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Résumé

L’effet anti-tumoral d'un lipide A, I’OM-174 (partie lipidique des lipopolysaccharides) a été
étudié dans un modele de cancer mammaire chez la souris. In vivo, I’OM-174 augmente la survie de la
souris alors qu’in vitro il n'est pas toxique pour les cellules cancéreuses. L’OM-174 se lie au récepteur
TLR4 des cellules immunitaires induisant la production de cytokines comme I’TFNy. In vitro,
I’association de cette cytokine au lipide A est cytotoxique. L’objectif de cette thése est d’en analyser
les mécanismes moléculaires. Nous avons montré, aussi bien in vitro qu 'in vivo, que la cytotoxicité du
lipide A/IFNy est dépendante du TLR4, du récepteur a I’'TFNy et de ’expression de la NOS II. Nous
avons également montré que les espéces radicalaires, NO et anion superoxyde formant le peroxynitrite
jouent un réle crucial dans cette cytotoxicité. L’origine de ces espéces radicalaires se trouve étre la
NOS 1l selon un processus de découplage enzymatique. Nous avons également cherché d’autres
mécanismes associés pouvant expliquer la cytotoxicité du lipide A/IFNy. Nous avons ensuite montré
gue le NO est capable de réagir avec les résidus cystéine de certaines protéines, un processus appelé S-
nitrosylation. Une analyse protéomique nous a permis d’identifier au moins une dizaine de protéines
qui sont S-nitrosylées dans les cellules cancéreuses mammaires en réponse au lipide A/IFNy. Nous
avons étudié I’impact de cette modification sur la fonction d’une des ces protéines, I’enzyme de
conjugaison E2 de I’ubiquitine Ubcl3, une protéine impliquée dans la prolifération et la survie
cellulaire. Nous avons confirmé la nitrosylation d’Ubc13 et identifié la cystéine 87 comme cible du
NO. L’expression d’une forme mutée d’Ubcl13 (remplacement de la cystéine 87 par une alanine)
inhibe 1’auto-ubiquitination de 1’enzyme et sa capacité a ubiquitiner une de ses cibles IkBo. Nous
avons montré que la S-nitrosylation d’Ubc13 induit sa migration vers le noyau et rend les cellules plus
sensibles a I’effet cytotoxique du lipide A/IFNy. En résumé, nos résultats révelent un réle majeur et
insoupconné de la NOS 11 et du NO dans I’effet antitumoral du lipide A OM-174 dans un modéle de
cancer mammaire chez la souris ouvrant la voie pour la conception de nouveaux traitements

anticancéreux.

Mots clés: TLR4, monoxyde d’azote, NOS I, lipide A, S-nitrosylation, Ubc13, effet anti-tumoral



Abstract

The anti -tumor effect of a lipid A, OM -174 (lipid portion of LPS) was studied in a model of breast
cancer in mice. In vivo, OM- 174 increases the survival of mice whereas in vitro it is not toxic to
cancer cells. OM -174 binds to TLR4 immune cells inducing the production of cytokines such as IFN
v. In vitro, the combination of IFNy to lipid A is cytotoxic. The objective of this thesis is to analyze
those molecular mechanisms. We have shown both in vitro and in vivo that the cytotoxicity of the lipid
A/ IFN y is dependent of TLR4 and of the receptor for IFN vy, and the NOS Il expression. We also
showed that the radical species, NO and superoxide anion forming peroxynitrite play a crucial role in
this cytotoxicity. The origin of these radical species is being NOS Il enzyme in a process of
decoupling. We also looked for other associated mechanisms that may explain the cytotoxicity of lipid
A/ IFN y. We then showed that NO is able to react with the cysteine residues of certain proteins, a
process called S- nitrosylation. A proteomic analysis allowed us to identify at least a dozen proteins
that are S- nitrosylated in breast cancer cells in response to lipid A / IFN y. We studied the impact of
this change on the basis of one of these proteins, the E2 conjugating enzyme UBC13 ubiquitin, a
protein involved in cell proliferation and survival. We confirmed the UBC13 nitrosylation on cysteine
87 and identified as a target of NO. The expression of a mutant of UBC13 (replacement of cysteine 87
with alanine) forms inhibits the auto-ubiquitination of the enzyme and its ability to ubiquitinylated one
of its targets IkBo. We have shown that S- nitrosylation of UBC13 induced its translocation to the
nucleus and greater sensitivity to the cytotoxic effect of lipid A / IFN y in cells. In summary, our
results reveal an important and unexpected role of NOS Il and NO in the antitumor effect of lipid A
OM- 174 in a model of breast cancer in mice opening the way for the development of new cancer

treatments.

Keywords: TLR4, nitric oxide, NOS II, lipid A, S-nitrosylation, Ubc13, anti-tumor effect
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CHAPITRE I : Introduction

I. Lecancer dusein

1. Epidémiologie

En 2010 en France métropolitaine, le nombre de nouveaux diagnostics de cancer
(incidence) chez ’homme a été estimé a 203 100, contre 154 600 chez les femmes, soit une
augmentation d’incidence de 5400 cas par rapport a 2009. En 2010, le cancer du sein est le
plus fréquent chez la femme, avant le cancer colorectal et le cancer du poumon avec
respectivement 48 500, 18 900 et 10 000 nouveaux cas par an. Le cancer du sein se situe en
téte de la mortalité par cancer, avec plus de 11800 déces en 2010, méme si le taux de
mortalité diminue en France depuis prés de 15 ans (Institut National de la Veille Sanitaire).
Cette maladie est aujourd’hui considérée comme un véritable probléme de santé publique qui
touche particulierement les pays développés (Figure 1). Néanmoins, il existe une inégalité
dans le dépistage et la déclaration de la pathologie entre pays développé et pays en

développement expliquant cette disparité géographique.
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Figure 1: Disparité géographique mondiale des taux d’incidence du cancer du sein chez la
femme en 2011.
Les taux d’incidence sont donnés pour 100000 femmes. (Source : (Abrous-Anane et al. 2011))
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2. Dépistage

Le cancer du sein est une pathologie qui évolue lentement puisque ’apparition d’une
tumeur de 1 cm® peut prendre une dizaine d’année. C’est pourquoi, en France, une campagne
de dépistage intensif des cancers du sein chez les femmes de 50 ans et plus a été mise en place
depuis 2004, d’aprés I’institut national du cancer. D’aprés Cochin et al (2008), cette
campagne de dépistage par mammographie a contribué & diminuer d’environ 7% la mortalité
due au cancer du sein chez la femme agée de plus de 50 ans, grace a un diagnostic et une prise
en charge plus précoce (Cochin et al. 2008). Ce dépistage organisé ne touche qu’une partie de
la population, les femmes agées de plus de 50 ans, mais il peut également étre individuel chez
des patientes présentant des facteurs de risques.

3. Facteurs de risques

Il s’agit le plus souvent de facteurs de risques familiaux, avec I’existence d’un cancer
du sein chez un parent du premier degré (mere, sceur, enfant), des risques individuels (puberté
précoce, ménopause tardive, premiére grossesse apres 40 ans) ou génétiques (mutation des
génes p53, BRCAlou 2, surexpression de Her2/neu2) (tableau 1) (Mc Pherson et al. 2000). Le

diagnostic repose sur une analyse anatomopathologique a partir d’une biopsie.

Facteur Risque relatif Groupe a haut risque
Age =10 =40 ans
Pays d'origine 5 Pays développés
Régime alimentaire 1.5 Excés de graisses saturées
Consommation d'alcool 1.3 Consommation excessive
Age des premiéres régles 3 <11 ans
Age a la ménopause 2 =54 ans
Age de |a premiére grossesse a 3 =40 ans
terme
Traitements hormonaux 13 Usage prolongé
Antécédent de maladie bénigne 4-5 Hyperplasie atypique

Tableau 1: Principaux facteurs de risques de cancer du sein. Source McPherson et al (McPherson et
al. 2000).
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4. Inflammation et cancer du sein

Une réponse inflammatoire, qui dans des conditions normales est nécessaire & induire
une réaction immunitaire, peut cependant étre un des mécanismes de carcinogenése. C’est
Virchow (1863) qui est le premier a postuler que le cancer prend son origine aux sites
d’inflammation chronique. Une constatation en partie basée sur I’hypothése que plusieurs
produits chimiques induisant de I’inflammation augmentent la prolifération cellulaire (David
1988). Cette corrélation inflammation/cancérisation est renforcée par le fait que I’utilisation
prolongée de faibles doses d’anti-inflammatoires non-stéroidiens, tels que 1’aspirine, exercent
un effet protecteur contre plusieurs types de cancer y compris le cancer mammaire. En effet,
I'aspirine est décrite pour interférer dans la production d'oestrogénes de I'organisme et inhibe
la synthése de prostaglandines. Les prostaglandines sont elles-mémes connues pour étre des
initiatrices indirectes de la synthése d'oestrogenes. C’est cette diminution qui aurait un effet
protecteur (DuBois et al., 2004). 1l est maintenant admis que si des mutations sporadiques ou
héréditaires de génes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire, de 1’apoptose, de la
différenciation et de 1’adhésion représentent des événements précoces dans la carcinogenése
(“initiation’), ’inflammation chronique améne de nouveaux é€léments qui complétent cette
transformation (‘promotion’). Cette inflammation est induite par des cellules du systéme
immunitaires telles que les macrophages infiltrant les tumeurs (TAM = tumor-associated
macrophages), les mastocytes, les neutrophiles, etc (Vendramini-Costa et al., 2012). Ces
différentes cellules produisent une variété de médiateurs tels que les radicaux libres oxygénés
(ROS), et des especes nitrosantes qui peuvent induire des cassures de I’ADN, la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa., I’'IFNy, I’IL-1,-6, et -8 ou de facteur tel que
le VEGF, qui, grace a leur potentiel prolifératif, augmentent le nombre de cellules a haut
risque de mutations. En effet, cette combinaison de dommages a I’ADN et signaux
prolifératifs crée un environnement favorable au développement du cancer (Vendramini-Costa
et al., 2012). Alors que le microenvironnement tumoral peut également crée un
environnement défavorable a la tumorigénése, via la libération de facteurs anti-inflammatoire
ou antiprolifératif tel que 1’l1-10, 11-4 TGF-p (Taylor et al., 2010). Ainsi, le plus souvent, le
phénotype inflammatoire s’accompagne par la libération d’autres facteurs solubles ayant des

réles pro ou anti-inflammatoire.
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Facteur pro-inflammatoire dans la tumorigénese: exemple du VEGF

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins est essentielle au cours de la
tumorigénése pour pallier au manque nutritionnel et en oxygene due au développement et a la
croissance de la tumeur (Harris et al., 2002). La sécrétion de VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) ou les membres de la famille des récepteurs au VEGF vont permettre une
meilleure irrigation de la tumeur ainsi qu’une meilleure dissémination des cellules tumorales
pour induire des métastases (Crawford and Ferrara, 2009). En effet, les cellules endothéliales
vont étre activées par des facteurs pro-angiogéniques (VEGF) issu du microenvironnement
tumoral (Berger and Benjamin, 2003).

Facteur anti-inflammatoire dans la tumorigénése: exemple du TGF-£ (Transforming

Growth Factor-4)

Le TGF-B est une cytokine pléiotropique connue pour agir au niveau de toutes les phases
du développement de la glande mammaire (Taylor et al, 2010;. Moise et Barcellos-Hoff,
2011). En effet, le TGF-p agit comme un puissant suppresseur de tumeur dans les cellules
épithéliales mammaires normales, mais subit une transformation fonctionnelle spectaculaire
au cours de la tumorigenese mammaire. Le TGF-[3 acquiére alors une fonction de promoteur
de tumeur qui induit I’invasion de la matrice extracellulaire et la formation de métastases, via

notamment 1’activation de I’angiogenése (Taylor et al ., 2010; Tian et al, 2011).
5. Les différents types de cancers du sein
La classification des cancers du sein fut dans un premier temps basée sur I’aspect
morphologique de la tumeur par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en 1981.

Les avancées techniques ont ensuite permis a I’OMS, en 2003, de réviser cette

classification et d’y ajouter plusieurs criteres :

le stade de la tumeur
le statut histologique

le grade de différenciation

A w o

I’expression de genes ou de protéines au niveau de la tumeur
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La classification TNM de 1’Union International Contre le Cancer (UICC) permet de
distinguer les pathologies suivant leurs extensions cliniques et histopathologiques et de définir
le stade d’un cancer de 0 a IV suivant sa malignité. Cette classification rend compte de
plusieurs parametres dont la taille de la tumeur primaire (T), I’envahissement des ganglions
lymphatiques (N) et la présence de métastases (M) €eloignées du foyer primaire (tableau 2)
(Espié and Gorins, 2001).

T Tumeur Taille de la tumeur primitive et degré de propagation dans les
tissus voisins (envahissement local)

N Ganglions Propagation du cancer aux ganglions lymphatiques voisins, taille
lymphatiques des ganglions atteints et nombre de ganglions atteints
M Métastases Propagation du cancer vers des organes éloignés (métastases)

Tableau 2 : La classification TNM.

Tumeur primitive (T)

TX Impossible d’évaluer la tumeur primitive
TO Aucun signe de tumeur primitive
Tis Carcinome in situ

T1, T2, | Nombre correspondant a la taille de la tumeur et a I'étendue de la propagation. Plus
T3 ou le nombre est élevé, plus la tumeur est grosse et plus le cancer s'est propagé aux
T4 structures et aux tissus voisins.

Ganglions lymphatiques régionaux (N)

NX Impossible d’évaluer les ganglions lymphatiques régionaux

NO Aucun signe d'envahissement des ganglions lymphatiques régionaux

N1, N2 ou |[Nombre correspondant au degré de propagation du cancer dans les ganglions
N3 lymphatiques régionaux

Métastases a distance (M)

MO | Aucun signe de métastases a distance

M1 | Présence de métastases a distance
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L’ensemble de ces paramétres va contribuer a 1’établissement du pronostic et

permettre de personnaliser le traitement a chaque patient.

6. Classification anatomo-clinique des cancers du sein (pour revue, Espié et
Gorins, 2001)

On distingue d’abord le carcinome in situ ou la lame base demeure intégre et les
cellules cancéreuses proliféerent dans la lumiere de la glande, contrairement au carcinome
infiltrant ou la lame basale a perdu sa fonction de barriére entrainant une migration des

cellules cancéreuses au niveau des tissus sous-jacents.

6.1 Carcinome in situ

La prolifération du tissu cancéreux se développe dans la lumiére des canaux et des
lobules, mais ne franchit pas la lame basale et peut ainsi envahir le tissu conjonctif. On
distingue le carcinome canalaire in situ (intracanalaire) caractérisé par une prolifération
épithéliale maligne dans la lumiére du canal galactophore et le carcinome lobulaire in situ
(intralobulaire) ou la prolifération épithéliale de cellules monomorphes se fait dans les

alvéoles des lobules.

6.2 Carcinome infiltrant

Le carcinome infiltrant se caractérise par un envahissement des cellules tumorales au
niveau du tissu conjonctif et pouvant donner des métastases. Le carcinome canalaire infiltrant,
dont I’établissement suit plusieurs étapes (figure 2), représente la forme la plus fréquente des
tumeurs malignes du sein (75%) avec un pronostic mauvais et des métastases ganglionnaires
et osseuses fréquentes. Le carcinome lobulaire infiltrant est le second plus fréquent type de
cancer infiltrant du sein, il représente 8 % des cancers infiltrants et est souvent difficilement
identifiable & la mammographie. Le carcinome canalaire in situ peut conduire au carcinome

lobulaire infiltrant.
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Figure 2 : Cancérisation de la glande mammaire : exemple du carcinome canalaire.

Les cellules épithéliales proliferent de facon anarchique sous [’effet de divers signaux
(facteurs de croissance par exemple) pour atteindre le stade d’hyperplasie canalaire. Dans un
second temps, les cellules se différencient et acquiérent de nouvelles propriétés phénotypiques
(dont la migration) et peuvent passer la membrane basale pour envahir les tissus avoisinants
et former des métastases. Source : http://www.bccancer.bc.ca/default.htm

7. Les traitements

Le traitement du cancer du sein dépend du type et du stade de la maladie, de I'age et de

I'état de pré ou post-ménopause.
7.1 La chirurgie (chirurgie mammaire, curage ganglionnaire axillaire)
La chirurgie est le traitement standard du cancer du sein. Elle reste le moyen le plus
efficace pour guérir cette affection lorsqu’elle est diagnostiquée a un stade précoce (Howard

and Bland 2012). Le type de chirurgie se fera en fonction du diagnostic histologique et du

stade d’évolution : carcinome canalaire, lobulaire infiltrant ou carcinome in situ. On pratique
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aujourd’hui soit la tumorectomie, soit la mastectomie associée au curage ganglionnaire
axillaire. Le curage ganglionnaire consiste en I’exérése de la chaine ganglionnaire
lymphatique proximale. Toutefois, ce traitement est rarement suffisant a lui seul et doit
souvent étre complété par des traitements adjuvants locaux tels que la radiothérapie, ou

systémiques tels que la chimiothérapie ou I’hormonothérapie (Dean 2008).

7.2 La radiothérapie

La radiothérapie occupe une place importante dans le traitement du cancer du sein.
C’est une technique médicale dite loco-régionale qui utilise les rayonnements ionisants pour
détruire des cellules tumorales ou tissus cancéreux. Son objectif est de délivrer de la maniere
la plus précise possible une dose de rayonnements adaptée au volume de la tumeur, en
¢pargnant au mieux les tissus sains avoisinants. Elle s’applique de maniére externe ou interne
grace a la curiethérapie (Howard and Bland 2012). Cette technique est utilisee, aprés
mastectomie pour réduire le risque de rechutes chez les patientes ou pour diminuer la taille
d’une tumeur afin de proposer une chirurgie conservatrice. Néanmoins cette thérapie entraine

des effets secondaires tels que des brdlures (Dean 2008).

7.3 La chimiothérapie

La chimiothérapie a pour objectif d’empécher la prolifération anarchique des cellules
cancéreuses, en agissant a des niveaux stratégiques tels que le cycle cellulaire ou la
prolifération. Ainsi de nombreuses molécules chimiques ont émergé en tant que médicament
chimiothérapeutique et en fonction du stade et du grade de la tumeur vont étre utilisées en
mono ou polychimiothérapies.
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Ces substances chimiques se répartissent en plusieurs familles, dont les anthracyclines
(inhibent D’activité topo-isomérase), les agents alkylants (empéchent la duplication de
I’ADN), les alcaloides (déstabilisent le fuseau mitotique), les anti-métabolites (inhibent la
synthése d’acides nucléiques) et les taxanes (empéchent la division cellulaire) (tableau 3)
(Mignot and Morvan 1996). Bien que cette stratégie ait pour but de cibler les cellules
cancéreuses, elle cible également les cellules saines en prolifération qui garantissent
I’homéostasie, ce qui est a I’origine de nombreux effets secondaires indésirables (diarrhées,

vomissement, alopécie, desquamation, anémie, neutropénie).

Agent Nom Commercial en France Taux de réponse (%)
5-FU 5-Fluoro-Uracile 23
Méthotrexate Ledertrexate® 30
Doxorubicine Adriblastine® 35
Cyclophosphamide Endoxan® 34
Melphalan Alkéran® 21
Vinorelbine Navelbine® 35
Vincristine Oncovin® 20
Docétaxel Taxotére® 50

Tableau 3 : Principaux agents chimiothérapeutiques utilisés dans le traitement des
cancers du sein. Source Mignot et Morvan (Mignot and Morvan 1996). Le taux de réponse
correspond a la survie post-clinique et est personne dépendante.

7.4 L’hormonothérapie (anti-oestrogénes, progestatifs, agonistes de la LH-RH)

Dans prés de 75% des cas, le cancer est classé dans la catégorie hormono-dépendant,
le traitement de choix est alors I’hormonothérapie. Il s’agit d’une thérapie ciblée qui consiste
a bloquer I’action d’hormones telles que 1’cestradiol en empéchant son activité physiologique
grace a I’utilisation d’antagoniste, ou via I’inhibition de sa synthése (Martinez Guisado et al.
2011). Une des premieres utilisations de cette thérapie consistait en une ovariectomie
pratiquée chez des femmes pré-ménopausées atteintes de cancer du sein. L’objectif étant

d’empécher I’activation des récepteurs hormonaux surexprimés a la surface des cellules

25



tumorales par les cestrogénes. L’inhibiteur compétitif le plus fréquemment utilisé est 1’anti-

cestrogéne commercialisé sous le nom de Tamoxiféne.

Il est indiqué en traitement adjuvant de premiére intention chez la femme non
ménopausée. L’utilisation d’inhibiteur de I’aromatase, enzyme impliqué dans la synthése
d’cestrogénes a partir des androgénes, a également été développée. Ainsi il a été montré in
Vitro une inhibition de la prolifération de cellules tumorales dépendantes d’cestrogénes et in
vivo une régression tumorale dans de nombreux modéles de cancers hormono-dépendants.
Lorsque le cancer atteint le stade de métastases, on préconise 1’utilisation de progestatifs ou
d’agonistes de la LH-RH qui inhibent la synthése d’cestrogenes par 1’ovaire (ménopause
artificielle). Cependant I’efficacité de ces traitements est limitée a 1’apparition de résistances
dans quasiment tous les cas de cancer hormono-dépendant mais également a 1’apparition de

nombreux effets secondaires.

7.5 Immunothérapie par les anticorps monoclonaux

Le développement d’anticorps monoclonaux dirigés contre les antigenes tumoraux
constitue une avancée thérapeutique majeure dans lI’immunothérapie des cancers chez
I’homme. Ces anticorps peuvent inhiber la croissance tumorale par une action directe sur les
cellules, via le recrutement de cellules immunitaires effectrices cytotoxiques vis-a-vis de la
tumeur ou par une lyse via le complément. L’utilisation d’anticorps monoclonaux
chimériques ou humanisés dans le traitement du cancer du sein représente aujourd’hui une
thérapie de choix (Weiner et al. 2009). En effet, chez prés de 25% des patientes on observe
une surexpression du récepteur Her-2/Neu qui fait partie de la famille des récepteurs de
I’EGF. Lorsqu’une patiente surexprime Her-2 avec un score de 3+ (+++) en immuno-
histochimie, on préconise un traitement par [’Herceptine (Trastuzumab), un anticorps
monoclonal humanisé dirigé contre la protéine oncogénique Her-2/Neu (c-Erb-b2) (Dillman
2011). Quand la tumeur atteint un stade métastatique, on cible le facteur de croissance
vasculaire endothélial, VEGF par un anticorps monoclonal anti-VEGF, [1’Avastin
(Bevacizumab). Ainsi, le VEGF ne peut plus interagir avec son récepteur et par conséquence
bloque I’angiogenése tumorale, inhibe la croissance tumorale et empéche la progression
métastasique. Malgré les rechutes, cette stratégie permet d’améliorer la qualité de vie des
patients en leur évitant de nombreux effets secondaires dus aux chimiothérapies de référence
(Haba-Rodriguez Jde et al. 2013).
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7.6 Les limites des traitements et besoins d’innovations

Les limites des traitements actuels, associés aux effets secondaires parfois lourds,
stimulent les réflexions concernant des thérapies ciblées, pour traiter le cancer du sein. En
effet, chaque cancer semble unique et avoir ses propres caractéristiques biochimiques et
cliniques. Une grande partie des patientes ne répondent pas aux traitements actuellement
proposés ou y répondent de facon insuffisante, ce qui freine le pronostic et le choix
thérapeutique. Il est donc nécessaire d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques que la

recherche scientifique pourrait mettre a disposition de la médecine.

