magnetic beads (Miltenyi 

Biotec). Neutrophils (98% purity) were cultivated in Ham’s 

F-10 medium supplemented with 10% heat-inactivated 

FBS and 1% penicillin/streptomycin/amphotericin B 
(Lonza). Neutrophils were pretreated for 18 h with 1 ng/mL  
recombinant IL-2, 1 ng/mL IL-12, 100 ng/mL IL-21 and 
250 U/mL IFN-γ before treatment for 6 h with or without  
10 µg/mL OM-174. Neutrophils from mice were purified 
from tumors after mechanic and enzymatic dissociation 

in solution of RPMI (Dutscher), FBS 2% (Dutscher), 

Collagenase 1 mg/mL (Sigma-aldrich), DNase 0.1mg/mL  
(Sigma-aldrich), Hepes 25 mM (Gibco) for one hour at 

37° C. After removing red blood cells by osmotic lysis and 

purification with anti-Ly-6G Microbead Kit (Miltenyi), TAN 

were co-cultivated with CT26 cells (5:1 ratio) in RPMI 

medium supplemented with 10 FBS and 1% penicillin/
streptomycin/amphotericin B (Dutscher) and treated (18 h) 
or not with LipA at 500 ng/mL and/or SB203580 at 2,5 µM.

Methylene blue toxicity assays

After 24 h the supernatants from the above 

neutrophil cultures were collected and added to 2 × 104 

PROb cells that were then treated with or without 50 µM 



Oncotarget28375www.oncotarget.com

GZMB inhibitor-1 in 96-well microplates for 24 h. The 

cytotoxicity of neutrophil conditioned media to PROb 

cells was evaluated using the methylene blue assay as 

previously described [7]. 

Quantification of human tumor-infiltrated 

neutrophils

The quantification of this infiltration was carried 

out with the help of a pathologist from slides colored in 

a standard manner by the HES. The tumors were then 

classified into 4 groups according to the criteria defined 

in the Table 1 legend. The same analysis was then redone 

from the slides colored in MGG.

Granzyme-B detection by flow cytometry

Spleen neutrophils from mice were incubated for 

4 h at 37° C in RPMI medium supplemented with 10% 

FBS and Golgi Stop (BD Biosciences). Nonspecific sites 

were saturated in the FCSB solution (eBiosciences) and 

then incubated with the membrane antibodies (CD11b, 

CD45, Ly-6G) in the FCSB solution. After fixation and 

permeabilization (Fixation/Permeabilization solution, 
BD Biosciences), neutrophils are incubated with an anti-

Granzyme-B. The cells were analyzed by flow cytometry 

on BD FACSCanto™ 10.

Statistical analyses

Experimental data are expressed as means ± 

SEM. Statistical analysis was performed using StatView 

software. The Mann–Whitney U test was used to compare 

data between two treatment groups. Differences were 

considered statistically significant as follows: *P ≤ 0.05; 
**P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.005, and ****P ≤ 0.0005.
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Table 2: Primers used for RT-PCR

Gene Rat sequence Human sequence

CXCL-1
GAGAAAGAAGATAGATTGCACCGATG

TTCTTCCCGCTCAACACCTTC

GAAAGCTTGCCTCAATCCTG 

CTTCCTCCTCCCTTCTGGTC

CXCL-2
GTGACACTGAAGAGTTACGATGTCAG

CCTGAGGCTCCATAAATGAAAGA

GCTCCTTGCCAGCTCTCCTCCT

TGTGGCTATGACTTCGGTTTGGGC

CXCL-3
CGCCCAAACCGAAGTCATAGCCA

TGGTAAGGGCAGGGACCACCC

CXCL-5
TGTTGAGAGAGCTGCGTTGCGTT

GGAGGCTACCACTTCCACCTTGG

IL-2
AAGCAGGCCACAGAATTGAAAC

CAGATGGCTATCCATCTCCTCAG

IL-8
TGACTTCCAAGCTGGCCGTGG

AAACTGCACCTTCACACAGAGCTGC

IL-12
CACTCACATCTGCTGCTCCAC

CTGGCACGCCACTGAGTACTTC

IL-21
CAGCTCCACAAGATGTAAAGGGGC

CCATGTGCCTCTGTTTATTTCCTGTCC

IFN-γ CTCTTGGATATCTGGAGGAACTGG

CGACTCCTTTTCCGCTTCCT

Ncf1
CACCGAGATCTACGAGTTCC

TCCCATGAGGCTGTTGAAGTAC

Ncf2
GAAAGCATGAAGGATGCCTGG

ATAGCACCAAGATCACATCTCCTTCC

GAPDH
GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG

ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA
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