1.  Immunothérapie anti-tumorale et lipide A

1. L’immunothérapie anti-tumorale

L’idée que la prolifération anormale des cellules cancéreuses puisse étre controlée par le
systéme immunitaire n’est pas un concept nouveau puisqu’elle a initialement été suggérée par
Paul Ehrlich en 1909. Mais comme la connaissance du systéme immunitaire et de son
fonctionnement étaient mal connus a 1I’époque cette hypothése fut rejetée. Plus tard dans les
années 1950, Frank M. Burnet et Lewis Thomas ont introduit le concept
d‘immunosurveillance des cancers. Ils proposent qu’une des fonctions physiologiques du
systeme immunitaire soit de reconnaitre et détruire tout matériel étranger a 1’organisme. Ce
systeme immunitaire comprend deux lignes de défense de 1’organisme: le systéme
immunitaire inné et le systeme immunitaire adaptatif. Les principales cellules du systéme
immunitaire inné sont le polynucléaire neutrophile, le macrophage, la cellule dendritique
(DC) et la cellule natural killer (NK), les plaquettes (Steinman and Witmer 1978) (Smith and
Kang 2013). Ces cellules sont capables de phagocyter et lyser des organismes étrangers
(cellules cancéreuses, bactéries, virus, d’autres pathogénes) via la sécrétion de molécules
solubles (granzyme B, perforine, chimiokines, cytokines). La reconnaissance de ces
organismes se fait par la liaison de molécules conservees dans 1’évolution appelées motifs
moléculaires associés aux organismes pathogenes (PAMP, Pathogen-Associated Molecular
Pattern) avec des récepteurs spécifiques appelés récepteurs de reconnaissance des formes
(SDRP) ou encore PRR (Pattern Recognition Receptor) dont le complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) fait partie. Les cellules tumorales ne produisent pas de PAMP, et
sont donc en mesure d'échapper a la surveillance immunitaire (Hanahan and Weinberg 2011).

A Torigine, la cellule cancéreuse est issue d’une cellule du « soi » qui a subi une modification
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de son génome de facon spontanée ou induite par différents agents (virus oncogenes, agents
physiques ou chimiques). Ces lésions du génome entrainent des modifications irréversibles
qui se transmettent aux cellules filles qui se différencient alors des cellules du « soi ». En effet
la cellule tumorale développe alors de nouvelles fonctions, une synthése protéique différente
et exprime de nouveaux antigénes que le systeme immunitaire peut alors repérer. Ainsi,
d’aprés Douglas Hanahan et Robert A. Weinberg (2011), la cellule tumorale est capable
d’autosuffisance en facteurs de croissance, d’insensibilit¢é aux facteurs inhibiteurs de
croissance, d’une instabilité génomique, d’échappement au systéme immunitaire,
d’inflammation, de résistance aux mécanismes d’apoptose, d’une capacité replicative
illimitée, d’une faculté a favoriser I’angiogénése, de déréguler le métabolisme énergétique et
enfin est capable d’envahir les tissus et a générer des métastases (Figure 3) (Hanahan and
Weinberg 2011).

Insensibilité
Autosuffisance _auxsignaux
en facteur de inhibiteurs de
croissance croissance
Echappement
Dérégulation au syst_err_1e
du immunitaire
métabolisme
énergétique
Résistance a Réplication
I’apoptose illimitée
Instabilité Inflammation
génomique et
mutations
Induction de Invasion des
I’angiogénése tissus et

métastases

Figure 3: caractéristiques de la cellule tumorale ou « Hallmarks of cancer ». (D ’apres
Hanahan et al, 2011).

Un des roles de 'immunité adaptative qui apparait secondairement a I’immunité innée
est une reconnaissance spécifique des antigénes. En effet, aprés phagocytose du pathogéne,
les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) activent le systéeme immunitaire adaptatif en lui
présentant les antigénes via les molécules du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité)

dans le but d’activer cette seconde ligne de défense spécifique.
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Les principales cellules effectrices de I’'immunité adaptative sont les lymphocytes B

qui produisent des anticorps spécifiques a un antigéne et les lymphocytes T.
Le réle de systeme immunitaire dans le contr6le de la prolifération tumorale est assez bien
argumenté. En effet, ’équipe de Schreiber R a montré que des souris déficientes pour le géne
RAG (Recombinaison Activating Gene) codant pour le réarrangement des immunoglobulines
et du récepteur T, développent beaucoup plus de tumeurs de fagon spontanée et chimio-
induite en comparaison a des souris sauvage (Shankaran et al. 2001). Une étude montre que le
déficit en cellules de I’immunité innée (NK) ou adaptative (LT CD4) chez des souris
augmente la fréquence des tumeurs, ce qui tend a compléter ’argument de I’importance d’un
systeme immunitaire intégre dans la croissance tumorale, par exemple (Bui and Schreiber
2007).

Malgré la coopération étroite entre le systeme immunitaire innée et adaptatif et la
diversit¢é des moyens de lutte développés par 1’organisme, il arrive que ces cellules
cancéreuses échappent a la surveillance du systeme immunitaire et se développent sous forme
de tumeur. Une stimulation efficace du systéme immunitaire pourrait alors étre une solution
thérapeutique qui permettrait la reconnaissance des antigenes tumoraux et le rejet des cellules
tumorales. Plusieurs essais cliniques de phase | ont été développés pour tester cette idée,
comme par exemple le transfert adoptif de cellules T-mémoires issues de la moelle osseuse de
patientes atteintes de cancer de sein métastasique réactivées ex-vivo. Cette stratégie a permis
I’augmentation de la survie de certaines de ces patientes (médiane de survie 58.6 vs. 13.6
mois; p = 0.009) (Domschke et al. 2013).

2. L’immunothérapie par les LPS

2.1 Historique

Dés les années 1700, Deidier remarque un lien étroit entre thérapie anti-cancéreuse et
infection par les bactéries (Deidier, 1725). Mais 1’un des pionners de I’immunothérapie par les
toxines bactériennes reste le chirurgien du Memorial Hospital de New York, William Coley
qui a la fin du siécle dernier avait observé la régression d’un sarcome chez un patient apres
surinfection avec un streptocoque pathogene. Par la suite, il traita de nombreux patients avec
un mélange de toxines bactériennes « Coley’s toxin » et rapporta une belle régression
tumorale (Coley 1898). Ce n’est qu’en 1943 que Shear et Turner montrent que 1’effet
antitumoral de la toxine de Coley était d(i aux endotoxines.
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Her HW développe, 100 ans apres les travaux de Coley, une immunothérapie par
administration intra-vésicale du Bacille de Calmette-Guerin (BCG) apres exérese chirurgicale
de patients atteints de cancers superficiels de la vessie (Herr et al. 1988). Ce traitement montre
une efficacité significative et réduit de facon considérable le risque de récidive (Tillou et al.
2008). Au cours de la méme décennie, I’équipe de Galanos montre que 1’activité biologique

des LPS (lipopolysaccharides) est due au Lipide A (Galanos et al. 1984).

2.2 Traitement par un analogue de lipide A : PTOM-174

Les lipopolysaccharides (LPS) sont des constituants de la membrane externe des
bactéries a Gram négatif tel qu’E.Coli. Les LPS sont décrits pour étre responsables de la
toxicité des bactéries. Ils ont une structure qui se compose en trois parties : une chaine latérale
(ou antigéne O) composé d’un polymére d’unités oligosaccharidiques responsable des
propriétés antigéniques spécifiques d’une souche bactérienne, un core central
oligosaccharidique et une partie lipidique invariable (lipide A) responsable du pouvoir

toxique de 1’espéce bactérienne et de son activité anti-tumorale (figure 4).

Dans notre équipe, différentes structures de lipides A ont été étudiées quant a leurs
activités antitumorales in vivo (Jeannin et al. 1991) et une activité antitumorale optimale a été
obtenue avec I’'un d’eux : I’OM-174. Ainsi, nous utilisons ce lipide A qui a été obtenu par
extraction d’une souche mutante d’Escherichia coli puis purifié par chromatographie. L’OM-
174 est donc un analogue de lipide A chimiquement caractérisé comme étant le 2-deoxy-6-O-
[2-deoxy-2- [(R)-3-dodecanoyloxytetra-decanoymamino]-4-O-phospho-B-D-glucopyranosyl]-
2-[ (R)-3-hydroxy-tetradecanoylamino]-o.-D-glycopyranosyl dihydrogenphosphate.
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Antigéne O Core Lipide A

Figure 4: Architecture des LPS et structure chimique de 1’analogue de lipide A OM-174. (A)
Les LPS sont les constituants de la membrane externe des bactéries a Gram négative comme
Escherishia coli (1 : bactérie & Gram négative, 2 : membrane cellulaire, 3 : peptidoglycane,
4 : membrane externe, 5: porine, 6: Lipopolysaccharide, 7: porine, 8: espace
périplasmique, 9 : bicouche de phospholipides, 10 :proteines ). (B) Les LPS ont une structure
partagée en 3 régions: une chaine O-specifigue composée d’'un polymere d’unités
oligosaccharidiques, responsable des propriétés antigéniques, une région centrale
oligosaccharidique et la partie lipidique la plus stable, le lipide A. (C) structure de
["analogue de lipide 1, OM-174 . Source : www.studyblue.com.

L’activité anti-tumorale de I’'OM-174 (OM Pharma, Genéeve) a été étudiée dans un
modéle de cancer colique chez le rat. Les cellules cancéreuses coliques PRODb injectées par
voie intra-péritonéale a des rats BDIX syngéniques induisent des carcinomatoses péritonéales
a tous les animaux. Sans traitement tous les rats meurent de leurs tumeurs en 6 a 7 semaines.
Un traitement par ’OM-174 guérit 90 a 100 % des rats porteurs de carcinomatoses (Onier et
al. 1999). L’activité anti-tumorale de ’'OM-174 a également été montrée dans un modeéle de
mélanome. Les cellules de mélanome B16 injectées par voie sous-cutanée a des souris
C57BL/6 induisent la formation de tumeurs, dont la croissance est retardée par 1’injection

intraveineuse d’OM-174 (Gautier et al. 2010).

La voie de signalisation de I’OM-174 n’est pas connue mais comme tous les lipides A,

elle pourrait impliquer la voie du CD14. Le CD14 est une protéine couplée aux LBP (LPS
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Binding Protein) (Delude et al. 1995). Dans la littérature, il est décrit que le CD14 ne
possédant pas de domaines TIR (Toll IL1 Receptor) intracellulaire, doit interagir avec la
protéine Toll Like Recepteurs 4 (Watson and Riblet 1974) pour induire une signalisation. Le
CD14 pourrait ainsi assurer le transfert du lipide A de la LBP au TLR4, mais il n’existe
aucune donnée a ce jour sur le transfert du lipide A in vivo. TLR4 reconnait le lipide A mais
¢galement d’autres ligands tels que le taxol (Kawasaki et al. 2000), I’acide hyaluronique
(Taylor et al. 2004), quelques protéines de choc thermiques (HSP 60 et HSP 70) (Ohashi et al.
2000).

Role des facteurs solubles CD14 et MD2 dans la signalisation du lipide A

Le CD14 est une protéine liée a la membrane cellulaire par le GPI
(glycosylphosphatidylinositol) peut initie la transduction du signal du lipide A (Wright et al.
1990). Le CD14 méme en absence de LBP est capable de lier le lipide A. CD14 existe sous
forme soluble et peut fixer le lipide A sur des cellules qui sont déficiente en CD14
membranaire. En effet, la fixation du lipide A sur le CD14 induit la translocation nucléaire de
NF-xB ainsi que la synthése de cytokine telle que 1’I1-6 (Libermann and Baltimore 1990).
Cette signalisation induit également I’expression de la NOS II et de I'll-1b dans les
macrophages péritonéaux et les monocytes circulant de rats (Takai et al. 1997). CD14 ne
possede pas de domaine transmembranaire nécessaire a la transduction du signal. Le
complexe LPS-LBP-CD14 requiert donc un récepteur supplémentaire pour transduire ce

signal. 11 s’agit essentiellement de la protéine transmembranaire TLR4.

L’association de la protéine MD2 au domaine extracellulaire de TLR4 est requise pour
une activation optimale (Taylor et al. 2007). MD2 est principalement retrouvée sous forme
soluble et un domaine intra-membranaire a été décrit, mais sa fonction est mal connue. Le
lipide A est transféré au complexe TLR4-MD?2 par le CD14 et interagit avec les 3 composant
de ce complexe. Il semblerait que MD2 soit impliqué dans la reconnaissance du lipide A
(Jiang et al. 2000) (Akashi et al. 2001).

3. Signalisation du lipide A

3.1 TLRs et immunothérapie anti-tumorale

La découverte de la protéine Toll, dans les années 1980, chez Drosophila

melanogaster, a permis de caractériser son réle dans le développement embryonnaire et plus
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particuliérement dans ’orientation de la polarité dorso-ventrale (Hashimoto et al. 1988). Ce
n’est que quelques années plus tard que la protéine Toll a été identifiée comme étant un
récepteur pouvant initier une réponse immunitaire vis-a-vis d’un pathogéne (Lemaitre et al.
1996). En effet, une des principales caractéristiques de la réponse immunitaire de la
drosophile consiste en la synthése d’un cocktail de puissants peptides antimicrobiens en
réponse a une infection. L’analyse génétique de la régulation de I’expression des geénes codant
pour ces peptides a mené a 1’identification de la voie Toll. Cette voie semble étre activée en
réponse a des infections par des champignons ou des bactéries a Gram positif (Hoffmann
2003). La mise en évidence du réle de Toll dans la réponse antifongique de la drosophile est a
I’origine de la recherche de récepteurs homologues chez le régne mammifére. C’est ainsi
qu’une famille de récepteurs apparentés a Toll, les Toll-like récepteurs, a été identifiée chez
ces derniers (Medzhitov et al. 1997; Rock et al. 1998). On en dénombre actuellement 13
membres (TLR1 a 13) chez la souris dont 10 sont formellement identifiés chez 1’homme
(TLR1 & 10) (Chaudhary et al. 1998; Takeuchi et al. 1999; Du et al. 2000; Chuang and
Ulevitch 2001) (figure 5).
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Figure 5: les TLRs et leurs ligands. Source : (Akira et al. 2006).

Les TLRs sont donc des récepteurs de I’immunité innée, appartenant a la famille des
PRRs (Pattern-Recognition Receptors). lls interviennent au cours des mécanismes de
I’immunité innée par reconnaissance de motifs moléculaires conservés chez les pathogénes :
les PAMPs. La reconnaissance de ces récepteurs par leurs ligands active plusieurs cascades de
signalisation qui aboutissent a la mise en place des effecteurs de I’immunité innée. En plus de
fournir une premiere ligne de défense contre les pathogenes, I’immunité innée joue un role
instructif vis-a-vis de I’immunité acquise. Il a également été montré que I’activation de ces
récepteurs peut induire la production de chimiokines (cytokines), augmenter 1’expression des
molécules de costimulation et jouer un role primordial dans 1’orientation des réponses
immunitaires vers un profil Th1l. Ce nouveau concept est renforcé par un récent travail qui
montre I’induction d’un effet immunogeéne des cellules tumorales par une variét¢ de
chimiothérapie (Apetho et al., 2007). Ce travail décrit une nouvelle voie de présentation
d’antigénes par les cellules cancéreuses impliquant HMGBL1 (une protéine sécrétée par des
cellules mortes en réponse a une chimiothérapie) et TLR4 exprimé par les cellules
dendritiques. Dans ce mod¢le, ’activation de TLR4 induit 1’activation des cellules T et une

réponse immunitaire antitumorale. En accord avec ces résultats, il a ét¢é montré que des
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patients qui expriment un TLR4 muté avec une perte de fonction, présentent un taux de survie
plus court que des patients sans mutation, confirmant le réle majeur de la réponse immunitaire
antitumorale lors de traitements par des chimiothérapies. Par ailleurs, de hombreuses études
ont montré le réle que peuvent jouer les ligands des TLRs en tant qu’adjuvants dans
I’immunothérapie anti-tumorale (van Duin et al. 2006). Dans ce contexte, les TLRs pourraient
par conséquent constituer une approche thérapeutique intéressante dans le traitement des
cancers, en particulier si ces cellules tumorales expriment certains de ces récepteurs et sont

sensibles a leurs agonistes.

3.2 Voie de signalisation du TLR4

La voie de signalisation intracellulaire des TLR est proche de celle des récepteurs a
I'lL-1. Tous les TLR contiennent un domaine intracellulaire de signalisation nommé TIR (toll
IL-1 receptor). Ce dernier transmet en aval des signaux via le recrutement d’une ou plusieurs
protéines adaptatrices contenant un domaine TIR, telle que la protéine MyD88 (myeloid
differentiation primary response protein 88), TIRAP (TIR domain containing adaptator
protein), TRIF (TIR domain containing adaptator protein inducing IFN-B), TRAM (TRIF
related adaptator molecule), les protéines de la famille IRAK.

La signalisation des TLRs est décrite pour suivre deux voies: la voie dite
MyD88-dépendante et la voie MyD88-indépendante (figure 6).

La voie MyD88-indépendante ou TRIF-dépendante aboutit plus tardivement a
I’expression de cytokines pro-inflammatoires et a 1’expression d’IFN-f en activant IRF-3.
Cette derniere voie de signalisation peut activer d’une maniére tardive les voies de NF-kB et
des MAPK.

La voie MyD88-dépendante permet le recrutement de différentes protéines telles que
IRAK-1,-4 (IL1R associated kinase), et TRAF6 (TNFR associated factor 6), conduisant a
I’activation de la voie des MAP kinases (p38, INK1/2 et ERK1/2), entrainant la translocation
nucléaire du facteur de transcription NF-xB (p50/p65) , I’activation de AP-1 (c-Fos/c-Jun) et
la synthése de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IFNy, le TNF-a, I’IL-1, I’IL-6,et de
cytokines anti-inflammatoires comme I’IL-10, ainsi que des médiateurs lipidiques,
métabolites de I’acide arachidonique tels que les prostaglandines, les thromboxanes, les

leucotrienes ou le platelet-activating factor (PAF-1).

35



Bound pathogen q

TLR4

MYmL_J % TANK)
D
oY

ﬁ prms
TAB2/3 TBK1)

TAK1 IKKe )
NEMO

L M@ MK@ o™ IKQ}} W lRﬂf
o o
1 0 Ix8

/__ ¥
‘\p38 NK
< Nucleus

P-1 NF B8
\;Wwwt.[;: \OSIRO \g

Proinflammatory cytokines IFN and IFN-inducible genes

Figure 6: Les voies de signalisation de TLRA4. Il existe deux voies de signalisation : la voie
Myd8 dépendante et la voie Myd88 indépendante. TLR4 active a la fois les voies MyD88-
dépendantes et MyD88-indépendante. La voie MyD88-dépendante est responsable de la
phase précoce de NF-kB et I'activation de MAPK, qui contrdlent I'induction de cytokines pro-
inflammatoires. La voie MyD88 indépendante, active IRF3, qui est nécessaire pour
I'induction de I'lFN-p et des genes inductibles de I'IFN. De plus, cette voie module la phase
tardive NF-kB ainsi que I'activation des MAPK, contribuant a la production de cytokines pro-
inflammatoires. Source : (Mogensen 2009)

Il a récemment été décrit que I’activation du TLR4 des cellules tumorales induirait
I’expression de médiateurs pro-inflammatoires par les cellules immunitaires infiltrant les
tumeurs, notamment la production d’IFNy qui inhibe la croissance tumorale (Andreani et al.

2007), mais également I’expression la NOS II.
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3.3 Production d’interféron-gamma (IFNy) et ses récepteurs

Les interférons (IFNs) sont des cytokines essentielles pour le controle de I’infection et
la réponse immunitaire et manifestent une ou des fonctions suppressives de tumeur (Xie et al.
1993). Le nom d’interféron provient de leur capacité a avoir une interférence anti-virale dans
les cellules, on sait qu’ils fournissent une protection et sont une barriére naturelle contre les
infections causées par des virus externes, des bactéries, des mitogénes et des cellules
tumorales (Weiner et al. 2009). Les IFNs ont trois activités biologiques principales : une
activité antivirale, une activité anti tumorale et une activité immunorégulatrice. Pour obtenir
un effet antiviral, d’autres protéines doivent étre produites, les protéines effectrices, qui vont
étre capables de déclencher un mécanisme antiviral ou antiprolifératif. Le fait que dans
certaines conditions, quelques IFNs peuvent bloquer les cellules a une étape donnée du cycle

cellulaire, en ont fait un terrain d’étude de choix dans la recherche anti tumorale.

Il existe deux types d’IFNs humains. Le type I inclut les IFNa, B, o, € et k (Honda et
al. 2006). Les IFNs humains de type II consistent en un seul géne codant pour I’IFNy (ou
interféron immun) ayant un récepteur différent des IFNs de type I. Ce récepteur est composé
de deux sous unités, IFNGR1 et IFNGR2 (Figure 7).
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L’TFNy est instable & pH acide, caractéristique importante pour les thérapies car il est
souvent utilisé combinaison a un acide (tel que 1’acide rétinoique) pour inhiber la croissance
tumorale (Pelicano et al., 1998) . Les IFNs qui sont de type | et de type Il ont émergé en tant
que coordinateurs centraux des interactions du systéme immunitaire et tumoral ;
particulierement, I’'TFNy qui a un role pivot dans la promotion des réponses anti-tumorales
(Dunn et al. 2006). De plus, la découverte de patients humains trés sensibles aux infections
mycobactériennes rares, avec des déficiences dans la production d’IFNy et dans leur
signalisation montre clairement I’importance de I'IFNy dans la résistance aux infections
microbiennes (Jouanguy et al. 1996; Jouanguy et al. 1999). Néanmoins, des données montrent
que ’IFNy aurait un role protecteur contre le développement d’une tumeur (Ikeda et al. 2002).
L’activité antitumorale de ce dernier a été confirmée dans plusieurs modéles de tumorigénese
primaire (Enzler et al. 2003) (Kaplan et al. 1998; Street et al. 2002); I’IFNy participe donc a
un processus d’élimination du cancer qui protege les souris contre des tumeurs chimio-
induites, spontanées et transplantables. L’IFNy a une action différente de celle de I’'IFNa.: il
augmente 1’activation des cellules T en synergie, c’est-a-dire en combinaison avec notamment
I’IL2. Pour ce qui est des macrophages, I’'TFNy peut augmenter la production du CMH de
classe II en plus d’augmenter la quantit¢ de CMH de classe I sur les cellules tumorales
(Jonasch and Haluska 2001). Les thérapies anti- tumorales a base d’IFNy ont été introduites
au milieu des années 1980, mais les résultats ne sont pas complétement concluants.
Cependant, dans ces études, I’IFNy est toujours utilis¢é en combinaison avec d’autres
traitements, comme la chimiothérapie, et semble actif contre certains types de cancers, comme
les leucémies myéloides chroniques et les lymphomes folliculaires. Pour les autres cancers,
les effets secondaires induits par I’IFNy chez les patients sont toujours plus séveres et des
¢tudes approfondies doivent se faire. En effet, son mécanisme d’action sur les cellules
tumorales est seulement partiellement compris. Bien que de nombreuses études montrent que
I’IFNy a un potentiel considérable dans le traitement des infections non virales, telles que les
maladies parasitaires, son application clinique n’a pas encore été testée. En dépit de son role
anti tumoral dans des modé¢les animaux, I’IFNy rencontre un succes limité dans des essais
cliniques humains, explicable par les facteurs suivants : I’insensibilité de la cellule tumorale a
I”’IFNy, I’incapacité a délivrer localement I’IFNy (due a I’expression ubiquitaire de son
récepteur) ou une incapacité thérapeutique a récapituler la périodicité naturelle de la

production de I’'TFNy. Des travaux sont en cours pour évaluer le potentiel clinique des
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vecteurs exprimant D’IFNy, de nouvelles formes d’IFNs et de nouveaux modes

d’administration des IFNs (Dunn et al. 2005) (Ni et al. 2013) (Fluhr et al. 2013).

4. Interaction IFNyet TLR

La signalisation en réponse a I'I[FNy a été beaucoup étudiée a travers la voie
JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transductor and Activator of Transduction) (Platanias
2005). Un dialogue a été établi entre TLR4 et IFNy par le fait qu’une stimulation avec de
I’IFN y déclenchait une association physique entre I'IFNyR1 et MyD88, et entrainait
I’activation de la MAPK p38 (Sun and Ding 2006). De plus, MyD88 semble augmenter la
stabilité de certains ARNm pro-inflammatoires induits par I’IFNy (TNF et IP10). La stabilité
de certains ARNm est régulée par la MAPK p38 (Frevel et al. 2003). D’autres chercheurs ont
observé que I’expression de MyD88 était augmentée dans des cellules plasmatiques humaines
par une exposition a 'TFNy (Liu et al. 2007). MyD88 serait donc un élément commun & la
voie des TLR et celle de I’'TFNYy (figure 8).

v

Transcription Stabilisation des ARNm

g

Figure 8: Représentation schématique de I’interaction entre la signalisation des TLR et de
I’TFNy : importance de la molécule MyD-88. Source : (Han 2006)



Une des fonctions les plus importantes de I’IFNy est de sensibiliser les macrophages a
une activation par des produits pathogeénes. En fait, I'IFNy fut d’abord nommé « facteur
activant les macrophages » (Schroder et al. 2006). De nombreuses études ont démontré
I’existence d’une synergie entre les voies de signalisation induites par I’'IFNy et les LPS
conduisant a la production de NO par des macrophages murins (Lorsbach et al. 1993; Gao et
al. 1997). La synergie entre I’IFNy et les agonistes de TLR pour la production de NO peut étre
une conséquence d’une coopération des facteurs de transcription induits par I’'TFNy (comme
STAT1) et induits par les TLR (comme NF«kB) au niveau du promoteur de la NOS Il, mais
aussi par d’autres mécanismes, comme 1’induction de I’arginosuccinate synthétase et la GTP-
cyclohydroxylase | (Schroder et al. 2004), I’augmentation de la régulation du transporteur de
I’arginine CAT2 (Kakuda et al. 1999), mais aussi une augmentation de la régulation des TLR
de surface. En effet, ’expression des TLR eux-mémes peut étre régulée par I’IFNy. Les
ARNmM de TLR2, TLR4, et TLR6 sont induits par une stimulation avec de I’IFNy, augmentant
ainsi D’expression a la surface des protéines TLR2 et TLR4 dans des monocytes et
macrophages humains (Mita et al. 2001; Bosisio et al. 2002; Tamai et al. 2003). Yamada et al,
2005, ont montré que I’'TFNy augmentait I’expression de TLR4 dans des cellules cancéreuses
de vessie humaine RT4 (Yamada et al. 2005). Dans cet article, ils montrent que les LPS et
IFNy seuls activent d’une maniére limitée NFxB et pas AP1, alors que la combinaison des

deux augmente significativement NFxB et AP1.

L’IFNy active aussi la signalisation des TLR en régulant I’expression des molécules
accessoires et des adaptateurs de cette signalisation. Plusieurs études dans des cellules
humaines (macrophages monocyte et cellules épithéliales) montrent une induction de CD14,
de MD2 ainsi que MyD88 et IRAK1 en réponse a I’'IFNy et LPS (Adib-Conquy and Cavaillon
2002; Bosisio et al. 2002; Suzuki et al. 2003; Tamai et al. 2003; Mochizuki et al. 2004).
L’IFNy est connu pour réguler de fagon positive I’expression de monoxyde d’azote synthase

inductible.
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[11. Le monoxyde d’azote (NO)

1. Généralité sur le NO

Initialement connu sous le nom d’EDRF (Endothelium Derived Relaxing Factor), le
monoxyde d’azote (NO) est une espece radicalaire libre, incolore, inodore et tres réactive.
Dans les conditions normales de pression et de température, le NO se présente sous forme
d’un gaz diatomique ubiquitaire impliqué dans de nombreuses réactions biochimiques chez
toutes les especes vivantes. Sous sa forme radicalaire, il possede un électron non apparié sur
son orbitale non liante 2p-pi responsable de sa forte réactivité. En effet, le gain d’un électron
engendre I’anion nitroxyle (NO-) et la perte de 1’électron non appari¢ forme le cation
nitrosium (NO+). Ces différents états d’oxydo-réduction lui permettent d’agir comme un

faible oxydant ou comme un réducteur (Stamler et al. 1992; Hanafy et al. 2001) (Figure 9).
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Figure 9: les réactions de réduction et d’oxydation du NO. Source : (Hanafy et al. 2001)

Le NO est également produit par la combustion des carburants, il a été élu « molécule de
I’année 1992 » par le magazine Science, suite & la découverte de son large éventail de
fonctions biologiques (relaxation du muscle lisse, inhibition de 1’agrégation plaquettaire et la
neurotransmission). Six ans plus tard, Furchgott, Ignarro et Murad se partagent le prix Nobel
de médecine et de physiologie pour leurs découvertes majeures sur le NO (Furchgott 1998).
Les nombreuses études autour de cette molécule ont pu montrer qu’a température et pression

atmosphérique normales, le NO était un gaz relativement stable en milieu aqueux et agirait
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comme un messager dans de nombreux processus physiologiques. Les formes inorganiques
telles les nitrites (NO2-) et les nitrates (NO3-) ont longtemps été considérés comme des
résidus du métabolisme du NO endogéne mais elles sont également recyclées dans le sang et
les tissus pour former du NO. Ces espéces constituent donc une réserve pour pallier une

production enzymatique insuffisante de NO (Boje and Lakhman 2000).

2. Production de NO

2.1 Les donneurs de NO

Au cours des deux derniéres décennies, de nombreuses recherches concernant les
fonctions biologiques du NO et des espéces réactives dérivées du NO, ont permis de
développer des donneurs de NO utilisés en pharmacologie. Ces donneurs de NO se divisent en
plusieurs familles, suivant la voie biochimique permettant la formation du NO. De maniere
générale, il existe trois principales voies de libération du NO par les donneurs de NO.

La décomposition chimique ou thermique de la molécule donneuse de NO permet la libération
du NO (Utepbergenov et al. 1995). C’est le cas, par exemple, des composés de type S-
nitrosothioles (RSNO) ou des diazeniumdiolates (composés contenant des unités structurales
de type X-[N (O) NOJ (-) (Stubauer et al. 1999; Carver et al. 2005).

La libération du NO a partir des nitrates organiques requiert leur bioactivation par des
enzymes telles que la glutathion-S-transférase, le cytochrome P450 ou 1’aldéhyde
déshydrogénase (ALDH). C’est le cas, par exemple, du glycéryltrinitrate (GTN ou trinitrine
ou nitroglycérine) qui est métabolisé par I’ALDH (Chen et al. 2002).

Le NO peut étre largué dans le milieu cellulaire suite & des réactions chimiques qui
peuvent se produire avec des acides, des alcalis, du métal ou des thiols. En effet, les groupes
thiols présents dans le cytoplasme participent au métabolisme non enzymatique des nitrates
organiques. De fagon théorique, tous les thiols sont capables de décomposer les nitrates
organiques en nitrites (NO2-). Mais ce n’est pas toujours le cas en physiologie car seul un
nombre limité de cystéines sont accessibles et par conségquence peuvent réagir avec ces
composés pour libérer du NO. C’est le cas des nitrites, les syndnonimines et autres nitrates
organiques (Abrams 1991; Boesgaard 1995).

Donneurs exogénes

On distingue les donneurs de NO exogénes, dont la libération du NO se fait de facon

spontanée. Ces molécules contiennent un ou plusieurs groupes NO qui se détachent de la
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molécule porteuse en milieu aqueux. Il s’agit par exemple de la molsidomine, et du
nitroprusside de sodium (SNP : Sodium NitroPrusside) (figure 10), qui sont actuellement
utilisés en clinique dans le traitement des cancers gastrique (Yang et al. 2013). La
molsidomine est métabolisée dans le foie en un dérivé instable qui libére du NO et le SNP se

décompose dans les tissus en un dérivé thiocyanate et en NO.

Donneurs endogenes

On distingue les donneurs de NO endogénes, dont la libération du NO nécessite
I’intervention de partenaires cellulaires. Ils comprennent les dérivés nitrés, des composés du
type HO-ONO2. On peut donner I’exemple de molécules déja utilisées en clinique telles que
le GTN, le tétranitrate d'érythrityle, ou encore le tétranitrate de penta-érythrityle ou dinitrate
d'isosorbide (ISDN : IsoSorbide DiNitrate) (figure 10). La libération du NO a partir de ces
derniéres molécules nécessite la présence de cofacteurs dans le milieu intra- ou
extracellulaire. De nombreuses voies semblent impliquées in vivo dans la formation de NO a

partir des dérivés nitrés, mais le mécanisme métabolique reste a étre défini.

Donneurs endogenes
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Figure 10: donneurs de NO endogénes et exogenes.
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2.2 Origine cellulaire du NO : les monoxydes d’azote synthase

Physiologiquement, la production endogéne de NO est catalysée par un groupe
d’isoenzymes que sont les monoxydes d’azote synthases (NOS) : la NOS neuronale (nNOS)
ou NOS | et la NOS endothéliale (eNOS) ou NOS 111 qui sont des formes constitutives, et une
forme inductible (iNOS) ou NOS Il (Knowles and Moncada 1994). Les NOS sont des
monooxygénases Ca2+ dépendantes. Elles transforment la L-arginine en hydroxyarginine puis

réduisent I’hydroxyarginine en monoxyde d’azote plus citrulline (Figure 11).

H,N /(r?H2 \l/: OH OY
NH

S\Aﬁ’ 5\%’ -
1.0 NADPH 0.5 NADPH

L-Arginine NG-Hydroxy-L-Arginine L-Citrulline Nitric Oxide

Figure 11: schéma réactionnel de la production de NO a partir de L-arginine par les NOS
(\Vallance and Leiper 2002)

Identifié¢ en 1989, ce groupe d’isoenzymes a été cloné et purifié au début des années
1990 par Bult et al (Bult et al. 1990). Les NOS, comme leur nom I’indique différent par leur
localisation cellulaire, présentent des régulations et des propriétés catalytiques diverses, ainsi
qu’une homologie de séquence d’environ 55%. Ces enzymes sont essentiellement régulées
par des modifications post-traductionnelles, par leurs localisations spécifiques au niveau
cellulaire, par la biodisponibilité des substrats et des cofacteurs enzymatiques (Li and Poulos
2005). Elles peuvent également étre impliquées dans la formation de complexes protéiques,

régulant ainsi leur activité catalytique (Kone et al. 2003).
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La quantit¢ de NO produite différe selon I’isoforme. En effet, les NOS I et III sont
exprimées dans les tissus de fagon constitutive et permettent de maintenir un taux basal assez
faible de NO (de I’ordre de la nanomole). Leur activité est dépendante de la concentration
intracellulaire en calcium (Ca2+) et est régulée par la calmoduline (CaM). Au contraire,
I’expression de la NOS II est induite dans des conditions pathologiques et inflammatoires. Par
exemple, elle est induite dans les cas d’infections parasitaires, virales et bactériennes ou en
réponse au microenvironnement cytokinique (IL-1p et 2, TNFa, IFNy) (Lima-Junior et al.
2012) (Heitmeier et al. 1997). La NOS Il est connue pour étre activée dés sa synthése. En
effet, cette activité de la NOS Il est indépendante de la concentration intracellulaire de Ca2+
puisqu’elle est lice a la CaM, et ne nécessite donc pas d’apport calcique. Elle produit des
fortes concentrations en NO, environ 1000 fois supérieures a celles produites par les NOS
constitutives (de I’ordre de la micromole) sur une période prolongée pouvant atteindre
quelques jours. Les trois NOS sont apparentées a la famille des cytochromes P450 et codées

par trois genes distincts, respectivement sur les chromosomes 12, 17 et 7, chez I’homme.

L’activité des NOSs nécessite la présence de substrats (O, et L-arginine) et de
cofacteurs enzymatique tels que la nicotinamide adenine dinucleotide phosphate réduit
(NADPH), la tétrahydrobioptérine (BH4), la flavine adénine dinucléotide (FAD), et la flavine
adénine mononucléotide (FMN). Pour étre activées, les NOS doivent étre sous forme d’
homodimeres. Chaque monomére posseéde une structure en deux domaines, un domaine
réductase et un domaine oxygénase. La partie C-terminale agit comme domaine réductase et
contient les sites de liaison pour la FAD, la FMN et le NADPH. La partie C-terminale agit
quant a elle comme domaine oxygénase et contient les sites de liaison a I’héme, au BH4 et a
la L-arginine (Sennequier and Stuehr 1996). Lorsqu’une NOS se trouve sous forme de dimére
et que les différents cofacteurs sont réunis, le domaine réductase d’un monomeére peut
transférer les électrons de la NADPH vers le FAD puis vers la FMN pour finir sur I’héme du
domaine oxygénase de 1’autre monomere. Ensuite en présence de BH4 et d’oxygene,
I’enzyme catalyse la conversion de la L-arginine en N-hydroxy-L-arginine puis L-citrulline et

la libération simultanée de NO (figure 12).
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Figure 12: schéma de la formation de I’hétérodimére de la NOS II (Vallance and Leiper
2002)

De nombreuses ¢études s’intéressent aux roles du NO produit par des différentes NOS

dans la régulation de la pathogéneése.

Les NOS constitutives

La NOS | est exprimée de fagon constitutive dans les neurones, les muscles
squelettiques et 1’épithélium pulmonaire (Minc-Golomb and Schwartz 1994; Toda et al.
2009). Le NO produit joue alors un réle de neurotransmetteur (Belvisi et al. 1991; Toda and
Okamura 1992).

La NOS Ill est exprimée de facon constitutive dans les cellules épithéliales, les
cardiomyocytes, ou encore dans les cellules pyramidales de 1’hippocampe (Dinerman et al.
1994; Hammoud et al. 2007). Le géne codant son expression est situé sur le chromosome 7. A
I’état basal, elle est liée & la membrane plasmique et est typiquement associée aux caveoles
(Feron et al. 1996). L’interaction de la NOS-3 avec la cavéoline est décrite pour empécher la
fixation de la CaM au complexe et par voie de conséquence d’inhiber la production de NO. La
NOS Il est régulée par différents stimuli tels que la bradykinine, 1’acétylcholine, le VEGF, ou
encore I’histamine. Ces stimuli engendrent la libération de Ca2+ par le réticulum
endoplasmique. Ainsi, le Ca2+ s’associe a la CaM pour séparer la NOS Il de la cavéoline
grace a la protéine de choc thermique Hsp90 (Heat shock protein 90). Cette dissociation
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engendre I’activation de la NO IIl. Apres une stimulation prolongée, le complexe ainsi formé
se dissocie et I’enzyme est recyclée en étant relocalisée au niveau de ’appareil de Golgi et du

réticulum endoplasmique.

La NOS inductible

Etant donnée I’implication de la NOS II dans ce travail de thése, nous nous

intéresserons plus particuliérement a la régulation de cette enzyme.

La NOS Il a pour la premiére fois été isolée a partir de macrophages murins puis dans
des cellules tumorales d’origines diverses : prostate, poumon, sein, colon (Duenas-Gonzalez
et al. 1997; Aaltoma et al. 2001; Tong et al. 2007). Le gene codant son expression est situé sur
le chromosome 17. Cette isoforme n’est pas exprimée dans les cellules quiescentes, mais est
rapidement induite en réponse a différents stimuli. La synthése de la NOS Il est induite par le
LPS, I'IFNyet I’'IL-1pB et est inhibée par des cytokines anti-inflammatoires telles que le
TGFp et I’IL-10. Cette stimulation des cellules, entraine une augmentation de la transcription

du géne codant pour la NOS 1, et la production de NO (figure 13).

Sacifnc Cramem régatve

MD2
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Figure 13: induction de la NOS Il dans le macrophage murin apreés stimulation
par I’'IFNy et les LPS. La co-stimulation du récepteur au lipide A, TLR4 et du récepteur a I'IFN-g
induit [’expression de la NOS II des macrophages murins.
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La régulation de I’expression de la NOS II se fait au niveau transcriptionnel mais
également apreés sa transcription via sa stabilité, sa dimerisation ou sa phosphorylation. Les
voies de signalisation NF-kB, MAPK et JAK/STAT sont les principales voies de régulation

de son expression (Kleinert et al. 2004) .

2.3 Les différents niveaux de régulation de la NOS 11

L'expression de la NOS 11 est régulée difféeremment en fonction de I'espéce : dans des
cellules de rat ou de souris, elle est induite par le LPS, I’interféron y (IFNy) et d'autres
composés. En revanche, la majorité des cellules humaines requiere une combinaison de
cytokines complexes incluant I'lFNy, I'IL-1f pour I'induction de la NOS Il (Kleinert et al.
2003). Des macrophages bovins et murins génerent des quantités considérables de NOS Il en
réponse a des cytokines, alors que des macrophages humains et de cochon sont résistants
(Jungi et al. 1996). Les voies JAK/STAT et NFxB sont les principales voies de régulation de
l'expression de la NOS II. D’ailleurs, une déficience phénotypique de 1I’expression de la NOS
IT résulte de I’altération de chacun des trois genes suivants : ceux qui codent pour I’'IFNy
(Dalton et al. 1993), pour une chaine du récepteur a I’'IFNy (Huang et al. 1993) et pour IRF-1
(interferon regulatory factor-1) (Kamijo et al. 1994). Dans la plupart des études in vitro,
seulement une combinaison de plusieurs cytokines est nécessaire pour initier une profonde
expression genique de la NOS |1, alors qu'un simple stimulus présente un effet modéré dans
des types cellulaires spécifiques. Cela suggere qu’une ou plusieurs voies de signalisation sont

nécessaires pour induire pleinement I'expression de la NOS I1.

Régulation transcriptionnelle de la NOS 11

Généralement, ni les cellules immunitaires ni les cellules tumorales non stimulées
n’expriment ’ARNm et la protéine NOS Il. Les cytokines provoquent 1’accumulation de
I’ARNm et de I’enzyme NOS II mais également I’accumulation de nitrites et nitrates dans le
milieu de culture (Forrester et al. 1996). Les génes et promoteurs humains et murins sont trés
longs et différents. L expression du gene de la NOS Il murine est régulée par un promoteur de
1,7 kb constitué de deux régions bien décrites. Les sites de liaison aux facteurs de
transcription NF-kB, NF-IL6, IRF et Oct-1 régulent 1’activité promotrice du géne de la NOS
I1. 1ls comportent de nombreux sites potentiels de liaison de facteurs de transcription. Les
promoteurs d’une espéce sont inefficaces dans 1’autre ce qui suggere des facteurs de

transcription ou de combinaison de facteurs de transcription spécifiques. Alors que les
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facteurs de transcriptions impliqués dans la transcription du gene humain de la NOS Il sont
essentiellement NF-kB, AP-1, p53 (qui réprime 1’activité du géne) et ESE-1 de la famille Ets-
1(Rudders et al. 2001), chez la souris, ce sont NF-kB, IRF-1 et GAS (Lowenstein et al. 1994).
Il a été montré au laboratoire le rdle des facteurs de transcription tel qu’OCT-1 (Goldring et
al. 1996; Reveneau et al. 2012) ainsi que I’implication du site de liaison du facteur de choc
thermique HSF-1 (Heat Shock Factor-1) et du facteur USF (Upstream Stimulatory Factor)
(Goldring et al. 2000).

Régulation de l'activité de la NOS Il par phosphorylation

L’activité de la NOS 1II peut étre régulée par phosphorylation, cependant trés peu de
choses sont connues sur la régulation post-traductionnelle de la NOS II. En effet, la littérature
montre que I’activité de cette enzyme semble plutot réegulée au niveau transcriptionnel et via
sa localisation cellulaire. Il a été proposé que la phosphorylation sur des résidus tyrosine par
la tyrosine kinase src puisse affecter la localisation et la fonction de la NOS 11 (Hausel et al.
2006). La phosphorylation par la kinase ERK sur la sérine 745 a également été décrite (Zhang
et al. 2007). L’utilisation d’inhibiteurs de phosphatase augmente 1’activité¢ de la NOS II dans
un modeéle de cellules glomérulaires mésangiales de souris (MES-13) aprés stimulation par
une combinaison LPS/ IFNy (Lin et al. 2008). Cependant, les données actuelles ne permettent
pas de définir clairement un réle activateur ou inhibiteur de la phosphorylation de la NOS I,
contrairement a ce qui est observé avec la phosphorylation de la NOS neuronale qui maintient
I’enzyme dans une conformation permettant sa dimérisation et donc une production de NO en
continue (Okada 1998).

Inhibition de l’activité enzymatique par compétition ou allostérie

Il'y a un nombre tres important de publications concernant les inhibiteurs des NOS et
leurs potentielles applications en pharmacologie. Il faut distinguer les inhibiteurs non sélectifs
qui bloquent les trois NOS et les sélectifs. Il est possible d’inhiber I’activité des NOS par des
analogues de I’arginine tels que I’Aminoguanidine (Ag), le L-NMMA (N®-MonoMethyl-L-
Arginine), le L-NAME (N®-nitro-L-Arginine Methyl Ester) et le L-NIO (N-Iminoethyl-L-
Ornithine), qui agissent comme des inhibiteurs compétitifs non sélectifs des NOS (Rees et al.
1990). Parmi ces quatre inhibiteurs, seul le L-NI1O semble montrer une certaine sélectivité vis-
a-vis de la NOS II. D’autres inhibiteurs sélectifs ont été décrits, tels que le L-NIL (L-N-
Iminoethyl lysine) (Moore et al. 1994) et le 1400W (Garvey et al. 1997) qui agissent comme
des inhibiteurs spécifiques de la NOS II, en se fixant sur une partie du site de fixation de la L-
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arginine (partie guanidine du site de fixation). De plus, ’activation de la NOS II peut étre
régulée de facon négative par des cytokines anti-inflammatoires (Saura et al. 1996), les
glucocorticoides (O'Connor and Moncada 1991) (Radomski et al. 1990) (Di Rosa et al. 1990)
(MccCall et al. 1991) ou encore des drogues telles que la cyclosporine A et le methotrexate
(Hattori and Nakanishi 1995). Il faut noter enfin que d’autres inhibiteurs non sélectifs de NOS
agissent en se liant a ’héme de la NOS entrainant une destruction de I’héme et donc une

inhibition de la NOS, comme certains imidazoles.

2.4 Double activité de la NOS 11 : Couplage et découplage enzymatique

Il a été montré en milieu acellulaire que la NOS 11 était capable de produire du NO ou
des radicaux libres. Il s’agit respectivement des processus de couplage et découplage de
I’enzyme. On parle de couplage enzymatique lorsque le cofacteur BH4 et le substrat (L-
arginine) sont présents en fortes concentrations. Dans ces conditions il y a production de NO.
A T’inverse un découplage se produit aux faibles concentrations en BH4 et L-arginine et il y a
alors production de ROS (Wells and Holian 2007). Quand les NOS sont fortement activées et
partiellement découplées par une déficience en BH4 par exemple, elles se comportent comme
des péroxynitrites synthases. C’est-a-dire qu’elles synthétisent les deux précurseurs d’ONOO,
NO et superoxyde(Pall 2007). Le ONOO- peut oxyder le BH4 et limiter sa
biodisponibilité(Kohnen et al. 2001; Kuhn and Geddes 2003; Kuzkaya et al. 2003; Channon
2004). Ainsi, une boucle impliquant une déplétion de BH4 enclenchée par le peroxynitrite et
résultant en un découplage de la NOS qui en retour va augmenter la formation des
peroxynitrite peut étre envisagé. Ce cycle devrait se dérouler au niveau local. En effet, les
demi-vies du NO, du ONOO- et du superoxyde sont relativement courtes de telle sorte qu’ils
diffusent sur de courtes distances a partir de leur lieu de production et agissent au niveau
local. Comme la synthése du NO par les NOS est concentrée dans certains compartiments
cellulaires, les superoxydes produits doivent étre particulierement actifs en réagissant avec le
NO et donnant du ONOO- (figure 14).
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Figure 14: schéma de découplage enzymatique des NOS. Dans les conditions d’équilibre en
cofacteur enzymatique BH4 et en substrat L-Arginine, la NOS est habilité a produire du NO.
Contrairement au déséquilibre en cofacteur et substrat qui induit le découplage de [’activité
NOS qui produit alors [’anion superoxyde (02).

Réle de la L-arginine

L’arginine est un acide aminé catabolis¢ dans une méme cellule par différentes voies.
La principale voie de dégradation de la L-arginine reste celle faisant intervenir les NOS qui la
transforme en NO et L-citrulline, puis les arginases (ARG1 et ARG2) qui la transforment en
L-ornithine et urée. Il existe des transporteurs transmembranaires spécifiques de 1’arginine qui
régulent la disponibilité de ce substrat pour ces différentes enzymes (Wu and Morris 1998).
Fligger et al., montrent dans un mode¢le de macrophages murins que lorsque I’expression de
ces enzymes est induite, la production de NO ne devrait pas étre affectée puisque la L-
arginine doit étre métabolisée approximativement au méme taux par la NOS Il et les ARGs
(Fligger et al. 1999). En effet, méme si les ARG ont une plus faible affinité pour I’arginine
que la NOS 1l (Km ARG1 et ARG2 est 3000 fois celui de la NOS I1), elles catalysent la
réaction (Vmax) 1000 fois plus vite que la NOS II. L’arginine entraine la dimérisation donc
I’activation des NOSs. Une stimulation par des cytokines telles que I’'IL1J3, le TNFa et I’IFNy
dans des keratinocytes murins dans des conditions de faible concentration en L-arginine

augmente I’expression de I’ARNm de la NOS II mais sa traduction en protéine est diminuée,
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ce qui méne a une production de NO diminuée. Cependant, diminuer les concentrations en L-
arginine dans I’environnement local, peut mener la NOS Il a changer sa fonction principale de
production de NO en production d’anion superoxyde (02-) (Xia and Zweier 1997; Xia et al.
1998; Bronte et al. 2003). Quand les concentrations de L-arginine sont sous-optimales, les
domaines réductase et oxygénase de la NOS Il transferent les électrons au co-substrat O2 et
produisent du O2-, qui réagit avec d’autres molécules, générant ainsi plusieurs RNOS
(reactive nitrogen oxide species) comme ’anion péroxynitrite (ONOO-) et des ROS (reactive
oxygen species), tels que le peroxyde d’hydrogéne (H202). Ce phénoméne est appelé
découplage enzymatique de la NOS II. Les trois isoformes de NOS sont capables de

synthétiser des O2- en I’absence des substrats L-arginine et BH4 (Lechner et al. 2005).

Role du BH4

La synthese du NO est régulée de maniére post-traductionnelle, a travers le BH4,
cofacteur essentiel pour la catalyse enzymatique par les NOS. Le BH4 se lie étroitement au
site actif de ’héme a I’interface entre les deux monomeéres afin d’induire le maintien et la
stabilisation des diméres de NOS (Raman et al. 1998). Ce cofacteur a aussi un réle direct dans
I’oxydation de la L-arginine via I’intermédiaire de la N-hydroxy-L-arginine et la génération
conséquente de NO (Channon 2004). En effet, il permet le transfert d'électron a partir de
I'neme prosthétique a la L-arginine. Lorsque le BH4 est retrouvé en quantité limitée ou est
absent, la biochimie des NOS se trouve altérée. Dans un premier temps, la dimérisation se
trouve déstabilisée, ce qui méne a une réduction de la proportion des dimeres par rapport aux
monomeéres présents dans la cellule. Dans un second temps, c’est ’activité catalytique qui se
trouve modifiée, la NOS se découple ; a ce moment, le couplage stoéchiométrique entre le
domaine réductase et I’oxydation de la L-arginine au niveau du site actif est perdue.
Cependant, le transfert d’électron a partir du NADPH au travers des flavines jusqu’a
I’oxygene moléculaire n’est pas inhibé, mais résulte en une formation de superoxyde (02.-)
et/ou de péroxyde d’hydrogéne (H202) plutdét que du NO. Il s’agit du processus de
découplage enzymatique des NOS. Ce découplage a d’abord été décrit pour les NOS
endothéliales (Vasquez-Vivar et al. 1998; Kuzkaya et al. 2003) et neuronale (Vasquez-Vivar
et al. 1999; Cardounel et al. 2005), avant d’étre démontré pour la NOS I1(Xia et al. 1998;
Huisman et al. 2002).
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3. Les thérapies via le NO

3.1 Role ambigtie du NO dans la cancérogéneése

Au cours de la derniére décennie, le NO a émergé comme une molécule d’intérét dans
la suppression de la croissance et de la carcinogenése des tumeurs. Le NO joue un rble
ambivalent dans la carcinogénese, il peut étre un médiateur pro-tumoral ou anti- tumoral. 1l a
été decrit pour faciliter la croissance tumorale lorsqu’il est produit par les cellules stromales
ou s’opposer a cette croissance lorsqu’il est produit par les cellules cancéreuses (Gauthier et
al. 2004). En effet, le r6le du NO dans le développement du cancer est paradoxal. Dans la
littérature, les effets de faibles concentrations de NO sont en général qualifiés de pro-
tumoraux, alors qu’a trés fortes concentrations, le NO agit comme un puissant agent
anticancéreux favorisant ’apoptose et la nécrose, et inhibant 1’angiogenése (Huerta et al.
2008). 11 est connu pour réagir avec les métaux ou avec 1’oxyhémoglobine et la guanylate
cyclase formant de I’AMPc lorsqu’il est présent en faible concentration. Sa réaction avec les
MMP (Matrix MetalloProteinase) induit la dégradation de la matrice extracellulaire et
favorise la migration des cellules tumorales. Il est décrit comme pouvant stimuler
I’angiogenése au sein des tumeurs. Produit a forte concentration, il est connu pour réagir avec
les acides gras, les résidus tyrosine et les thiols. Il forme avec 1’0, des nitrites et nitrates et
plus récemment, il a été décrit pour réagir avec I’anion superoxyde O°- pour former des
peroxynitrites toxiques pour les cellules(Pall 2007). D’autre part, le NO est décrit pour étre un
élément essentiel de la réponse immunitaire anti-tumoral. Par exemple, les cellules
dendritiques sont capables de bloquer la croissance tumorale par un mécanisme dépendant du
NO (Nicolas et al. 2007). De plus, la mise en évidence du pouvoir tumoricide du NO produit
par la NOS II des macrophages reste 'une des découvertes majeures qui a démontré que ce
radical est généré in vivo et qu’il peut exercer un réle protecteur ou toxique dans un contexte
tumoral (Hibbs et al. 1988). Plus récemment, il a été montré que la surexpression de la NOS 11
réduit in vitro la prolifération cellulaire et la progression tumorale dans des modeles de
xénogreffes utilisant différents types de lignées cancéreuses (Jenkins et al. 1995; Xie et al.
1995; Ambs et al. 1998; Le et al. 2005). Dans un autre travail, le NO produit par la NOS II
abroge la lymphogenese méme dans un fond génétique p53-/- en induisant I’apoptose et une

diminution de la prolifération cellulaire (Hussain et al. 2004).
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3.2 Role du NO dans la sensibilisation a la mort des cellules tumorales

La sensibilisation a la mort des cellules tumorales par le NO ou la levée de la
résistance a la mort des cellules tumorales par le NO est un concept nouveau. Il s’appuie sur
de nombreuses études qui montrent que I’activation de la NOS II ou qu’un donneur de NO
sensibilise des cellules cancéreuses a des cytokines ou a des agents cytotoxiques inefficaces
par eux-mémes ou aux doses utilisées (Bonavida and Baritaki 2011; Leon-Bollotte et al.
2011). L’association de donneurs de NO ou d’agents modulateurs de I’activité des NOS est
décrite pour augmenter les effets des thérapies conventionnelles telles que la radiothérapie, la
chimiothérapie ou I’immunothérapie. Par exemple, des donneurs de NO sensibilisent des
cellules tumorales a des médicaments anticancéreux par nitrosylation d’enzymes de réparation
de PADN (Laval and Wink 1994). D’autres travaux montrent une sensibilité accrue des
lignées cancéreuses aux effets toxiques des chimiothérapies telles que le cisplatine (Wink et
al. 1997) et le melphalan (Cook et al. 1997) et des rayonnements ionisants (Wood et al. 1993).
D’autre part, il a été rapporté que la surexpression de la NOS Il dans les tissus cancéreux est
associée a un mauvais pronostic chez les malades atteints de cancer.

La concentration en NO reste 1’élément central de son role paradoxal dans la
sensibilisation a la mort des cellules tumorales. Il est admis que de grandes quantités de NO
(de P’ordre du millimolaire) sont requises pour tuer les cellules cancéreuses, par
I’intermédiaire notamment de la formation de nitrosamines carcinogeénes. Par exemple, le
donneur de NO SNAP (S-Nitro-N-Acétyl-Pénicillamine) augmente 1’angiogenése de moitié
lorsqu’il est utilisé a faibles concentrations (générant entre 12 et 26 uM de nitrites) alors que
les concentrations plus fortes perdent progressivement leur effet, avec un taux maximum
d’inhibition de 80 % atteint pour la plus forte concentration (générant 281 uM de nitrites)
(Jones et al. 2004). Les mémes enzymes cibles sont activées a faibles concentrations alors que
de grandes quantités de NO les inhibent. A I’inverse, de faibles doses de NO sont capables
d’avoir un effet anti-tumoral dans un environnement particulier comme I’hypoxie. En effet,
I’hypoxie induit des modifications cellulaires qui permettent aux cellules cancéreuses
d’échapper au systéme immunitaire. Le GTN a trés faibles concentrations (de 1’ordre du
nanomolaire) en conditions hypoxiques leve cette résistance (Siemens et al. 2008). Ces
résultats renforcent I’importance du micro-environnement dans la signalisation du NO.

Le donneur endogene, GTN est le dérivé nitré le plus utilisé au niveau clinique, depuis
plus d’un siecle. En effet, il a été¢ développé dans le traitement des angines de poitrine, de

I’insuffisance cardiaque ou encore des infections du myocarde. Ce puissant vasodilatateur
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permet d’augmenter le débit sanguin vers le cceur en dilatant les vaisseaux sanguins dans le
but d’éviter I’ischémie cardiaque (Leesar et al. 2001). Les propriétés du GTN sont également
exploitées dans le traitement de la douleur (Lauretti et al. 2002; Higa et al. 2004) ou encore
dans la préservation des organes pour la transplantation (Loehe et al. 2004).

Dans le domaine de la thérapie anti-tumorale, le GTN a fait 1’objet de plusieurs essais
cliniques de phase I/l qui ont montré son intérét en tant qu’adjuvant. Un essai clinique
randomisé de phase I/ll sur 120 patients, rapporté par Yasuda et al. (Yasuda et al. 2006)
montre que ’utilisation du GTN en combinaison avec la chimiothérapie vinorelbine/cisplatine
augmente le taux de réponse et ralentit la progression de la maladie chez des patients
inopérables atteints de cancer de poumon non a petites cellules (Yasuda et al. 2006).

Plus récemment, il a été montré la capacité du GTN a augmenter le temps de doublement du
PSA (Prostate-Specific Antigen), marqueur pronostique de la progression tumorale dans le
cancer de la prostate (Siemens et al. 2009). En effet, le taux sériqgue de PSA augmente
progressivement avec 1’age.

Dans notre laboratoire, il a été montré que le monoxyde d’azote produit par I’activation de
la NO-synthase inductible ou par le GTN peut sensibiliser in vitro des cellules cancéreuses a
la mort induite par des cytokines (IFNy, TNFa) ou par des agents cytotoxiques (FAS ligand)
peu efficaces par eux-mémes (Leon-Bollotte et al. 2011). En effet, I’administration intra-
tumorale du GTN dans un modele subcutané de cancer colique murin diminue le volume
tumoral (Prevotat et al. 2006). Nos résultats montrent que de fortes concentrations de GTN
induisent 1’apoptose des cellules cancéreuses coliques humaines, alors qu’a des concentrations
pharmacologiques, le GTN n’est pas toxique (Millet et al. 2002). Il le devient lorsqu’il est
associé a un inhibiteur de kinases (Cortier et al, en soumission). Paradoxalement, d’autres
travaux montrent que le NO par sa capacité a inhiber par S-nitrosylation de la prolyl hydrolase
(Enzyme qui dégrade HIF-1a) stabilise HIF-1o et permet son accumulation et favorise

I’angiogenese (Kimura et al. 2001; Metzen and Ratcliffe 2004).

4. Mécanismes moléculaire du NO

Une fois synthétisé le NO réagit tres rapidement avec des molécules intra-cellulaires et/ou
sur des cellules voisines selon un mode paracrine. Le NO diffuse a travers la membrane
cellulaire des cellules cible, et interagit avec ses molécules cibles intracellulaires. Sa grande
instabilité intrinséque fait que le NO ne nécessite pas de mécanisme spécifique de

dégradation. 1l a été montré que le NO est une molécule trés réactive dont les effets sont
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extrémement variés et dépendent essentiellement de la concentration du NO et du milieu
environnant son site de synthése. L’interaction du NO avec la guanylate cyclase (GC), est le
mécanisme d’action principal des effets physiologiques du NO. De ce fait, le NO régule les
processus physiologiques dans 1’organisme via deux principaux mécanismes d'action :

dépendant et indépendant de la GC.

4.1 Voie dépendante de la GC

La plupart des fonctions physiologiques du NO dans les systémes cardiovasculaire,
neuronal ou gastro-intestinal dépendent de 1’isoforme cytosolique de la guanylate cyclase,
sGC (soluble Guanylate Cyclase). Cette voie dépendante du cGMP est la principale voie par
laguelle le NO exerce la plupart de ses fonctions biologiques (Blaise et al. 2005). La
guanylate cyclase soluble forme un complexe stable avec le NO et le monoxyde de carbone
mais pas avec 1’O,. Dans cette voie, le NO se lie sur la fraction de I'hnéme de 1’enzyme soluble
guanylate cyclase (sGC) conduisant a la production du second messager du GTP, le cGMP.
Ce dernier, entraine l'activation des protéines kinases dépendantes du GMPc, de certaines
phosphodiestérases, des canaux ioniques dépendants du cycle nucléotide (Ahern et al. 2002).
Cette signalisation est impliquée dans les principales fonctions biologiques du NO, dont la
vasodilatation, la neurotransmission, l'inhibition de I'agrégation plaquettaire et la relaxation

des muscles lisses (Blaise et al. 2005).

4.2 Voie indépendante de la GC

La voie indépendante du GMPc ne nécessite pas I’intervention d’enzyme et consiste en la
réaction directe du NO avec une molécule d’02, I’anion superoxyde, une fonction thiol ou des
métaux. On reconnait deux effets directement liés a la molécule elle-méme et un effet indirect
du NO a travers les espéces réactives de 1’azote (RNS) produites par 1’interaction du NO avec

I’anion superoxyde ou avec I’oxygene (figure 15):

v' En réagissant avec des métaux de groupements prosthétiques d’enzymes ou de
protéines comme le fer, le cuivre ou le zinc, le NO peut exercer une activité régulatrice
de nombreuses enzymes, dont la guanylate cyclase. Ce processus est nommé métal-
nitrosylation (M-NO)
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v" En formant des S-nitrosothiols grace a sa fixation covalente sur les cystéines présentes
sur la protéine par S-nitrosylation (S-NO). Ce mécanisme de nitrosylation est decrit
pour réguler I’activité de nombreuses enzymes et est réversible.

v' En réagissant trés rapidement avec 1’anion superoxyde (O2-) entrainant ainsi la
formation de peroxynitrite (ONOO-), qui du fait de son fort pouvoir oxydant est a
I’origine de la tyrosine nitration des protéines (Y-NO), la peroxydation des lipides et
la déamination des acides nucléiques. En effet, le NO n’attaque pas directement

I’ADN, mais ce sont plutot ses dérivés nitrés (Wink et al. 1991).

Il faut noter que la métal-nitrosylation est considérée comme un mécanisme direct (c’est a
dire que le NO subit un changement au niveau de sa conformation électronique), tandis que la
S-nitrosylation et la tyrosine nitration sont qualifiés de mécanismes indirects. De plus, a de
faibles concentrations (<1uM), I’effet direct est prédominant, alors qu’a des concentrations
plus élevées (>1uM), les effets indirects deviennent plus importants. En effet, des
concentrations <1 pM inhiberaient réversiblement la cytochrome c¢ oxydase (Shiva et al.
2001), ce qui pourrait augmenter transitoirement la perte de O2.- de la chaine de transport des
électrons et générer potentiellement des péroxynitrites altérant irréversiblement la
mitochondrie. De plus, de grandes quantités d’oxygéne sont requises pour maintenir la

synthése du NO dans des concentrations micromolaires (Pacher and Szabo 2007).
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Figure 15: Principaux effets du NO a faible et forte concentration. Source : (Hanafy et al.
2001). La multitude de réactions qui implique le NO va dépendre, entre autres, de la
concentration de NO, du microenvironnement et du lieu de production de NO. Les fortes
concentrations induisent la nitrosylation et ou la nitration des protéines alors que les faibles
concentrations agissent sur les facteurs de transcriptions ou font intervenir la voie du cGMP.

4.3 Formation de RNS et de peroxynitrites toxiques

La réaction entre le NO et I’anion superoxide (O2-) induit la formation de
péroxynitrite ONOO- (Pall 2007). Cette réaction extrémement rapide est favorisée par la
présence en concentration suffisante et équivalente des especes NO et O2. Cette espece
oxydante hautement réactive endommage des cibles biologiques (Radi 2004) et induit une
modification post-transcriptionnelle des protéines en nitrant les résidus tyrosine. A fortes
concentrations, ONOO- peut contrdler directement la mort des cellules par nitration et altérer
les mitochondries (Aulak et al. 2001). Il a été rapporté que I’inhibition des NOS aboutirait a
I’inhibition de la nitration de certaines protéines telles que I’enzyme mitochondriale MnSOD
(Radi 2004). Les sources de superoxyde (O2.-) et de peroxyde d’hydrogéne (H202) peuvent
étre discriminées avec des inhibiteurs de NAD (P)H oxydases, xanthine oxydase, des
découplants de la chaine respiratoire ; si le mécanisme de nitration est dépendant des ONOO-,

il devrait étre inhibé par la superoxyde dismutase (SOD). De fortes concentrations en NO et
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ONOO- inhibent les activités des complexes | et Il dans le complexe respiratoire, 1’ATP
synthase, 1’aconitase, la créatine kinase, la SOD et altere ’ADN et les membranes
mitochondriales, dont le r6le dans la phosphorylation oxydative est primordial (Borutaite et
al. 2000; Brown and Borutaite 2001). Les RNOS (Espéces Reactives de 1’Azote) et ONOO-
peuvent également moduler 1’activité de certaines enzymes, telles que celle du processus
inflammatoire et des fonctions vasculaires, notamment la prostaglandine endoperoxyde
synthase, le cytochrome P450 et le métabolisme de la 5-lipooxygénase (Yamamuro et al.
1975). Bien que le péroxynitrite soit un oxydant fort, il réagit lentement avec la plupart des
molécules biologiques. Il est capable de traverser les membranes cellulaires, en partie a

travers les canaux anioniques (Denicola et al. 1998).

5. Modifications post-traductionnelles des protéines induites par le NO

Comme nous l'avons indiqué précédemment, le NO est une espéce radicalaire. Les études
conduites in vivo deés les années 1990 montrent que le NO et certains de ses dérivés modulent
I'activité de protéines via trois principaux types de modifications post-traductionnelles : la
métal-nitrosylation, la tyrosine nitration et la S-nitrosylation (figure 16) pour revue voir (Hess
et al. 2005).

@ Métal-nitrosylation
M-NO

0,*
ONOO~ «—— ONQOH (trans)

NO,® + HO®

Y
SO0 Qo

®) S-nitrosylation \_ @Tyrosme-nltratlonj

Figure 16: les modifications post-traductionnelles induites par le NO. (1)le radical NO peut
céder un électron et réagir avec les métaux de transition des métalloprotéines. Ce processus
est appelé métal-nitrosylation. (2) la Tyr-nitration dépend de la formation de dérivés du NO,
notamment le peroxynitrite ONOO- formé en présence de [’anion superoxyde (027). (3) la S-
nitrosylation correspond a ['attaque électrophile du cation nitrosium (NO™, résultant de
l"oxydation du NO) sur un groupement thiolate d’un résidu cystéine d’une protéine cible.

(Source :(Besson-Bard et al. 2008)).

59



5.1 La tyrosine nitration

La tyrosine nitration correspond a 1’addition d’un groupement nitrite (NO2+) sur un
résidu Tyrosine, conduisant a la formation de 3-nitrosotyrosine. Cette modification post-
traductionnelle est généralement irréversible (Hanafy et al. 2001). Le groupement NO2+
provient du radical dioxyde d'azote (NOZ2.), un agent oxydant issu de la réaction entre le NO
et 1’02, ou de la décomposition du ONOO— (figure 17). Dans des conditions physiologiques,
I’ONOO- réagit principalement avec le CO2 pour former le radical carbonate (CO3.—) et NO,

et se comporte donc comme un agent de nitration.

© @
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Figure 17: réaction de Tyrosine-nitration. Le NO produit dans les cellules réagit avec les
anions superoxydes pour former des RNS qui sont a l’origine de la nitration des protéines
contenant un résidu tyrosine.

Il a été montré in vivo que la Tyrosine nitration augmente la susceptibilité des
protéines a la protéolyse (Souza et al. 2000) et la plupart des protéines Tyr-nitrées in vivo sont
inhibées par cette modification (Hanafy et al. 2001). La formation de nitrotyrosine a été
observée dans plusieurs contextes pathologiques comme 1’athérosclérose et la myocardite
(Turko and Murad 2002). La nitrotyrosine est utilisée comme un marqueur de formation de
peroxynitrites, de lésions tissulaires ainsi qu’un marqueur de survenue de modifications
fonctionnelles des protéines. En effet, la nitration des protéines et des enzymes entraine une
modification de leur activité catalytique, de leur capacité d’agir comme signal cellulaire ainsi
qu’une modification structurelle du cytosquelette. Par exemple, I’activité de la NOS II est
diminuée par une nitration induite par le ONOO-. Enfin, il faut noter que le NO peut étre a
I’origine de nitration de protéines sans formation d’ONOO-, comme c’est le cas pour les
cyclo-oxygénases.

Il existe actuellement plusieurs études cliniques impliquant I’effet sensibilisateur du
NO aux thérapies anticancéreuses ((Yasuda et al. 2006; Siemens et al. 2008). Ainsi,

I’augmentation des péroxynitrites mitochondriaux via la stimulation de la NOS
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mitochondriale (mtNOS) par le tamoxiféne induit 1’apoptose de cellules cancéreuses
mammaires humaines (Nazarewicz et al. 2007). La nitration peut aussi moduler 1’apoptose
induite par les récepteurs de mort. La nitration de Fas empéche par exemple sa
phosphorylation, inhibant 1’apoptose des cellules Huh 7 en réponse a FasL (Wiseman and
Halliwell 1996).

5.2 La métal-nitrosylation

La métal-nitrosylation est un mécanisme réversible désignant I'établissement d'une
liaison covalente entre le NO et un métal de transition d’une métalloprotéine. En effet, le NO
en tant que donneur d’électron réagit avec les métaux de transition comme le fer, le cuivre ou
le zinc, conduisant a la formation de complexes métal-nitrosyles. C’est le cas dans 1’activation
de la guanylate cyclase soluble (sGC). Plus précisément, le NO établit une liaison covalente
avec le fer héminique de I’enzyme. Ceci s'accompagne d'un changement conformationnel

accélérant formation du GMPc (Ahern et al. 2002).
5.3 La S-nitrosylation
La S-nitrosylation quant & elle, correspond a la formation réversible d'une liaison

covalente entre une molécule de NO et un résidu cystéine (Cys) d’une protéine cible,
conduisant a la formation d’un S-nitrosothiol (S-NO) (Hess et al. 2005) (figure 18).

hitrosothiol

Figure 18 : réaction de S-nitrosylation
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La S-nitrosylation n’a été établie qu’au cours de la dernieére décennie et elle suscite un
intérét grandissant car elle est décrite pour réguler la fonction d’un large spectre de protéines
dans de nombreux types cellulaires. La littérature répertorie aujourd’hui quelques milliers de
protéines pouvant étre S-nitrosylées. En effet, cette modification apparait actuellement, parmi
les modifications post-traductionnelles qui transmettent des signaux cellulaires. On peut donc
comparer I’ampleur de I’influence de la S-nitrosylation a celle de la phosphorylation ou de
I’ubiquitination.

De nombreuses études récentes mettent en exergue le réle de la S-nitrosylation comme
un régulateur des modifications post-traductionnelles des protéines, telles que la
phosphorylation, I’acétylation, la méthylation, la palmitoylation ou encore I’ubiquitination
(Figure 19).

Serine / threonine kinases

Serine / th ine phospt
Tyrosine kinases
Tyrosine phosphatases
Ubiquitylation
Acetylation Ublquityl L
———— Ubiquitylated substrat
fistone deacetylases
E3 ligases
Sumoylation /
Palmitoylation ISGylation
Imitoylated substrates E3 ligases

I1SGylated substrates

Redox modifications
Redox-modified substrates
Redox enzymes

Figure 19: Résumé schématique des principaux mécanismes post-traductionnels
régulés par S-nitrosylation. Source : (Hess and Stamler 2012).
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Le tableau 4 résume quelques protéines S-nitrosylées et ’effet de cette modification

sur leurs fonctions.

£3 ubiquitin sgase Mam2

Vesicle-fusing ATPase

NO synthesis

Heoat shock respons:

Gene regulation

Meoembrane channols

Tableau 4: représentation de quelques protéines S-nitrosylées et leurs fonctions cellulaires.

Source :(Seth and Stamler 2011).

5.4 Régulation de la S-nitrosylation par la dénitrosylation

La liaison S-NO formée par la S-nitrosylation est en effet tres labile, photosensible et

sensible aux variations du statut d’oxydo-réduction de 1’environnement (figure 20). Par

conséquent, la liaison S-NO peut étre réduite par I'action d’agents réducteurs intracellulaires

tels que le GSH et I'acide ascorbique, ou encore par certains ions métalliques réducteurs.

Néanmoins, la dénitrosylation des protéines semble soumise a une régulation tres contrélée.

En effet, des travaux relativement récents suggérent que des enzymes peuvent catalyser la

dénitrosylation de facon spécifique (figure 20). Chez les mammiféres, quelques enzymes

présentant une activité dénitrosylase ont été identifiées. On peut citer une disulfure isomérase,

la xanthine oxydase, une carbonyl réductase, la GSH péroxydase, la superoxyde dismutase et




le systéeme thioredoxines/thioredoxines reductases (Trx/TR) (pour revue, voir (Benhar et al.
2009)).

Par exemple, il a été démontré dans des cellules T humaines engagées en apoptose que
les Trx réduites dénitrosylent la caspase 3. Cette denitrosylation favorise l'activation de la
caspase 3 et induit un processus apoptotique(Benhar et al. 2008). Les événements de S-
nitrosylation/dénitrosylation constituent des processus dynamiques qui font participer les
espéces réactives déerivées du NO, des agents réducteurs et des enzymes impliquées dans le
maintien de 1’état redox de la cellule. L’environnement moléculaire de la Cys réactive et de la
localisation subcellulaire des SNO-protéines permet de réguler les processus de

nitrosyaltion/dénitrosylation.
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Figure 20: (a) Mécanismes de denitrosylation par la thiorédoxine (TRX) et la S-
nitrosoglutathione réductase (GSNOR). (b) autre mécanisme de dénitrosylation médié par la
thioredoxine. Source : (Benhar et al. 2009)

5.5 Régulation des modifications post-traductionnelles par S-nitrosylation

Régulation de la phosphorylation

La régulation par S-nitrosylation des protéines kinases et des phosphatases influence
un grand nombre de voies de transduction de signaux cellulaires a travers la phosphorylation/
déphosphorylation. Dans de nombreux cas, 1’effet de la S-nitrosylation sur 1’activité kinase ou
phosphatase est inhibiteur, par la modification d’un seul résidu Cys. Dans le cas des kinases,

I’inhibition peut étre exercée directement par la suppression de I’activité kinase ou par la
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modulation de son interaction avec son substrat. C’est le cas par exemple dans la voie de
signalisation MAPK impliquée dans I’apoptose induite par le TNFo. En effet, la S-
nitrosylation endogéne de la kinase ASK1 (apoptosis signal regulating kinase 1) sur une seule
Cys inhibe sa liaison a ces principaux effecteurs en aval, MKK3 et MKK®6 (Park et al. 2004).
Ainsi, la S-nitrosylation au niveau de Cys speécifique régulatrice exerce un effet anti-
apoptotique via la modulation de la signalisation séquentielle MAPK (Park et al. 2006).
D’autre serine/thréonine kinases tels que les protéines kinase C, la kinase IxB ou le récepteur
de I’insuline retrouvent leur activité inhibée par S-nitrosylation. Plus récemment, des études
ont montré que 1’activité de la phosphatase PTEN (phosphatase ans tensin homolog), dont le
géne a été identifié comme suppresseur de tumeurs et muté dans de nombreux cancers, est
inhibée par S-nitrosylation. Une augmentation de la S-nitrosylation de PTEN a été observée
dans le cerveau de patients diagnostiqués pour la maladie d’Alzheimer. Ainsi, la S-
nitrosylation semble contrdler au méme titre que la phosphorylation et déphosphorylation, la

signalisation cellulaire.

Régulation de l’acétylation par S-nitrosylation

La S-nitrosylation est décrite pour réguler la liaison, 1’activité, la stabilité ou encore le
ciblage nucléaire de nombreux facteurs de transcription, tels que HIF-1a (hypoxia inducible
factor 1a et P53 (Hess et al. 2005). De plus, la S-nitrosylation de facteurs de transcription a
des sites de liaison a I’ADN ou des sites allostériques peu directement réguler la transcription
de génes au niveau nucléaire. Par exemple, c’est le cas du facteur de transcription NFxB dont
la S-nitrosylation des résidus Cys libres inhibe sa liaison a I’ADN et son activité promotrice et
par conséquence inhibe la transcription de génes dépendant de NFkB. En outre, il est apparu
que la S-nitrosylation peut modifier des mécanismes épigénétiques en régulant 1’acétylation et
la désacétylation des histones. Récemment, 1’équipe de Snyder montre que la S-nitrosylation
de la GAPDH (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase), sur son unique Cys en position
150 au niveau de son site actif, sert de transporteur du signal de S-nitrosylation du cytosol
vers le noyau. lls montrent ensuite que la forme SNO-GAPDH se lie aux substrats nucléaires
dont HDAC2 et la déacétylase de classe Il sirtuin-1, puis leur transfére le groupement NO
par un processus de trans-nitrosylation (Kornberg et al. 2010). Et par voie de conséquence
inhibe ’activité de ses partenaires. Ainsi la S-nitrosylation apparait comme un processus de

régulation dans la stabilité nucléaire et la survie cellulaire.
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Régulation de la S-palmitoylation par S-nitrosylation

La S-palmitoylation est une modification post-traductionnelle qui consiste en 1’ajout
d’un acide palmitique par liaison thioester covalent au niveau des résidus cystéines d’une
protéine. La S-palmitoylation est décrite pour jouer un réle dans les fonctions et propriétés de
nombreuses protéines. Cette modification influence la localisation et la stabilité subcellulaire,
I’interaction protéine-protéine et la propagation du signal (Salaun et al. 2010). Etant donné
que la S-palmitoylation est réversible et dynamique et ne s’opére que sur certains résidus Cys,
de la méme maniére que pour la S-nitrosylation, il a été proposé I’existence d’une compétition
entre ces deux modifications. En effet, il a été montré que 1’utilisation de donneurs de NO
induit une inhibition de la S-palmitoylation du B2-AR (Beta 2 Adrenergic Receptor)
mammifére ainsi que du récepteur a la transferrine (Adam et al. 1999; Baker et al. 2000).
Compte tenu des centaines de protéines qui sont connues pour étre modifiées de fagon
endogene par S-palmitoylation et par S-nitrosylation, les conséquences de leur interaction

peuvent s’avérer importante au sein de la cellule.

Régulation de l'ubiquitination par S-nitrosylation

L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle impliquée dans de nombreux
processus biologiques dont la régulation du cycle cellulaire, I’endocytose des récepteurs, la
dégradation des protéines et la signalisation cellulaire (voir plus bas). La S-nitrosylation a été
décrite comme un inhibiteur de I’activité E3 ligase (une des trois enzymes impliquées dans
I’ubiquitination) des domaines RING finger. En effet, la S-nitrosylation du domaine RING de
la protéine neuronale parkin, ciblant la Cys du domaine BIR (baculoviral inhibitor of
apoptosis repeat motif) et du domaine RING, est augmentée dans des modeles de rongeurs
parkinsoniens ainsi que dans le cerveau de patients atteints de la maladie sporadique de
Parkinson, ce qui a pour conséquence d’inhiber son activité (Chung et al. 2004; Yao et al.
2004). Dans le cas de la protéine XIAP (X linked inhibitor of apoptosis protein), la S-
nitrosylation qui cible les résidus Cys des domaines RING inhibe la dégradation par le
protéasome de la protéase pro-apoptotique caspase 3. De plus, la S-nitrosylation de son
domaine BIR entraine le relargage de la caspase 3 et désinhibe XIAP liée a la caspase 3, ce

qui a pour conséquence d’entrainer la mort cellulaire.
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Aussi, il a été montré un taux élevé de SNO-XIAP dans le cerveau de patients atteints de
maladies neurodégénératives (Tsang et al. 2009; Nakamura et al. 2010). Reynaert et
collaborateurs montrent que la S-nitrosylation de IKKB (kB kinase B) sur sa Cys-179 inhibe
la phosphorylation de IkB (inhibitor of NFkB), régulant ainsi 1’adressage au protéasome des
facteurs de transcription NFxB et 1kB (Reynaert et al. 2004). Il existe plusieurs centaines
d’E3 ligases au sein du régne mammifére, qui sont réparties entre au moins quatre classes
mécanistiques distinctes. Les données concernant 1’influence de la S-nitrosylation sur la
fonction des enzymes de la voie de 1’ubiquitine, qui possédent des fonctions thiols ou des
résidus Cys au niveau de leur site actif, reste peu exploré. Compte tenu du role possible de la
S-nitrosylation dans la régulation de la signalisation et de la dégradation protéique médiée par
I’'ubiquitine, nous avons porté notre intérét sur la compétition entre ubiquitination et S-

nitrosylation.

IVV. Ubcl3 : ubiquitin conjugating enzyme (E2N)

1. Signalisation des ubiquitine enzymes

L’ubiquitination nécessite plusieurs étapes conduisant a la fixation covalente rapide et
réversible d’une molécule d'ubiquitine (Ub) sur le groupe g-amino d’un résidu lysine (K ou
Lys) des protéines cibles et régule divers processus cellulaires (Weissman et al. 2011). La
découverte de cette petite protéine cellulaire eucaryote ubiquitaire a value 1’attribution du prix
Nobel de chimie & Avram Hershko, Aaron Ciechanover et Irwin Rose en 2004. Cette réaction
fait intervenir une cascade enzymatique séquentielle impliquant trois classes d'enzymes : une
enzyme d'activation de 1’Ub (E1), une enzyme de conjugaison de I’Ub (E2 ou Ubc), et une
ligase de I’Ub (E3). L'enzyme E1 active l'ubiquitine dans un contexte dépendant de I'ATP et
transfere I'ubiquitine activée a une enzyme E2 par la formation d'une liaison thioester entre
I'extrémité carboxy-terminale du résidu glycine (C ou Gly) de l'ubiquitine et la Cys de site
actif de I'E2, pour générer un conjugué E2 et Ub thioester (notée E2 ~ Ub). L’E2 peut alors
transférer directement 1’Ub sur la protéine substrat ou coopere avec une E3 pour attacher
I'ubiquitine a un résidu lysine de la protéine substrat. L’ubiquitine elle-méme peut servir de
substrat et le procédé peut se répéter plusieurs fois, conduisant a la formation de chaines de
polyubiquitine. (Weissman et al. 2011; Wenzel et al. 2011). Ces enzymes facilitent la liaison

de 'ubiquitine a la protéine cible. L’intervention d’une enzyme E4 dans la formation de

67



chaines de polyubiquitines de plus de quatre unités d’Ub a été décrite (Koegl et al. 1999)
(Figure 21).

Substrat

Figure 21: cascade enzymatique d’ubiquitination. L ubiquitine est d’abord activée par
[’enzyme d’activation E1 de facon ATP dépendante pour pouvoir étre transférée sur l’enzyme
de conjugaison E2. L’ubiquitine est ensuite transférée soit directement sur son substrat par
[’E2 soit sur une enzyme de liaison E3 pour finalement étre transférée au substrat.

Comme l'ubiquitine posséde sept résidus lysine (K6, K11, K27, K29, K33, K48, K63)
et que chacune peut se conjuguer a une autre ubiquitine, des chaines d'ubiquitine de liaisons
différentes avec des propriétés fonctionnelles distinctes peuvent étre formées dans des
cellules. Les fonctions physiologiques de la polyubiquitination en K48 suivi de celle en K11
et K63 respectivement sont les mieux décrites, contrairement a celle en K6, K27 et K33
(Adhikari and Chen 2009) (Figure 22).
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Figure 22: structure schématique de 1’ubiquitine et des différentes chaines engendrées ainsi
que leur implication en physiologie animale.

Une activité E3 ligase impliquée dans la polyubiquitination en K6 a été décrite dans la
formation du complexe formé du suppresseur de tumeur BRCAL et de BARD1 mais sa
fonction est inconnue (Wu-Baer et al. 2003). L’ubiquitination en K11 semble étre impliquée
dans la dégradation protéique associée au réticulum endoplasmique, alors que celle en K29
semble étre impliquée dans la dégradation protéique lysosomale (Adhikari and Chen 2009).
La polyubiquitination sur la lysine 48 (K48) cible typiquement les substrats a la dégradation
par le protéasome 26S et est essentielle aux fonctions cellulaires puisque la surexpression
d’une forme mutée de 1’ubiquitine K48R dans les cellules est 1étale (Adhikari and Chen
2009). De facon générale, les substrats de cette modification sont les protéines aberrantes ou
mal repliées qui interviennent dans la régulation de facteurs de transcription et de régulateurs
du cycle cellulaire. Tandis que la poly-ubiquitination sur la lysine 63 (K63) est principalement
impliquée dans des fonctions indépendantes du protéasome. Elle est largement décrite dans la
formation de complexes protéiques impliqués dans la signalisation de survie cellulaire (NF-
kB), la réparation de I'ADN, la transduction de signaux cellulaires, I’endocytose de
récepteurs, 1’inflammation, I’hématopoicse ou la localisation cellulaire des protéines (Panier
and Durocher 2009; Liu and Chen 2011).
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La diversité des processus initiés suivant le type de liaison rencontré est le résultat de
différentes conformations adoptées par les chaines d’ubiquitines. En effet, la liaison en K48
engendre une conformation dite fermée tandis que celle engendrée par la K63 est dite

conformation ouverte (Pickart and Fushman 2004).

Les roles fonctionnels de I’ubiquitination et de la polyubiquitination sont dépendants
de leur reconnaissance par des domaines de liaison a 1’ubiquitine (UBDs). A ce jour, prés
d’une vingtaine de domaines de liaison sont connus dont ubiquitin interacting motifs (UIM),
ubiquitin-association (UBA) et ubiquitin E2 variant (UEV). De plus, comme pour les
processus de phosphorylation / déphosphorylation, [1’ubiquitination est régulée
physiologiquement gréce a I’intervention de plusieurs enzymes désubiquitinylante (DUB). On
répertorie dans la littérature pres de 100 DUB (Skaug et al. 2009).

2. Pathologies associées au systéme d’ubiquitination

L’ubiquitination est décrite pour étre impliquée dans de nombreux processus
cellulaires. De nombreuses pathologies sont actuellement décrites pour étre associées a une
dérégulation du systéme d’ubiquitination. On peut compter des pathologies telles que les
cancers, les infections microbiennes, les maladies auto-immunes (diabéte de type 2) ou encore
les maladies neurodégénératives (Schmitt 2006). C’est pourquoi le bon fonctionnement de
cette modification post-traductionnelle dans les voies de signalisations moléculaires est
primordial afin d’assurer ses fonctions biologiques. Par exemple, ce processus est impliqué
dans I’endocytose des récepteurs, et par conséquent dans la régulation de I’activation des
voies de signalisation. En effet, lors de I’activation du récepteur a I’EGF (epidermal growth
factor), la transphosphorylation des résidus tyrosines dans sa partie cytoplasmique induit le
recrutement de protéines contenant des domaines SH2 dont la E3 Cbl (Casitas B-lineage
lymphoma protooncogene). Cbl est responsable de la monoubiquitination de ’EGFR qui est
par la suite reconnu par des protéines contenant un domaine UIM dont Epsin et EPS15
impliquées dans des phénomenes de remodelage membranaire et d’endocytose (Seet et al.,
2006). Une dérégulation de ce processus cellulaire entrainerait une hyper activation de
I’EGFR ce qui induirait une croissance cellulaire incontrolée. La diversité des interactions
existantes entre les E2 et les E3 ainsi que la formation des différentes chaines de
polyubiquitines possibles sur les protéines augmentent la complexité des recherches

entreprises sur cette modification post-traductionnelle.
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Ainsi, le r6le de 1’ubiquitination dans le contrdle de la prolifération cellulaire en fait un
candidat de choix dans 1’é¢tude de la cancérogénese. Des études récentes montrent
I’implication de 1’ubiquitination dans la dégradation du suppresseur des tumeurs p53, un
facteur de transcription qui se retrouve impliqué dans prés de la moitié des cas de tumeurs
observées. Dans une cellule normale en 1’absence de tout stress, la liaison de la E3 ligase
MDM2 & p53 induit sa dégradation par le protéasome (Petroski 2008). Ainsi, un déficit dans
le processus menant a I’ubiquitination de p53 augmente sa stabilité et influence la régulation
du cycle cellulaire. Cette modification est également utilisée par certains pathogenes afin de
contourner le syst¢tme immunitaire de 1’hote. Par exemple, suite a I’infection d’une cellule par
le virus de I’herpes, celui-ci utilise la machinerie cellulaire de I’héte pour induire la synthése
de deux ubiquitine ligases, K3 (MIR1) et K5 (MIR2). L’expression et 1’activité de ces
protéines entrainent une diminution de 1’expression des récepteurs membranaires des cellules
immunitaires de I’hdte. Par exemple, une récente étude montre 1I’implication des E2 Ubc13 et
UbcH5bt dans la diminution de 1’expression des molécules du CMH (complexe majeur
d’histocompatibilité) de classe 1 par K3 (Petroski 2008).

Actuellement, le Velcade est le seul médicament mis sur le marché qui cible cette
modification post-traductionnelle. Il s’agit d’un inhibiteur réversible de [I’activité
chymotrypsine du protéasome 26S utilisé dans le traitement contre les myélomes multiples
(Nalepa et al. 2006). Ainsi, ce composé pharmacologique interféere au niveau de la
dégradation des protéines polyubiquitinées en K48 via le protéasome. Une nouvelle drogue, la
Nutlins, fait actuellement 1’objet d’un essai clinique de phase I/Il. Ce traitement est décrit
pour interférer avec 1’ubiquitination de p53 via MDM2 ce qui engendre I’apoptose des

cellules tumorales (Petroski, 2008).

3. Caractéristiques d’Ubc13

Comme décrit précédemment, les E2 sont impliquées dans la réaction intermédiaire du
processus d’ubiquitination. Elles catalysent la réaction de transfert de I’ubiquitine a une E3
(HECT) ou directement sur le domaine RING d’une protéine cible. La E2, Ubc13, fait I’objet
d’un intérét grandissant depuis la derniére décennie. En effet, son role dans de nombreux
processus physiologiques a été décrit, notamment dans la régulation du cycle cellulaire, dans

la réaction inflammatoire et la réparation de I’ADN (figure 23).
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Figure 23: principales fonctions physiologiques d’Ubcl13. Ubcl3 est impliquee dans de
nombreux processus physiologique tels que la mort par apoptose, la régulation de la
transcription, le cycle cellulaire, a survie cellulaire, la réparation de I’ADN ou encore la
transduction de signaux cellulaire.

Pour étre active, Ubc13 nécessite la présence de cofacteur enzymatique, nommés Ubc
variants, dont la structure est similaire a la E2 mais ne possedent pas de résidus Cys actif,
responsable de I’activité enzymatique. Ainsi, ces cofacteurs ne peuvent pas catalyser par eux-

mémes la polyubiquitination en K63.

3.1 Régulation de P’activité d’Ubc13

A ce jour deux cofacteurs d’Ubc13 impliqués dans son activation sont décrits, MMS2
et UevlA. Ces deux cofacteurs possédent une homologie de structure de 90%. Ubcl3 est la
seule enzyme de la famille des E2 décrite pour étre spécifique de la formation de chaines de
polyubiquitine en K63 di & sa conformation adoptée lors de la liaison & son cofacteur
permettant la liaison de la K63 de 1’ubiquitine au niveau de la Cys du site actif. Cependant,
Anderson et collaborateurs montrent que la réponse cellulaire engendrée est dépendante du
complexe Ubcl3-cofacteur (MMS2 ou UevlA) impliqué dans 1’élongation de la chaine
d’ubiquitine (Andersen et al. 2005). En effet, la liaison de MMS2 a Ubcl3 semble étre

impliquée dans la réparation de I’ADN tandis que sa liaison a UevlA serait impliquée dans
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I’activation du facteur de transcription NF-kB. D’autres travaux confirment I’implication
d’Ubc13 dans la régulation du cycle cellulaire en modulant la localisation nucléaire de la
protéine suppresseur de tumeur p53 (Topisirovic et al. 2009) et I’activation des MAP kinases
(Yamamoto et al. 2006), (Laine et al. 2006).

I1 a également été montré le role d’Ubcl3 dans 1’ubiquitination des protéines TRAF.

En effet, l'ubiquitination des protéines TRAF est considérée comme important pour
I’activation des voies de signalisation des MAPK et de NF-kappa B dépendante des récepteurs
TNFR-, TLR-, IL-1R. Ubcl3 est décrite pour jouer un role dans ces voies de signalisation.
Toutefois, de nouvelles données indiquent que 1’ubiquitination de TRAF6 et l'activation de
NF-kappa B sont possibles méme en l'absence d’Ubc13. En revanche, Ubc13 semble jouer un
role important pour l'ubiquitination d’IKKgamma et l'activation des MAP Kkinases. Les
événements indépendants d’Ubcl3 permettent

e v l'activation de NF-kappa B malgré une

,
| ..

" N\

réduction  d’ubiquitination  d’IKKgamma.

Ainsi, l'activation d’IKKgamma peut se faire
de facon Ubcl3-dépendant et Ubcl3
indépendant, ce qui active des voies de

signalisation distinctes en aval (Figure 24).
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Les protéines cibles d’Ubcl3 ne sont pas encore toute connues et de nombreuses
recherches restent & étre réalisées afin de mieux comprendre son implication dans la survie
cellulaire. Néanmoins son role dans les voies de signalisation dépendantes du facteur de
transcription NFkB fait I’objet de nombreuses études (Andersen et al. 2005; Syed et al. 2006;
Yamamoto et al. 2006).

3.2 Importance du facteur de transcription NFxB

Le nom NF-«B est utilisé pour désigner un homo- ou hétérodimére de protéines de la
famille Rel. Cette famille est trés conservée au cours de 1’évolution et comprend 5 protéines
(p50, p52, p65 (ou RelA), c-Rel, et RelB) qui partagent en N-terminal un domaine
d’homologie Rel, d’environ 300 acides aminés (Figure 25). Ce domaine d’homologie ou RHD
(Rel Homology Domain) est responsable de la dimérisation de ces protéines, de leur
interaction avec leurs inhibiteurs naturels de la famille IkB, et de leur liaison a I’ADN. Les
protéines RelA (p65, NF-kB3), Rel (c-Rel) et RelB comprennent, en plus de leur domaine
RHD, un ou plusieurs domaines d’activation transcriptionnelle TAD (Transcription
Activation Domain) en C-terminal. Elles sont capables de former des homo- ou
hétérodimeéres. Les protéines p50 (NF-xB1) et p52 (NF-kB2) sont produites sous forme de
précurseurs, p105 et p100 respectivement, qui contiennent dans leur domaine C-terminal 5a 7
répétitions d’un motif ankyrine inhibiteur. Ces protéines actives sont produites soit par arrét
de la traduction, soit par protéolyse limitée. Les protéines p50 et p52 ne contiennent pas de
domaine TAD d’activation transcriptionnelle et doivent former des diméres avec p65, Rel ou
Rel-B pour avoir une activité de facteur de transcription (Li and Stark 2002). L’expression des
sous-unités p65 et p50 est ubiquitaire, alors que celle des autres protéines Rel est en général
restreinte a des types cellulaires différenciés (Edwards et al. 2009). Ainsi, la combinaison
dimérique la plus fréguemment rencontrée, et qui est généralement nommeée NF-«xB, est la
combinaison p65/p50 (pour revue (Hayden et al. 2006; Hayden and Ghosh 2011).
Physiologiquement, le facteur de transcription NF-kB est retrouvé activé dans I’homéostasie,

notamment pour le renouvellement cellulaire.(Martinka and Bruggeman 2006)
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Figure 25: les protéines de la famille Rel/ NFxB et leurs inhibiteurs naturels 1kB chez le
mammifere. D aprés (Hayden and Ghosh 2011).

Le facteur de transcription NF-kB contréle I'expression d'un grand nombre de genes
impliqués dans la prolifération cellulaire, la survie, la réponse au stress, I'angiogenese ou
I'inflammation (Hacker and Karin 2006) (Hayden and Ghosh 2008). L’activité de NF-kB est
largement régulée par de multiples voies de signalisation, et son activation anormale a été
montrée liée au développement et a la progression de nombreux cancers (Staudt 2010).
L'activation constitutive de NF-xB a été observée, par exemple, dans les lymphomes B non
Hodgkinien avec plus de 90% des tumeurs présentant une localisation nucléaire de NF-xB,
marque de son activation. (Honma et al. 2009). Un rdle important des sites de liaison a NFxB

dans I’induction de I’activité promotrice de la NOS II a été rapporté notamment dans des

cellules murines (Lorsbach et al. 1993; Goldring et al. 1996; Wu et al. 1998).

NFxB est présent dans le cytosol sous forme de complexe inactif IkB-NFxB. Ce
complexe est phosphorylé par les IxB kinase (IKK) aprés une activation par des stimulateurs
comme des LPS ou de I’'IFNy, ce qui facilite la translocation de NF«B libre du cytosol au
noyau et 1’induction de 1’expression du géne de la NOS Il (Obermeier et al. 1999). Cette
phosphorylation d’IxB et 1’activation des protéines Rel peuvent se faire soit par la voie
canonique ou classique, soit par la voie alternative (Figure 26). Ces deux voies se distinguent

par les triméres d’IKK mis en jeu, et par conséquent par les diméres de NF-«B activés.
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Voie classique

La voie classique (voie canonique) est induite par de nombreux médiateurs de la
réponse innée et adaptative tels que les cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-1pB), les
TLRs, les récepteurs d’antigénes (TCR, BCR), et les LPS (lipopolysaccharides). La
phosphorylation critique de IkB est créée par le complexe IKK (IKKo/IKKB/NEMO),
conduisant & sa dégradation complete par le protéasome (Karin 1999; Gilmore 2006). Le
complexe NF-kB (p65/p50) est alors libéré de son inhibiteur IkB puis est transloqué du
cytosol vers le noyau ou il active ses genes cibles. Un des génes cibles de NF-kB est IkBa.
IxBa néo-synthétisé migre alors dans le noyau pour se lier a NF-xB, le complexe IkBa /NF-
kB migre ensuite vers le cytoplasme grace au signal d’export nucléaire de IxkBa (Hayden and
Ghosh 2011). Dans la voie classique, IKK[ est nécessaire et suffisant pour phosphoryler IkBa
(Ser32 et Ser36) et IkBp (Serl9, Ser23) (Hatada et al. 2000).

Voie alternative

La voie alternative (voie non canonique), dite « indépendante de NEMO », joue un
role important dans le développement et I’homéostasie des organes lymphoides secondaires et
dans I’'immunité adaptative. En effet, suite a des stimuli, tels que la fixation du ligand de
CD40, BAFF (B-cell Activating Factor), ou de la lymphotoxine B, la protéine kinase NIK
(Nck Interacting Kinase) est activée et phosphoryle I’homodimeére IKKa. IKKa phosphoryle a
son tour le précurseur p100 qui est ensuite ubiquitiné par le complexe SCF et partiellement
dégradé par le protéasome libérant ainsi des complexes fonctionnels de type p52/RelB et
p52/RelA. Enfin, ces complexes sont redirigés vers le noyau pour activer la transcription des

genes de la réponse kB (Weil and Israel 2006).

En dehors de ces deux voies, il existe d’autres systémes activant NF-kB de fagon
indépendantes des IKK. Ces systemes font notamment intervenir la voie des MAP Kinase en
particulier la p38 MAP kinases (Ben-Neriah and Schmitz 2004; Gilmore 2006). Il a également
été décrit que le peroxyde d’hydrogene (H202) augmente la dégradation d’IkB, activant ainsi
la voie NFkB et induisant 1’expression de la NOS II dans des macrophages (Bowie and
O'Neill 2000). La lactacystine ou le MG-132 empéche I’induction de la NOS II en bloquant la
dégradation de IxB (Musial and Eissa 2001), confirmant 1I’importance de NFkB dans la

régulation de la production de NO par la NOS II.
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Figure 26: les principales voies de signalisation de NF«xB. D aprés (Sakamoto and Maeda
2010).

Ainsi, compte tenu de I’implication dans les voies de signalisation qui convergent a
I’activation de NF-kB et compte tenu de la fonction in vivo d’Ubcl3, le potentiel de cibler

cette enzyme E2 et ses protéines cibles dans notre modéle est proposé.

On peut conclure qu’a travers les différentes études décrites plus haut que 1’augmentation du
taux et de la durée de la production du NO joue un rdle primordial dans la régulation des
processus carcinogenes. L’altération du statut redox et les modifications du pattern
transcriptionnel induit par le NO dans les cellules cancéreuses augmente la mort cellulaire et
exerce des propriétés antinéoplasiques. Dans ce sens, plus de travaux devraient étre conduits
dans le but d’identifier les conditions temporelles, spatiales, et les concentrations de la
production du NO qui exerceraient le maximum d’activité anti-tumorale aussi bien pour une

utilisation comme monothérapie ou combiné a des traitements chimio-thérapeutiques.
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CADRE ET OBJECTIFS DU TRAVAIL

Chez la femme, le cancer du sein représente la moitié des cas de cancers enregistrées
ces 25 derniéres années (Lévéque et al., 2008). Ce cancer touche prés de 46 000 femmes
chaque année en France et est responsable de 12 000 déces par an. Les traitements de
référence sont: la chirurgie, la radiothérapie locorégionale et / ou la curiethérapie qui
complétent le geste chirurgical, soit en amont, soit en aval, et enfin, la chimiothérapie qui est
utilisée seule ou associée a la chirurgie. Malgré tous ces traitements, des métastases se
développent, d’abord au niveau pulmonaires puis osseux et enfin plus généralisées, d’ou la

nécessité de mettre au point de nouveaux traitements (Morris et al., 2009).

Depuis plusieurs années, nos travaux portent sur la sensibilisation a la mort de
différents types de cellules cancéreuses par le monoxyde d’azote ou NO. Le NO peut-étre
endogéne, c’est-a-dire produit par les NO synthases (NOS) des cellules ou il peut étre
exogene, apporter par des donneurs de NO. Chez I’homme, il est connu qu’une des trois NOS,
la NOS inductible ou NOS 1l peut étre exprimée dans les cancers de la téte et du cou, de
I’ovaire, du colon ainsi que dans les cancers du poumon et du sein. Notre équipe a ainsi
montré que dans le cancer du sein, les tumeurs qui expriment le plus la NOS Il sont celles
dont les cellules tumorales proliférent le moins et dont le grade est le plus bas (Onier et al.,

1999).

Dans 1’équipe nous utilisons un lipide A de synthése, ’OM-174 (OM Pharma,
Genéve) qui entre autres activités induit la production de monoxyde d’azote (NO). Depuis
quelques années, notre groupe étudie I’activité antitumorale de I’OM-174, notamment dans un

modéle de cancer colique chez le rat (Onier et al. 1999).
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Les cellules cancéreuses coliques PROb injectées a des rats BDIX syngéniques
induisent des carcinomatoses péritonéales a tous les animaux. Sans traitement tous les rats
meurent de leurs tumeurs en 6 a 7 semaines. Un traitement par I’OM-174 guérit 90 a 100 %
des rats porteurs de carcinomatoses (Onier et al., 1999). Nous avons également montré

I’activité antitumorale de ’OM-174 dans un modéle de mélanome B16 (Gautier et al, 2010).

L’objectif de mon travail de thése a donc été de valider ’activité antitumorale du
lipide A dans un modéle de cancer mammaire chez la souris et d’étudier les mécanismes

moléculaires a ’origine de cet effet.

Dans ce travail de these, nous avons cherché dans un premier temps, a valider
I’activité anti-tumorale du lipide A dans un modéle de cancer mammaire murin syngénique de
la souris Balb/c utilisant la lignée EMT-6H. Ce clone a été obtenu dans notre laboratoire par
dilution limite a partir de la lignée mére EMT-6 et sélectionné sur la base de la faible réponse
a I'll-1B, en terme d’expression de la NOS II et de la tumorigénicité. Ce clone répond
faiblement a I’'IL-1p, un activateur de la NOS II, et est fortement tumorigéne (Gauthier et al,

2004).

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié les mécanismes moléculaires
responsables de I’activité antitumorale du lipide A, aussi bien in vitro qu’in vivo. L’étude des
mécanismes impliqués nous a conduits a nous intéresser au role des Toll-like receptors (TLR)
en ’occurrence le TLR4 (récepteur du lipide A) et de la NOS Il dans cet effet. Une
collaboration a été mise en place avec I’équipe de Jean-Luc Boucher (Laboratoire de Chimie
et Biochimie Pharmacologiques et Toxicologiques, UMR 8601, Université Paris Descartes)
pour analyser le role des facteurs influencant ’activité des NOS Il. Nous nous sommes

également intéressés a I’implication des modifications post-traductionnelles des protéines
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induites par le NO telles que la S-nitrosylation (fixation d’un radical NO sur un résidu
cystéine spécifique d’une protéine).

Pour cela, un des objectifs du travail, a savoir I’identification de protéines S-
nitrosylées par le NO, a été réalisée en collaboration avec la plateforme protéomique CLIPP

de I’université de Bourgogne.
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CHAPITRE Il : RESULTATS

Présentation de I’article : le déecouplage enzymatique de la NO
synthase inductible dans les cellules tumorales induit la
production de péroxynitrites qui module la mort induite par un
agoniste de TLRA4.

Dans notre laboratoire, il a ét¢ montré qu’un analogue de lipide A : ’OM-174 était
pourvu d’une activité anti-tumorale dans un modele de cancer colique chez le rats BDIX
(Onier et al. 1999). La régression tumorale observée a été corrélée a 1I’expression de la NOS 11
et a la production de NO' dans les tumeurs. Un effet anti-tumoral de ce lipide A a également
été observé dans un modéle de cancer mammaire chez la souris ; les cellules cancéreuses
mammaires EMT-6H injectées dans la veine caudale de souris Balb/c allant induire la

formation de nodules pulmonaires.

Dans ce modéle I’effet anti-tumoral du lipide A est dépendant du NO produit par les
cellules tumorales. Ceci a été montré en utilisant des souris Balb/c déficientes pour le gene de
la NOS 11, chez qui le traitement est aussi efficace que chez les souris sauvages. De plus,
I’injection d’un inhibiteur spécifique de la NOS Il qui ne peut agir que sur les cellules

tumorales inhibe I’efficacité du traitement.
A ce stade des travaux du laboratoire deux hypothéses prévalent :

e un effet indirect du lipide A sur la mort cellulaire passant par les cellules TLR4+ de la
souris.

e un effet indirect associé a un effet direct du lipide A sur les cellules tumorales.

Nous avons donc décidé d’étudier ces hypothéses. Pour ce faire, nous avons utilisé

différentes approche in vitro et in vivo.

Ainsi dans ce travail, nous montrons que le lipide A n’induit pas seul I’expression de

la NOS Il et la production de NO- par les cellules EMT-6H et il n’est pas toxique pour les
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cellules. Il est connu que les cytokines induisant I’expression de la NOS II et la production de
NO' sont I’IL-1B, le TNFo et I’IFNy. Il est également connu que pour activer la cytotoxicité
des macrophages il faut associer LPS et IFNy. Nous avons donc testé la combinaison lipide
A/IFNy. L’IFNy seul n’a pas d’effet sur I’expression de la NOS II, la production de NO' ni
d’effet cytotoxique. Par contre la combinaison lipide A/IFNy induit I’expression de la NOS 11,
la production de NO' et une cytotoxicité. L’IFNy apparait donc comme un médiateur de la
réponse anti-tumoral du lipide A. Nous nous sommes demand¢ si I’'TFNy agit directement sur
les cellules tumorales. Ainsi, I’inhibition de 1’expression du récepteur 2 a I’'IFNy (IFNR2)
annule I’efficacité du lipide A in vivo mais également in vitro puisque les cellules mutées ne
sont alors plus capable d’induire I’expression de la NOS Il, ni de produire de NO en réponse
au lipide A. Ces résultats laissent penser que la production de NO" des cellules tumorales est

cytotoxique.

Cependant, il a été montré que le NO' a la concentration produite par la NOS II,
donnant 20 a 40 UM de nitrites, n’est pas cytotoxique. Par contre il sensibilise les cellules
EMT-6H a l’effet de Fas-L. Il est donc possible que I’'I[FNy agisse en augmentant la
production de NO et/ou en induisant la production d’un second facteur cytotoxique en

présence de NO'.

Les recherches en cours dans le laboratoire nous ont conduits a chercher la production
de ROS. En effet, il est connu que le NO' en présence d’anions superoxydes donne des
peroxynitrites fortement cytotoxiques (Pacher et al., 2007). Nous montrons que ni le lipide A,
ni 'I[FNy seuls n’induisent de production de ROS contrairement a la combinaison lipide
A/IFNy. Nous avons également montré que seuls, le lipide A et ’'IFNy n’induisent pas la
production de peroxynitrites contrairement a leur combinaison. Puis nous avons montré que
ces peroxynitrites sont cytotoxiques puisque leur élimination inhibe I’effet cytotoxique de la

combinaison lipide A/IFNy.

Nous avons donc montré que I’effet toxique de 1’association lipide A/IFNy est dd a la
production de NO' et O,- dont la présence simultanée provoquerait la production de

peroxynitrites dont nous avons Vérifié la formation et la cytotoxicité.

Ces résultats posent la question de savoir qui produit les Oy- sous I’effet de la
combinaison lipide A/IFNy. Nous avons suivi deux voies pour répondre a cette question. La

premiere a consisté a inhiber de facon spécifique la NOS 1l et les résultats montrent qu’une
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telle inhibition annule la production d’0O2-. La seconde voie consiste & inhiber les autres
enzymes de la cellule capable de produire des O;-, nous avons abandonné cette voie car les
résultats étaient peu reproductibles.

La question de la mise en place de ce mécanisme d’action in vivo se pose alors. Pour
répondre a cette question, nous avons mis en evidence que le lipide A agit sur les cellules
EMT-6H par I’intermédiaire des récepteurs au lipide A, le TLR4. Nous avons cherché a
empécher 1’expression de TLR4 par les cellules EMT-6H de fagon stable pour injecter les
cellules génétiqguement modifiées in vivo et vérifier ’effet anti-tumoral de ’OM-174. Nous
avons eu recours a des stratégies d’ARN interférence (siRNA et shRNA) afin d’éteindre
I’expression de TLR4 & la surface des cellules EMT-6H. Nous avons obtenu des clones
cellulaires se comportant comme un dominant négatif pour TLR4 qui n’exprime plus la NOS
Il et ne produit plus de NO' en réponse a la combinaison lipide A/IFNy. Ces clones ont donc
¢té injectés dans des souris Balb/c pour tester ’inefficacité du traitement par lipide A. Cette
premiére expérience nous a permis de montrer que 1’efficacité du traitement par le lipide A in

Vivo est dépendante d’un TLR4 intact a la surface des cellules tumorales.

Le fait de montrer que les cellules EMT-6H n’exprimant plus le récepteur TLR4, ne
répondent plus au lipide A laisse penser que le lipide A agit in vivo directement sur les
cellules tumorales. Nous avons Vérifié cette hypothese en mesurant la présence du lipide A
par le dosage du B-hydroxymyristate au sein des nodules pulmonaires de souris traitées par le
lipide A et confirmons la présence de ce résidu lipidique. Le B-hydroxymyristate est un
constituant spécifique des bactéries a Gram négative et du lipide A. Nous confirmons
également par immuno-histochimie la fixation du lipide A sur les cellules tumorales a ’aide
d’un anticorps dirigé contre ce lipide A. Si ce dernier atteint les nodules pulmonaires et agit
directement sur les cellules tumorales en association avec I’IFNy dont il aura induit la
production par les cellules TLR4+ de la souris, nous devrions obtenir dans les cellules
tumorales in vivo I’expression de la NOS 11, la production de NO', d’O- et de peroxynitrites.
La production de peroxynitrites a également été vérifiée en cherchant la formation de
protéines nitrosées dans les tumeurs. Une augmentation de la présence de O2'- sur des coupes
de poumons de souris traitées par le lipide A a également été obtenue en comparaison a celles

de souris traitées par du sérum physiologique.

Apres avoir montré que c’est bien la NOS II qui induit la production de NO' et Oy,

nous avons ¢étudi€¢ la question du mécanisme. En effet, on sait qu’en milieu acellulaire, les
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NOS produisent du NO* en présence de leurs cofacteurs tel que BH4 et leur substrat, L-
arginine (Alderton et al., 2001). Il a été montré qu’en absence de BH4 et/ou de L-arginine,
elles produisent des O2-. Il a également été montré, en milieu acellulaire, que les NOS
peuvent produire du NO et des O2- mais ceci n’est pas connu, in vivo, dans les cellules
tumorales. 1l faudrait supposer que la combinaison lipide A/IFNy induise une diminution de
L-arginine en diminuant la disponibilité du cofacteur BH4. Ainsi nous montrons par HPLC
une diminution de la quantité d’arginine dans des lysats cellulaire traités par la combinaison
contrairement a des lysats non traités. Un premier dosage de la disponibilité du cofacteur
enzymatique BH4 ne révéle aucune différence. Nous montrons également que cette
diminution n’est pas du a la dégradation de la L-arginine par I’arginase puisque lorsqu’on

mesure son activité, elle reste inchangée suivant les différents traitements.

Ainsi, ces travaux montrent que I’analogue de lipide A présente un effet antitumoral
dd a la production d'IFN y par les cellules du systeme immunitaire dans un modéle de tumeurs
mammaires chez la souris. Cet effet nécessite I’expression des récepteurs TLR4 et IFNR2 a
la surface des cellules tumorales. L'association de I'ALA et I'IFN vy entraine le découplage
enzymatique de la NOS II qui produit alors a la fois du monoxyde d’azote et des anions
superoxydes. Ces deux entités réagissent ensemble pour former peroxynitrites responsables de

la mort des cellules tumorales et de I'effet anti-tumoral observé in vivo.

84



Uncoupled inducible nitric oxide synthase in tumor
cells produces peroxynitrite to mediate the
antitumoral response induced by TLR4 agonist

Article soumis dans la revue Cancer Cell.
Myriam Lamrani®, Nejia Sassi®, Catherine Paul, Nolwenn Gauthier, Jean-Luc Boucher®, Jérome Labbé,
Cédric Seignez, Cindy Racoeur, Anne Athias’, Romain Guerreiro®, Catherine Vergely®, Luc Rochette®,

Ali Bettaieb, Jean-Francois Jeannin®

EA 7269 Ecole Pratique des Hautes Etudes-Université de Bourgogne, INSERM U 866, 7 boulevard

Jeanne d’Arc, 21000 Dijon France
# equal contribution to the manuscript

® UMR Laboratoire de Chimie et Biochimie Pharmacologiques et Toxicologiques, UMR 8601 CNRS,

University Paris Descartes, 45 rue des Saints Peres, 75270 Paris, France.
“INSERM U 866, 7 boulevard Jeanne d’Arc, 21000 Dijon France.

Y BioGéoSciences UMR 6282, 6 boulevard Gabriel, 21000 Dijon France.
¢ corresponding author

Contact: jean-francois.jeannin@u-bourgogne.fr, fax: 33 3 80 39 34 34

Running title: TLR4 as death receptor

85


mailto:jean-francois.jeannin@u-bourgogne.fr

SUMMARY

An analog of lipid A (ALA) exhibited an antitumor effect due to IFNy production in a model of mice
mammary tumors. This effect required TLR4 and IFNR2 in tumor cells. The association of ALA and
IFNy uncoupled NOSII activity so it produced both NO and superoxides that reacted together to form

peroxynitrites responsible for the tumor cell death and antitumor effect in vivo.

SIGNIFICANCE

It is hypothesized that immunotherapy with BCG or ALA consists in providing tumor
antigens, activating antigen-presenting cells and contributing to a favorable microenvironment
for development of an adaptive immune response. We show in vitro and in vivo how TLR4
activation by ALA Kills tumor cells which is the first step in antigen supply, and induces
tumor regression. This study reveals the involvement of NOSII uncoupling in tumor cell death

and immunotherapy. Therefore, TLR4 is not only a danger-associated molecular patterns

receptor in immune cells but also a receptor of death in tumor cells.

HIGHLIGHTS

ALA in vivo induces the production of IFNy.
ALA and IFNy together cause NOSII uncoupling in tumor cells in vitro and in vivo.
Uncoupled NOSII in tumor cells produces NO and O, that form cytotoxic peroxynitrites.

Peroxynitrites produced by uncoupled NOSII cause tumor regression.
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INTRODUCTION

To achieve a full antitumor immune response, T cells have to be stimulated by their T
cell receptor after antigen recognition, to be co-stimulated by their co-receptors like CD28,
and to be in a suitable microenvironment. Dead tumor cells release tumor antigens and
danger-associated molecular patterns (DAMP) which activate antigen presentation in
dendritic cells (DC) that is required for the development of adaptive immune response. For
more than 30 years the standard treatment for superficial bladder cancer has been Bacillus
Calmette and Guérin (BCG) immunotherapy (Herr et al. 1995; Sylvester et al. 2002). BCG
induces tumor cell death by activating natural killer (NK) cells, stimulates Toll-like receptors
(TLR) in a similar manner to DAMP stimulation, and creates local inflammation that favors
antigen presentation and type 1 maturation of T cells. Other microbial molecules acting in the
same way might be effective in immunotherapy. For example, lipopolysaccharides (LPS) are
able to activate NK-mediated tumor cell death (Conti et al. 1991), activate DC (Yang et al.
2012) and induce an inflammatory microenvironment suitable for an immune response
(Pollara et al. 2006).

The discovery of this three-faceted mode of action brings up to date Coley’s
pioneering work with bacterial toxins in cancer therapy (Coley 1910). The toxins were
identified as the LPS of the outer membrane of Gram negative bacteria and confirmed to
display antitumor activities in several animal models of cancer (Strausser and Bober 1972;
Parr et al. 1973; Lagadec et al. 1987). The lipid part of LPS, lipid A, can alone produce the
same antitumor effects as the whole molecule in vivo and in vitro (Parr et al. 1973; Takayama
et al. 1981; Galanos et al. 1985; Jeannin et al. 1991). LPS and natural lipid A are too toxic to
be used in human therapy and one of the major recent advances in this field has been the
synthesis of analogs of lipid A (ALA) that are biologically active and well tolerated in
patients with cancer (Kiani et al. 1997; de Bono et al. 2000; Isambert et al. 2013).

Another major advance was the discovery that the LPS and lipid A receptor is Toll-
like receptor (TLR) 4 (Qureshi et al. 1999; Takeuchi et al. 1999). Three of the four TLR
agonists authorized for use in human cancer therapy are TLR4 agonists. BCG is used against
superficial bladder cancers (Lamm et al. 1981), monophosphoryl lipid A is used against
cervical cancers (Dubensky and Reed 2010) and Picibanil is used in Japan against cervical
and gastric cancers (Kikkawa et al. 1993; Maehara et al. 1994). Although these molecules
were all used before their receptor was identified, the potential of TLR agonists in cancer
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therapy is now being considered reviewed in (Galluzzi et al. 2012). ALA are promising
candidates although their antitumor mechanisms are not well understood, especially in vivo.
Whether ALA kill tumor cells to provide dendritic cells with antigen is not known. Some
ALA are able to induce NOSII activity, this enzyme catalyses the transformation of arginine
into citrulline and nitric oxide (NO). Its activity is generally regulated at the transcriptional
level and induced by inflammatory cytokines in immune cells but also a large range of tumor
cells reviewed in (Fitzpatrick et al. 2008). We have shown that NO produced in vitro in tumor
cells is able to sensitize them to death effectors as cytokines (Leon-Bollotte et al. 2011). We
present here a comprehensive picture of tumor cell death induction by an ALA in vivo and in
vitro in @ mammary tumor model in mice and we show the implication of TLR4 as death

receptor and the involvement of NOSII uncoupling in the antitumor effect.
RESULTS

1. An ALA had an in vivo antitumor effect depending on host TLR4" cells and tumor cell
NOSII

We reported previously that the ALA OM-174 had an antitumor effect in melanoma in
mice (subcutaneous tumors) and in a model of colon cancer in rat (peritoneal carcinomatosis)
(Onier et al. 1999; Gautier et al. 2010). We show here that the same ALA was effective in a
model of breast cancer in mice in which breast carcinoma EMT-6H cells injected in Balb/c
mice cause lung tumor nodules. When treated with ALA, 50 to 75 % of tumor-bearing mice
were alive 35 days after tumor cell injection, while all the mice treated with saline solution
alone died before day 35 (Fig. 1a).

TLR4 associates with myeloid differentiation 2 (MD2) to form the cell receptor of lipid
A, so we tested whether ALA was effective in mice lacking TLR4. Wild-type (wt) mice
treated with ALA survived significantly longer than untreated mice or TLR4™~ mice. ALA

/=

was ineffective in TLR4™ mice (Fig 1a). This showed that the antitumor effect of ALA was

mediated by TLR4" cells of mice.

We previously showed that NO production in tumors was related to the antitumoral
effect of ALA (Onier et al. 1999). We therefore tested the effect of ALA in mice lacking
NOSII. We had also previously demonstrated and confirmed again here that NOSII of host
cells facilitates tumor growth as 40% of NOSII™~ mice were still alive 35 days after tumor

cell injection while all the wt mice injected with EMT-6H cells died within 35 days (Gauthier
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et al. 2004). Furthermore NOSII™ mice treated with ALA survived significantly longer than
NOSII™ control mice (Fig. 1b). We deduced that ALA efficacy did not involve the NOSII of
host cells. To test this hypothesis further we treated NOSII”~ mice with ALA and
aminoguanidine (AG), an in vivo inhibitor of NOSII (Griffiths et al. 1993; Joly et al. 1994).
AG inhibited ALA efficacy (Fig. 1b). We concluded that, in this model, the NOSII produced
by tumor cells was involved in the antitumor effect of ALA.

2. IFNy mediated the ALA antitumor effect and had a direct effect in vivo on tumor cells

To explain how TLR4" cells of the host and NOSII of tumor cells were involved in the
antitumor effect of ALA, we hypothesized that ALA activated TLR4" cells to produce
cytokine (s) able to induce NOSII activity in tumor cells and hence tumor cell death. In a
semi-quantitative cytokine array assay, the blood of tumor-bearing mice treated with ALA
was found to contain three times as much IFNy and TNFa as blood from control mice that did
not receive ALA. These two cytokines are known to activate NOSII in most tumor cells. IFNy
and TNFo alone or in association failed to activate NOSII in EMT-6H cells in vitro and did
not have any cytotoxic effect (Fig. S1). TNFa + ALA had no toxic effect either. However,
IFNy + ALA had a toxic effect (Fig. S1) and induced NOS Il expression (Fig. 2a). The death
of cells was dependent on NOSII activity as AG and 1400W, both inhibitors of NOS II
activity, reduced the toxic effect of IFNy + ALA (Fig. 2 b).

Therefore we assumed that ALA activated TLR4" cells in vivo to produce IFNy and that
ALA and IFNy together had a toxic effect mediated by the NOSII activity of tumor cells. We
tested this hypothesis using IFNy‘/‘ mice. Wt tumor-bearing mice treated with ALA survived
longer than untreated mice or mutant mice but no difference in survival rates was found

" mice treated with or without ALA. The number of tumor-bearing mice

between IFNy
treated with ALA that were still alive on day 35 was significantly lower in IFNy‘/‘ mice than
in wt mice (Fig. 2c). We thus concluded that the IFNy produced by the host was involved in
the antitumor effect of ALA. However the involvement of IFNy in vivo does not imply that
IFNy has a direct effect on tumor cells. We therefore inhibited the expression of the IFNy
receptor 2 (IFNR2) in EMT-6H cells by shRNA. Most of the IFNR2 sh-clones grew more
slowly than EMT-6H in vitro and grew heterogeneously in vivo. ALA + IFNy induced much

less expression of NOSII in clones A and B than in wt cells (Fig. S2).
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Both sh IFNR2 clones produced less NO when treated with ALA + IFNy and were less
cytotoxic than wt cells (Fig. 2d). When cells of sh IFNR2 clones were injected into wt mice,
mice injected with clone B lived longer than those injected with clone A, but ALA did not
significantly alter mouse survival in either case (Fig. 2e). The loss of the ALA effect when
tumor cells are less receptive to IFNy therefore suggests that IFNy was necessary for the

effectiveness of ALA in this model by acting directly on tumor cells.

3. ALA binding to tumor cell TLR4 was involved in its antitumor effect in vitro and in vivo

It is possible that ALA acts on TLR4" cells of the host and induces the production of
IFNy and/or that ALA has a direct effect on tumor cells themselves. Could ALA efficacy be
due to ALA binding tumor cells? A series of three in vitro experiments were carried out to
answer this question. 1) Using flow cytometry EMT-6H cells were found to express
TLR4/md2 at their surface (Fig. 3a). 2) Antagonists of TLR4/MD2 reduced NOSII expression
(Fig. 3b) and NO production (Fig. 3c) in the presence of ALA + IFNy. 3) IFNy alone or ALA
alone had no cytotoxic effect on EMT-6H cells but the combination of both compounds had a
strong cytotoxic effect (Fig. S1 and Fig. 2b).

To investigate whether ALA might act directly on tumor cells in vivo, B-
hydroxymyristic acid, a specific component of ALA (Maitra et al. 1978), was measured in
various organs of mice. B-hydroxymyristic acid was not detected in the lungs of untreated
healthy mice (data not shown) or in the lungs or nodules of mice treated with saline solution.
On the contrary, the concentration of B-hydroxymyristic acid was significantly higher in
tumor nodules and lung tissue of ALA-treated mice. In these mice, B-hydroxymyristic acid
was also found in the liver and at very low concentrations in muscles (Fig. 4a). It was
confirmed by immunohistochemistry that ALA indeed reached the tumor nodules and bound
tumor cells in vivo. Figure 4b (top panel) shows the detection of TLR4 and ALA inside tumor
nodules from ALA-treated mice. Quadruple staining (Fig. 4b, bottom panel) shows that tumor
cells, i.e. those that expressed cytokeratin 19, expressed TLR4 and bound ALA.

To determine whether a direct effect of ALA on tumor cells was involved in its
antitumor effect in vivo, we downregulated the expression of TLR4 in EMT-6H cells using
ShRNA. Most TLR4 sh-clones grew more slowly than EMT-6H cells in vitro and grew
heterogeneously in vivo. In sh TLR4 clones 1 and 2, the magnitude of the NOSII expression
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(Fig. S3), NO production and cytotoxicity responses to ALA + IFNy induction was reduced
(Fig 4c). ALA treatment did not alter the survival rate of wt mice injected with sh TLR4
clones 1 and 2. Downregulating TLR4 therefore led to loss of the ALA effect whether mice
survived as long as or longer than usual (Fig. 4d).

We concluded that ALA had a direct effect on tumor cells in vivo and that tumor cell
TLR4 is involved in the antitumor effect of ALA.

4. The antitumor effect of ALA plus IFNy involved induction of ROS production

Our results showed that TLR4" cells of the host activated by ALA produced IFNy, and
that ALA + IFNy were involved in the antitumor effect by acting directly on tumor cells.
These data led us to search for the mechanisms that induce tumor cell death (see
Supplementary Experimental Procedures for details of all inhibitors, donors and probes used).
Neither ALA alone nor IFNy alone were toxic for EMT-6H cells, but the ALA and IFNy
association was cytotoxic. In the presence of ALA + IFNy, more cells survived when NOSII
activity was inhibited with AG or 1400W than in the absence of inhibitors (Fig. 2b).
Constitutive NOS 1 and NOSIII were not found to be expressed in EMT-6H cells and AG and
1400W selectively inhibit NOSII activity (Joly et al. 1994; Garvey et al. 1997; Lee et al.
2012), so we deduced that the activation of NOSII was involved in the cytotoxicity (Fig. 5a).
To test the NO role, EMT-6H cells were pretreated with CPTIO, an NO scavenger, before
adding ALA + IFNy. Under these conditions, cytotoxicity decreased threefold (Fig. 5b). The
intracellular NO donor GTN at 30-40 uM produced the same amount of nitrite as NOSII, but
was not toxic to EMT-6H cells (Fig. 5¢). Furthermore, different NO donors, such as SNAP
and SNP, when delivered at concentrations that produced the same amount of nitrite as NOSI|I
did, were not cytotoxic even in the presence of IFNy (Fig. 5d). Therefore NO produced by
NOSII seemed necessary but not sufficient to induce cytotoxicity, implying that another

mediator was required to act with NO.

Reactive oxygen species (ROS) were a candidate cytotoxic agent. As shown in Figure
6a, the combination of ALA and IFNy induced ROS production in EMT-6H cells as detected
by flow cytometry with a ROS-sensitive probe, DHE. Addition of the NOS inhibitor 1400W
to the cells abolished the increase in ROS production (Fig.6a). These results were confirmed
using another ROS probe, DCFH,-DA (data not shown), and using the CMH probe, which

reacts with a superoxide ion to produce a nitroxide radical that can be detected by electron
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paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy (Fig.6b). Detection of ROS in cryo-sections of
lungs and tumor nodules with the DHE probe showed an increase in ROS in ALA treated
mice (Fig.6c¢). Inhibition of NOSII activity reduced this ROS production whatever inhibitor
was used, whether 1400W (Fig. 6a and b), AG, NMMA or NAME (data not shown). We
concluded that ALA + IFNy induced NO and ROS production in EMT-6H cells via NOSII
activity. Some mice were given N-acetyl cysteine (NAC), a ROS inhibitor, in their drinking
water. ALA-treated mice survived longer without NAC than with it and longer than untreated
mice either with or without NAC (Fig. 6d). As NAC reduced the antitumor activity of ALA,

ROS production likely has an antitumor effect in vivo.

5 — The toxic effect of ALA plus IFNy on EMT-6H cells was due to peroxynitrite

NO and superoxide are known to react together to give rise to highly cytotoxic
peroxynitrite. We thus searched for evidence of peroxynitrite formation in the mouse cells as
detected by luminescence in the presence of luminol. The association of ALA and IFNy had a
potent effect on the luminescence produced in EMT-6H cells (Fig. 7a and b), whereas IFNy
alone increased the luminescence slightly and ALA alone had no effect (not shown). In vivo
the production of peroxynitrites in tumors from ALA-treated mice was assessed using tumor
sections and anti-NO-tyrosine antibodies (Fig. 7c). When 1400W or FeTPPS, a catalyst for
the degradation of peroxynitrites (Misko et al. 1998), were added to EMT-6H cells treated
with ALA + IFNy, less luminescence was detected (Fig. 7a and b) and the cytotoxicity of
ALA + IFNy was inhibited (Fig. 2a and 7d). An active role of peroxynitrite was further
confirmed by demonstrating that SIN-1, a peroxynitrite donor (Mohr et al. 1994), induced
cytotoxicity when added to EMT-6H cells (Fig. S4).

6 - ALA plus IFNy induced uncoupling of NOSII activity to produce NO plus superoxide ion

NADPH oxidases (Nox) are the main enzymes that catalyze the production of
superoxide by cells. However, the inhibition of Nox with various inhibitors did not decrease
ALA+IFNy cytotoxicity (Fig. 8a) showing that Nox were not involved in the ALA+IFNy

antitumor effect.

As expected, EMT-6H cells did not produce nitrites when treated with ALA + IFNy and
NOSII inhibitors (Fig 8b). Interestingly 1400W (Fig. 6a, b), like AG (data not shown), also
suppressed the ROS and superoxide accumulation in tumor cells. These data led us to
consider whether NOSII itself was producing the ROS. In the absence of the substrate L-Arg

92



purified recombinant NOSII becomes uncoupled from the oxidation of NADPH resulting in
prominent superoxide synthesis (Sun et al. 2010). NOSII uncoupling is regulated not only by
the availability of L-Arg but also by the availability of the co-factor tetrahydrobiopterin
(H4B). Modifying the amounts of H,;B and L-Arg, particularly decreasing the L-Arg
concentration, can lead to the generation of superoxide ions and hydrogen peroxide by NOSI|I
(Xia et al. 1998). We therefore measured the concentrations of H,B and L-Arg in EMT-6H
cells treated with ALA + IFNy. The amounts of H4B in EMT-6H cells were not significantly
different from those of control cells (data not shown). By contrast, the amounts of L-Arg
decreased as much as threefold in treated cells compared to untreated cells (Fig. 8c). We thus
conclude that the reduced availability of L-Arg causes NOSII uncoupling in EMT-6H cells
treated with ALA + IFNy and that under conditions NOSII of EMT-6H cells produces both
NO and ROS.

DISCUSSION

We have shown that ALA in vivo induced the production of IFNy, that ALA and IFNy
together caused NOSII uncoupling in tumor cells in vitro and in vivo, and NOSII in tumor
cells produced NO and superoxide that formed cytotoxic peroxynitrites. The peroxynitrites

produced are responsible for the ALA antitumor effect.

ALA had an antitumor effect in NOSII™~ mice but not in NOSII™~ mice treated with
AG, an inhibitor of NOSII effective in vivo (Griffiths et al. 1993; Joly et al. 1994), so in the
absence of host NOSII, AG can only be inhibiting the NOSII of tumor cells. Therefore tumor
cell NOSII but not host NOSII are necessary for the antitumor activity of ALA. The extent to
which NO either facilitates or prevents tumor growth is the subject of ardent debate
undoubtedly fueled by the currently limited knowledge of NO physiopathology. For example,
we were the first to show that NO produced by rat spleen macrophages has an
immunosuppressive effect facilitating tumor growth (Lejeune et al. 1994). However, at the
same time and in the same model of colon cancer in rat we showed that the tumor regression
induced by ALA was associated with NO production in tumor cells (Onier et al. 1999). In the
mouse mammary tumor model used for the experiments presented here we previously showed
that host NOSII facilitated tumor growth (Gauthier et al. 2004). Now we show that tumor cell
NOSII is involved in the antitumor effect of ALA, but not host NOSII. In these studies, when
the cytotoxic effect of NO was directed against spleen lymphocytes, tumor growth was

facilitated, but when it was directed against tumor cells, tumor growth was inhibited.
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Therefore, the effects of NO not only depend on its concentration and its redox
microenvironment, but also on the NO-producing cells and the target cells, all of which are
key points to consider in developing therapeutic strategies.

In most cells, the Nox family of NADPH oxidases are the primary sources of
superoxide and IFNy is able to activate Nox in epithelial tumor cells to produce ROS (Wu et
al. 2011). Attempts to inhibit ROS production with specific inhibitors of Nox had no effect on
ALA + IFNy cytotoxicity showing that the superoxide reacting with NO was not produced by
Nox. Moreover NO produced by NOSII can migrate through the cell, but when NOSII
produces both NO and superoxide peroxynitrites form immediately so it is unlikely that NO
was available to diffuse through the cell and react with any superoxide produced by Nox. It is
also possible that NO inhibits Nox activities since it is known that Nox2, Nox1, Nox3 and

Nox5 activities are inhibited by nitrosylation (Selemidis et al. 2007; Qian et al. 2012).

In the presence of physiological concentrations of L-Arg, NOSII expressed in
macrophages does not produce much superoxide. However, NOSII has been shown to
produce NO and superoxide when L-Arg was depleted in these cells (Xia and Zweier 1997).
In our model, the production of superoxide by NOSII could be linked to the decrease in the
intracellular concentration of L-Arg following ALA+IFNy treatment that did not significantly

affect the intracellular concentration of H4B.

The observed decrease in L-Arg concentration could be due to L-Arg transformation by
NOS or arginases (ARG1 and ARG2), or possibly arginine decarboxylase and arginine
glycine amidinotransferase (Wu and Morris 1998). We did not find appreciable changes in
ARG activity between control and ALA + IFNy treated cells (data not shown). This is not
surprising since ARGL1 is not induced by Thl cytokines (IL-1f, IFNy, TNFa) but by Th2
cytokines (IL-4, I1L-10, IL-13), which were not present in vitro in our experiments (Corraliza
et al. 1995; Hesse et al. 2001). ARG 2 is not modulated by any of these Thl cytokines
(Munder et al. 1999; Rodriguez et al. 2003). Thus ARG are probably not involved in Arg
consumption. Arg is a semi-essential amino acid taken up from plasma and therefore from
food (or the culture medium). Arg is transported into cells via a family of proteins called
cationic amino acid transporters (CAT). Inflammatory cytokines and LPS can induce CAT
activity. Consequently, they can co-activate L-Arg uptake and NOSII activity in normal
rodent cells (Hattori et al. 1994; Simmons et al. 1996; Nicholson et al. 2001).
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However, it is possible that LPS and IFNy together induce NOSII activity but not L-
Arg uptake (Gill et al. 1996) as IFNy could inhibit ARG1 activated by Th2 cytokines (Hesse
et al. 2001). In our model, LPS + IFNy induced NOSII activity and transient uptake of L-Arg
reached a maximum at 8h returning to basal activity after 24 h. NO is usually produced for 48
h after LPS + IFNy addition (Cendan et al. 1996). Similar kinetics have been reported with
LPS + IFNy in normal cells (Bogle et al. 1992; Hattori et al. 1999). It is therefore convincing
that L-Arg uptake by CAT was no more active when NOSII was fully activated, leading to a

decrease in intracellular L-Arg concentration.

ALA, like BCG, is used here as an adjuvant of the antitumor immune response.By
activating TLR4, ALA should induce an adaptive immune response because TLR4 (and
INFR2) activation kills tumor cells and provides antigens and TLR4 controls tumor antigen
processing and presentation (Apetoh et al. 2007). Indeed treatment with ALA led to
immunization in a rat model of cancer (Onier et al. 1999). In this model too, mice cured of
EMT-6H tumors with ALA were protected against grafts of other EMT-6 cells from various
clones but not against 4T1 cell grafts (syngeneic of Balb/c mice) (data not shown). So ALA
induces an adaptive immune response against either an antigen common to EMT-6 cells
and/or to several antigens specific to each clone of EMT-6 cells. In any case, by activating
TLR4 in situ, ALA induces a range of adaptive immune responses which are likely to be
extended when ALA administration is repeated. Because activating TLR4 and IFNR2 induces
tumor cell death, TLR4 is not only a DAMP receptor in immune cells but also a death

receptor in tumor cells.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Full details of experimental procedures are given in Supplemental Experimental Procedures.

Cells, animals and immunotherapy

Mammary EMT-6 tumor cells were grown as monolayers at 37°C in medium supplemented
with 10% fetal calf serum free of LPS.

EMT-6H tumor cells were injected intravenously (i.v.) into Balb/c mice giving rise to lung
tumor nodules that killed the mice within 5 weeks. Treatment consisted in 5 i.v. injections of
the lipid A analog OM-174 (OM PHARMA, Meyrin, Switzerland). AG, an inhibitor of
NOSII, was injected i.p., whereas NAC, a ROS inhibitor, was given in drinking water. On day

35, any surviving mice were euthanized and autopsied.
Procedures

Immunoblot analysis. After stimulation as appropriate, EMT-6H cells were scraped from the
culture vessel surface, and proteins were extracted with RIPA buffer containing protease
inhibitors. The protein concentration was measured using a protein assay kit. Proteins (30-50
pg) were incubated with loading buffer, separated by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis and transferred to nitrocellulose membrane. Immunoblots were incubated
with a specific primary antibody, followed by a horseradish peroxidase-conjugated secondary
antibody, and were developed by the enhanced chemiluminescence method according to the

manufacturer's instructions.

Immunohistofluorescence. Tumor nodules were harvested from lungs, fixed with formalin,
embedded in paraffin and sectioned. After blocking nonspecific sites slides were incubated
with different primary antibodies then with secondary antibodies coupled with Alexa Fluor
568, 488 or 647. To determine whether peroxynitrites were formed in vivo, slides were
incubated with a biotin-conjugated antibody then with a peroxidase-conjugated streptavidin
secondary antibody. Full details of antibodies and microscopy are given in Supplemental

Information.
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Measurement of live cell density. EMT-6H cells were seeded into a 96-well plate for 24 h,
treated with or without 500 ng/ml ALA, 33 ng/ml IFNy, or 10 uM GTN and incubated for 48
h. The density of live cells was determined in a methylene blue colorimetric test (Olsson et al.
1982; Jeannin et al. 1991).

Flow cytometry. Cells were incubated with anti-TLR4/MD2 monoclonal antibody then with
an Alexa Fluor 488-coupled secondary antibody. Fluorescence was analyzed using a
FACScan flow cytometer.

Determination of NO production. NO production was estimated by using the Griess

microassay to determine nitrite accumulation in the cell culture media (Green et al. 1982).

Measurement of ROS. The intracellular production of ROS was measured using the oxidation
of dehydroethydine (DHE) to its fluorescent derivatives. Tumor cells were incubated with the
DHE probe in the dark. DHE fluorescence was measured with a FACScan flow cytometer.

In some experiments, generation of ROS was probed by measuring the electron paramagnetic
resonance of CMH using a spectrometer. The results from the various assays were normalized

to the number of cells used in the experiment.

Peroxynitrite detection. Formation of peroxynitrite was detected by adding luminol to cells

and using a luminometer.

Measurement of L-Arg concentration. Amino acids from cell extracts were derivatized and
separated by reverse-phase high pressure liquid chromatography (HPLC) with homo-L-Arg

used as an internal standard. Detection was performed at 420 nm.

Lipid A quantitation. Organs from mice were collected and immediately stored in liquid
nitrogen. Samples were ground and the amounts of ALA were determined by direct
quantitation of p-hydroxymyristic acid in the extracts by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) (Parlesak and Bode 1995).

Analysis of biopterin in cell supernatants. Biopterin levels were measured by reverse-phase
HPLC after oxidation. Amounts of H,B were calculated from the difference in biopterin
concentrations measured after oxidation in acid (total biopterins) and base (H.B + biopterin)
(Heller et al. 2001).
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Statistics. Unless otherwise stated in the figure legends data from one experiment
representative of three experiments are shown. In vitro data are presented as the mean + SD
and paired groups were compared with the Student's t test. In vivo survival data were plotted
by computing the Kaplan-Meier estimators which can be used to analyze observations for
which the complete distribution is not known (i.e., censored data). Cox proportional-hazards

regressions were performed to test for differences among in vivo groups.
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Figure 1. An ALA had an in vivo antitumor effect depending on host TLR4™ cells and tumor cell
NOSII.

Mice received EMT-6H cells on day 0. ALA was injected at the dose of 8 mg/kg in the caudal vein
every 5 days from day 5 till day 25. Surviving mice were killed on day 35. See Supplementary
Experimental Procedures for details.

a) Cumulative data of 2 independent experiments are shown with wild-type mice (wt) or mice with the
TLR4 gene knocked-out (TLR4™"), 20 mice per group. Group effect (Logrank test score = 39.98,
P<0.001). Wt mice treated with ALA survived significantly longer than mice from other groups (post-
hoc contrast test, z = -3.64, P < 0.001). ALA was ineffective in TLR4™™ mice.

b) Mice with the NOSII gene knocked-out (NOSII™") were injected with or without ALA and AG (50
mg/kg i.p.). Cumulative data of 2 independent experiments are shown, 20 mice per group. There was
an overall treatment effect by the end of the experiment (analysis of deviance, F= 2.76; p=0.048 ),

"~ mice treated

with NOSII™™ mice treated with ALA surviving significantly longer than NOSII
differently (post-hoc contrast test, z = -2.05, P = 0.04). ALA increased the number of mice alive on
day 35 in KO mice (NOSII”~ with ALA versus control NOSII™") but not in KO mice treated with AG

(NOSII™~ with ALA + AG versus control NOSII™~ with AG).
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Figure 2. IFNy mediated the ALA antitumor effect and had a direct effect in vivo on tumor
cells.

a) EMT-6H cells did not express NOSII either spontaneously or when treated with ALA (500
ng/ml) or IFNy (33 ng/ml), but when treated with ALA and IFNy, NOSII protein accumulated

in cells. One immunoblot representative of five experiments is shown.

b) EMT-6H cells were cultured in 96-well plates for 24 h and treated with ALA (500 ng/ml)
and/or IFNy (33 ng/ml)

or not for 48 h. Live cell density was determined by a methylene blue test. The cytotoxicity of
ALA plus IFNy (p < 0.005) was totally inhibited by 0.5 uM AG or 10 uM 1400w. Data are
from one experiment representative of five experiments.

/-

c) Wild-type (wt) mice or mice with the IFNy gene knocked out (IFNy™") were treated with

ALA or not (control). Mice were treated as described in Figure 1. There was a group effect on
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survival (log-rank test score =18.23; P < 0.001). The ALA-treated wt group (wt ALA)
survived longer than other groups (post-hoc contrast test, z = -2.34; P = 0.019) but there was
no difference between IFN™"

-1.51; p=0.13).

mice treated or not treated with ALA (post-hoc contrast test, z =

d) EMT-6H wt or mutated cells (from clone A or clone B) in which IFNR2 expression was
downregulated (with ShRNA) were treated with ALA (500 ng/ml) plus IFNy (33 ng/ml). Live
cell density was determined with a methylene blue test. Nitrite concentration in culture
medium was measured using the Griess technique. ALA + IFNy added to wt cells were
cytotoxic (p < 0.005), left panel, and induced significantly more nitrite accumulation (p <

0.005), right panel, that was significantly reduced in IFNR2 deficient cells (p < 0.05).

e) Mice were treated as is described in Figure 1. There was a group effect on survival (log-
rank test score =13.17; P < 0.01). Survival of clone A mice was significantly shorter than for
clone B mice (post-hoc contrast test, z = -3.29, P = 0.001) but no survival difference was
found within clone A groups (mice treated or not treated with ALA ; post-hoc contrast test, z
= 0.78; P = 0.43) nor within clone B groups (post-hoc contrast test, z = -0.54, P = 0.59). Data

from two experiments representative of four are shown.
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Figure 3. ALA acted directly on EMT-6H cells in vitro through TLRA4.

a) EMT-6H cells were incubated with anti-TLR4/MD2 monoclonal antibody (TLR4) or IgG
isotype control antibody (IG) then with an Alexa Fluor 488-coupled secondary antibody.
Fluorescence analyzed using a FACScan flow cytometer showed spontaneous TLR4

expression.

b) NOSII expression in EMT-6H cells was determined by immunoblot after 6 h incubation of
EMT-6H cells with (+) or without (-) ALA (500 ng/ml) plus IFNy (33 ng/ml). Incubation
with an anti-TLR4/MD2 antibody before adding ALA and IFNy inhibited NOSII expression.

c) EMT-6H cells were cultured in 96-well plates for 24 h and treated with ALA (500 ng/ml)
and/or IFNy (33 ng/ml) for 48 h. Anti-TLR4/MD2 antibody was added to some cell samples
before adding ALA or IFNy. Nitrite concentration in culture medium was measured using the
Griess technique. ALA + IFNy induced significant levels of nitrite accumulation but the anti-

TLR4/MD2 antibody significantly reduced (p < 0.05) this nitrite accumulation.
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Figure 4. ALA binding to tumor cell TLR4 was involved in its antitumor effect in vivo.

Mice were treated as described in Figure 1 then killed after the 3 ALA injection. Livers,

muscles, lungs and lung nodules were taken from 27 ALA-treated and 12 control mice.

a) ALA was extracted from tissue samples and B-hydroxymyristic acid was measured using

HPLC. The concentration of B-hydroxymyristic acid (ug per g of tissue) was significantly
higher in the liver (p < 0.001), lungs and tumor nodules (p < 0.01) of ALA-treated mice.

b) Tumor nodules were harvested from lungs after the 3" ALA injection. Tumor samples
were fixed with formalin and sections were obtained from a paraffin block. Upper panel. The
sections were stained with anti-TLR4 antibody (red) and anti-ALA antibody (green). Nuclei
were stained with DAPI (blue). Lower panel. Slides were stained with anti-TLR4 (green),
anti-CK19 (red) and anti-ALA (cyan) antibodies. Nuclei were stained with DAPI (blue). Data

from one experiment representative of two experiments are shown.

¢) Mutated EMT-6H cells (clone 1 or 2) in which TLR4 expression was downregulated by
shRNA were cultured in 96-well plates for 24 h then treated with ALA (500 ng/ml) plus IFNy
(33 ng/ml) for 48 h. Live cell density was determined with a methylene blue test (left panel).
Nitrite concentration in culture medium was measured using the Griess technique (right
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panel). ALA + IFNy added to wt cells were cytotoxic (p < 0.005) and induced significant
nitrite accumulation (p < 0.005) that was significantly less in TLR4 deficient cells (p < 0.005).

d) Mice were treated as described in Figure 1. Data from 2 representative experiments out of 4
experiments are shown. There was a group effect on survival (log-rank test score = 33.81; P <
0.001). Mice injected with clone 2 survived significantly longer than mice injected with clone
1 (post-hoc contrast test, z = -3.903, P < 0.001) but no difference in survival rate was found
within clone 1 groups (control versus ALA; post-hoc contrast test, z = -0.58, P = 0.56) or

within clone 2 groups (control versus ALA,; post-hoc contrast test, z = 0.607, P = 0.54).
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Figure 5. NO produced by NOSII was necessary but not sufficient to induce tumor cell
toxicity.

a) EMT-6H cells were cultured in 6-well plates for 24 h and treated with ALA (500 ng/ml)
and IFNy (33 ng/ml) for 6 h then lysed. Immunoblotting of proteins was performed with anti-
NOSII, I and Il and anti HSC70 antibodies respectively. Brain lysat and Huvec cell lysat

were positive controls for NOSI and 111 respectively. Data from one experiment representative

of two experiments are shown.

b) EMT-6H cells were cultured in 96-well plates for 24 h then treated with ALA (500 ng/ml),
IFNy (33 ng/ml) or 50 uM CPTIO for 48 h. Live cell density was determined with a
methylene blue test. ALA + IFNy were cytotoxic (p < 0.005) but this cytotoxicity was
inhibited by CPTIO (p < 0.005). The data of one experiment representative of 5 experiments

are shown.

c) EMT-6H cells were cultured in 96-well plates for 24 h then treated with GTN for 48 h.
Live cell density was determined with a methylene blue test. Nitrite concentration in culture
medium was measured using the Griess technique. GTN at concentrations equal to or higher
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than 20 UM induced significant accumulation of nitrites (p < 0.05) but cytotoxicity was only
significantly induced at about 60 M nitrites (100 uM GTN).

d) EMT-6H cells were cultured in 96-well plates for 24 h and treated with IFNy alone (33
ng/ml) or with ALA (500 ng/ml), 20 uM GTN, 50 uM SNAP or 0.5 uM SNP for 48 h. Live
cell density was determined with a methylene blue test. Only ALA + IFNy induced significant
cytotoxicity (p < 0.001).
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Figure 6. ALA plus IFNyinduced ROS production involved in their anti-tumor effect.
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a) EMT-6H cells were cultured in 6-well plates for 24 h and treated with ALA (500 ng/ml)
and IFNy (33 ng/ml) with or without 10 uM 1400W for 24 h. ROS production was detected
by adding DHE for 30 min before analyzing cell samples by flow cytometry.

b) EMT-6H cells were cultured in 6-well plates for 6 h and treated with (+) or without (-)
ALA (500 ng/ml), IFNy (33 ng/ml) or 10 uM 1400W for 24 h. Production of superoxide
anions was detected by adding CMH for 15 min before analyzing cell samples by Electronic

paramagnetic resonance. Data show the mean light intensity emitted and are representative of

2 independent experiments.

c) Mice treated as described in Figurel were killed after the 3 ALA injection, then tumor
nodules were taken from lungs, embedded in Tissue-Tek and frozen in liquid nitrogen.
Sections were incubated with DHE which fluoresces red in the presence of ROS when

examined with fluorescence microscope. Cell nuclei were stained with DAPI (blue).

d) ALA-treated or control mice were given drinking water ad libitum containing 3.5 mg/ml
NAC or not (water) throughout the treatment. The data from one experiment representative of
two are shown with 10 mice per group showing a group effect (log rank test= 11.34, P =

0.01). Mice treated with ALA survived significantly longer than mice from other test groups
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(post-hoc contrast test, z = -2.22, P = 0.026). ALA was without effect in mice that drank NAC
(NAC ALA group versus NAC control group) and NAC reduced the antitumor activity of
ALA (NAC ALA group versus water ALA group).
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Figure 7. The toxic effect of ALA plus IFNyon EMT-6H cells was due to peroxynitrite.

a) EMT-6H cells cultured in 75-cm? flasks for 24 h were treated with (+) or without (-)ALA
(500 ng/ml) plus IFNy (33 ng/ml) and 10 uM 1400w for 48 h. Peroxynitrite production was
detected by adding luminol to cells and immediately measuring luminescence with a
luminometer. ALA + IFNy induced significantly more luminescence (p < 0.05) that was
significantly inhibited (p < 0.05) by 1400w.
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b) EMT-6H cells cultured in 75-cm? flasks for 24 h were treated with (+) or without (-)ALA
(500 ng/ml) plus IFNy (33 ng/ml) and 150 uM FeTPPS for 48 h. Peroxynitrite production was
detected by adding luminol to cells and immediately measuring luminescence with a
luminometer. ALA + IFNy induced significantly more luminescence (p < 0.05) that was
significantly inhibited (p < 0.05) by FeTPPS.

c) Mice treated as described in the Figurel were killed after the 3™ ALA injection. Tumor
nodules were taken from lungs, fixed with formalin, embedded in paraffin, and sectioned.

Sections were stained with an anti-NO-tyrosine antibody (red).

d) EMT-6H cells were cultured in 96-well plates for 24 h, treated with (+) or without (-)
ALA, (500 ng/ml), IFNy (33 ng/ml), or 150 uM FeTPPS for 48 h. Live cell density was
determined with a methylene blue test. ALA + IFNy significantly decreased the number of
adherent cells (p < 0.005), but not in the presence of FeTPPS (p < 0.005).
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Figure 8. NOS Il uncoupling was observed when EMT-6H cells were activated with ALA plus
IFNy.

a) EMT-6H cells were cultured in 96-well plates for 24 h and treated with (+) or without (-)
Nox inhibitors either 300 uM apocynin, 0.3 uM rhodamine 6G or 150 uM oxypurinol for 1 h
before adding ALA (500 ng/ml) plus IFNy (33 ng/ml) for 48 h. Live cell density was
determined in a methylene blue assay. No difference was measured between cells incubated

with or without inhibitors in the presence or absence of ALA + IFNy.

b) EMT-6H cells were cultured in 96-well plates for 24 h and treated with (+) or without (-)
ALA (500 ng/ml) and IFNy (33 ng/ml) for 48 h. To specifically inhibit NOSII activity 0.5mM
AG or 10uM 1400w were added before treatment with ALA and/or IFNy. Nitrite
accumulation in culture medium was measured using the Griess technique. ALA and IFNy
together induced nitrite accumulation (p < 0.005) that was inhibited by both AG and 1400w (p
< 0.005).

¢) EMT-6H cells were cultured in 6-well plates for 48 h and treated with (+) or without (-)

ALA (500 ng/ml) or IFNy (33 ng/ml). L-arginine was measured in cell extracts by HPLC
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using homo-L-arginine as the internal standard. Data from one experiment representative of

two experiments are shown.
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Supplemental figures with legends
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Figure S1. TNF-« was not a mediator of the ALA antitumor effect.

This figure relates to data shown in Figure 2. EMT-6H cells were cultured in 96-well plates
for 24 h, treated with (+) or without (-) 500 ng/ml ALA, 33 ng/ml IFN-y or 10 ng/ml TNF-a
for 48 h. Live cell density was determined by a methylene blue test. ALA, IFN-y and TNF-a
alone were not cytotoxic while ALA and IFNy together were cytotoxic (p < 0.01). The data

from one experiment representative of three experiments are shown.

sh IFNR2 sh IFNR2

EMT-6H clone A clone B
ALA+IFNy - + - + - +
NOS Il = _ -—

HSC 70 '-q"v-v—.

Figure S2. Loss of NOSII expression in IRF2 deficient cell clones A and B.
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This figure relates to data shown in Figure 2. Wild-type and mutated cells (clone A or clone
B) in which IFNR2 expression was reduced (by specific ShRNA expression) were cultured in
6-well plates for 24 h then treated with (+) or without (-) 500 ng/ml ALA and 33 ng/ml IFNy
for 6 h. After Western blotting, anti-NOSII and anti-HSC70 antibodies were used for
immunodetection of proteins. The figure shows one blot with the same exposure time and is

representative of three experiments.
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fe— NOS II —
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Figure S3. Loss of NOSII expression in TLR4 deficient cell clones 1 and 2.

This figure relates to data shown in Figure 4. Wild-type or mutated cells (clone 1 or clone 2)
in which TLR4 expression was reduced (by specific ShRNA expression) were cultured in 6-
well plates for 24 h then treated with (+) or without (-) 500 ng/ml ALA and 33 ng/ml IFNy for
6 h. After Western blotting, anti-NOSII and anti-HSC70 antibodies were used for
immunodetection of proteins. The figure shows one blot with the same exposure time and is

representative of three experiments.
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Figure S4. Peroxynitrite donor SIN-1 had a toxic effect on EMT-6H cells.

This figure relates to data shown in Figure 7. EMT-6H cells were cultured in 96-well plates
for 24 h then treated for 48 h with SIN-1. Live cell density was determined by a methylene
blue test. Data are the mean of 3 independent experiments. SIN-1 was significantly cytotoxic
(p <0.05).

SUPPLEMENTAL EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cells, animals and immunotherapy

EMT-6 tumor cells were originally obtained from a mammary tumor growing spontaneously
in a Balb/c mouse (Rockwell et al. 1972) and were cloned according to their production of
NO. EMT-6H cells produce a low concentration of nitrite in the culture medium after 1L-13
activation (Gauthier et al. 2004). EMT-6H cells (10°) were injected in the caudal vein of
Balb/c mice. Tumor-bearing mice were treated i.v. with the lipid A analog OM-174 (OM
PHARMA, Meyrin, Switzerland), (8 mg per kg of mouse) starting on the day 5 after tumor
cell injection. ALA was dissolved in saline solution and control mice were treated with saline
solution only. On day 35, any surviving mice were euthanized and autopsied.
Aminoguanidine (AG), an inhibitor of NOSII, was dissolved in saline solution and injected

I.p. at the dose of 50 mg per kg twice a day throughout the treatment.
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We checked the inhibition of NOSII by measuring its activity in the liver of mice injected
with LPS comparing it to that of mice treated with LPS plus AG. The blood pressure of these
mice did not change during the experiment, indicating that NOSIII was not affected by the

treatment.

Drugs and reagents

ALA (OM-174) was a gift from OM PHARMA (Meyrin, Switzerland). It has been chemically
characterized as 2-deoxy-6-O-[2-deoxy-2- [ (R)-3-dodecanoyloxytetra decanoylamino]-4-O-
phospho-B-D-glucopyranosyl]-2-[  (R)-3-hydroxytetradecanoylamino]-o-D-glycopyranosyl
dihydrogenphosphate. Interferon y (IFN-y) was from Peprotech Inc. (Le Perray en Yvelines,
France) and the NO donor glyceryl trinitrate (GTN) from Merck (Lyon, France). S-nitroso-N-
acetylpencillamine (SNAP) and SIN-1 (3-morpholinosydnonimine hydrochloride) were from
Biomol International (Exeter, UK) and sodium nitroprusside (SNP) was from Sigma (Saint
Quentin Fallavier, France). The peroxynitrite decomposition catalyst 5,10,15,20-tetrakis (4-
sulfonatophenyl) prophyrinato iron (111) chloride (FeTPPS) was purchased from Calbiochem
(San Diego, USA). The probes 2°,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH,-DA ) and
dihydroethidium (DHE) were from Invitrogen (Cergy Pontoise, France) and hydroxylamine 1-
hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidine (CMH) was from Enzo Life
Sciences (Villeurbanne, France). DAKO fluorescent mounting medium and 2- (4-
carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide (CPTIO) were from DAKO
Corporation (Carpinteria, USA). NOS inhibitors N-[3- (aminomethyl)benzyl]acetamidine
(known as 1400W) was from Calbiochem and aminoguanidine (AG) was from Sigma. All
other chemical reagents were from Sigma.

Antibodies

Anti-TLR4, anti-TLR4/MD2 complex, and anti-HSC70 antibodies were from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA). Anti-ALA was obtained from Covalab (Dijon,
France). Anti-NOSII was purchased from Becton Dickinson Transduction Laboratories (Le
Pont de Claix, France), anti-NOS | and anti-NOSIII antibodies were from Cell Signaling
(Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France). Anti-nitrotyrosine (Tyr-NO) antibody was from
Cayman Chemical (Cayman Europe, Teaduspargi, Estonia). Horseradish peroxidase-
conjugated rabbit anti-goat 1gG was from Dako (Glostrup, Denmark) and horseradish

peroxidase-conjugated goat anti-rabbit and anti-mouse antibodies were from Jackson
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Immunoresearch Laboratories (West Grove, USA). Fluorescein isothiocyanate (FITC)-
coupled goat anti-rat IgG and alexa fluor 488-conjugated goat anti-rabbit antibodies were
from Molecular Probes (Cergy Pontoise, France).
Cell culture

EMT-6H cells were grown in Eagle's minimal essential medium (EMEM, Eurobio, Les
Ulis, France) supplemented with fetal calf serum (FCS free of LPS, Hyclone, Biovalley,
Marne la Vallée, France) and 2 mM L-glutamine (Biowhittaker, Fontenay-sous-Bois, France),
in a humidified atmosphere (5% CO, and 95% air). Cultures were tested for Mycoplasma
contamination monthly and before each in vivo experiment with the Mycotect kit (Life

Technologies, Cergy Pontoise, France).
Procedures
Transfections

EMT-6H cells were transfected according to the Qiagen kit protocol. The SureSilencing
shRNA plasmids were from Invivogen (Toulouse, France). The sequences used to design the
encoded shRNAs were: for sh'TLR4, 5’-GCCGTTGGTGTATCTTTGAAT-3’ with neomycin
resistance; and for shIFNR2, 5’-GTGGAGCCATTTCAACACTAT-3’ with puromycin
resistance. Transfected clones were selected with 600 pg/ml neomycin for TLR4 mutants and

2.5 UM puromycin for IFNR2 mutants.
Immunoblot analysis

After appropriate stimulation, cells were washed with ice-cold PBS, scraped from the vessel
surface, centrifuged and proteins were extracted with RIPA (radio immunoprecipitation assay)
buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8, 0.1% SDS, 1% Nonidet P-40, 0.5% sodium
deoxycholate) containing a mixture of protease inhibitors (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany). Lysates were harvested and protein concentration was measured using a Bio-Rad
DC protein assay kit (Bio-Rad, Hercules, USA). Thirty to fifty micrograms of proteins were
incubated with loading buffer (125 mM Tris-HCI, pH 6.8, 10% [B-mercaptoethanol, 4.6%
SDS, 20% glycerol and 0.003% bromophenol blue), separated by sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred to nitrocellulose membrane

(Amersham Biosciences, Orsay, France).
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After blocking non-specific binding sites with 8% non-fat milk in 0.1% Tween 20 PBS
(TPBS), immunoblots were incubated with specific primary antibody, followed by horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody, and were developed by the enhanced
chemiluminescence method according to the manufacturer's protocol (Santa Cruz

Biotechnology).
Immunohistofluorescence

Slides were deparaffinized and rehydrated. Antigen retrieval was performed by heating the
slides in citrate buffer pH 7.3 (DiaPath, Martinengo, Italy) at 96°C for 20 min in a water bath.
After blocking nonspecific sites with 3% BSA in PBS for 30 min at room temperature (RT),
slides were incubated with mouse anti-TLR4 antibody diluted 1:100 in PBS-T (0.1% Tween
20 in PBS) with 1% BSA for 1 h at RT, or with a rabbit anti-ALA antibody diluted 1:100 for
45 min at RT. Slides were then washed and nonspecific sites were blocked with 3% BSA and
10% mouse serum or rabbit serum in PBS for 30 min at RT. Then they were incubated for 30
min with an Alexa Fluor 568-conjugated goat anti-mouse antibody (diluted 1:1000 in 1%
BSA in PBS-T) or with an Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit antibody (diluted
1:1000) for 30 min. After repeated washing, slides were mounted using Prolong Gold
(Invitrogen).

The same method was used with a rabbit anti-cytokeratin19 antibody (diluted 1:100) and an
Alexa Fluor 568-conjugated goat anti-rabbit antibody (diluted 1:1000), then a mouse anti-
TLR4 antibody (diluted 1:100) and an Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-mouse antibody
(diluted 1:1000), then a rabbit anti-ALA antibody (diluted 1:100) with an Alexa Fluor 647-
conjugated goat anti-rabbit antibody (diluted 1:1000). Slides were mounted using Prolong
Gold (Invitrogen).

The formation in vivo of NO-tyrosine was investigated in tumors. Endogenous peroxidases
were blocked by incubation for 20 min with 3% H,O; in PBS at RT. Nonspecific sites were
blocked with BSA. Slides were incubated with a mouse anti-NO-tyrosine antibody diluted
1:100. After repeated washing, slides were incubated with an biotin conjugated goat anti-
mouse antibody diluted 1:200. After repeated washing, slides were incubated with a
peroxidase-conjugated streptavidine antibody diluted 1:1000. Finally AEC staining was

performed and slides were mounted using agueous mounting medium.
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Measurement of live cell density

EMT-6H cells were treated then carefully washed with phosphate buffered saline (PBS), fixed
in ethanol during 30 min, dried and stained with a 5% methylene blue solution for 30 min.
Blue-stained adherent cells (i.e. living cells) were washed with water and dissolved ina 0.1 N
HCI solution. The absorbance, which is proportional to the number of stained cells, was

measured at 590 nm in a multi-well microtiter plate reader.
Flow cytometry analysis

Surface TLR4/MD2 expression was determined by flow cytometry. Briefly, cells were
washed with cold PBS. Then, 10° cells were incubated in PBS with 1% bovine serum albumin
(BSA) and 0.1% sodium azide for 1 h at 4°C with a rat anti-TLR4/MD2 monoclonal antibody
diluted 1:100 or a rat IgG isotype control antibody diluted 1:10,000. Cells were washed in
PBS with 0.1% sodium azide, followed by incubation with an Alexa Fluor 488-coupled goat
anti-rabbit antibody diluted 1:1,000 or goat anti-rat antibody diluted 1:1,000 in PBS with 1%
BSA and 0.1% sodium azide for 45 min at 4°C. Cells were washed and resuspended in cold
PBS. Fluorescence was analyzed using a FACScan flow cytometer (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, USA).

Determination of NO production

Cells were seeded in 96-well plates, and after stimulation, nitrite concentrations in
supernatants were measured. Briefly, 100 ul of supernatant were added to 100 ul of Griess
reagent (0.5 % sulfanilamide and 0.05 % naphthylethylenediamine in 2.5 % phosphoric acid).
The ratio of absorbance at 550 nm and 690 nm was measured in a multi-well microtiter plate
reader and nitrite concentration was calculated by comparison with a standard sodium nitrite

solution.
Measurement of reactive oxygen species (ROS) by fluorescence

The intracellular production of superoxides was measured using the oxidation of
dehydroethydine (DHE) to fluorescent derivatives according to previously described protocols
with some modifications (Vanden Hoek et al. 1997). Cells were stained with 5 uM DHE in
saline solution at 37°C for 15 min and examined by a FACScan flow cytometer (Becton

Dickinson).
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Slides were thawed and incubated 10 min in an acetone bath. After drying, the slides were
incubated in the dark at room temperature with the DHE probe at 20 uM in PBS. Then they
were washed 5 min in a PBS bath at room temperature in the dark. After drying, slides were
mounted using Prolong Gold (Invitrogen). Slides were then observed by fluorescence

microscopy.
Measurement of ROS by EPR spectroscopy

In some experiments, generation of ROS was probed by electron paramagnetic resonance
spectroscopy (EPR) by using cyclic hydroxylamine 1-hydroxy-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-
tetramethylpyrrolidine (CMH) (Alexis Biochemicals, Lyon, France). CMH stock solutions
were prepared in PBS containing 1 mM diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA) to inhibit
metal ion-catalyzed hydroxylamine autoxidation and were stored frozen at —20 °C. Incubation
of EMT-6H cells with CMH resulted in the generation of the EPR signal of 3-
methoxycarbonyl-proxyl nitroxide (CM') that was detected at room temperature using a
Bruker Elexys E500 spectrometer (Bruker BioSpin, Wissembourg, France) following the
protocol (Palazzolo-Ballance et al. 2007). Briefly, 10° cells were washed with PBS,
resuspended in 1 mL buffer containing 100 uM DTPA and 0.5 mM of CMH were added. The
suspension was incubated for 30 min at 37°C and then frozen in liquid nitrogen before EPR
analysis. Samples were transferred into an AquaX quartz cell (Bruker) inserted into a
SHQOO011 cavity (Bruker). Spectra were recorded at room temperature. In some experiments,
100 U/mL catalase and/or 100 U/mL SOD were added to inhibit extracellular reactions of the
probe with H,O, and/or O,". The results from the various assays were normalized to the

number of cells used in the experiment.
Peroxynitrite detection

Peroxynitrite was detected using the luminol chemiluminescent assay as previously described
(Radi et al. 1993). Cells (10°) were washed and resuspended in saline solution (140 mM
NaCl, 5 mM KCI, 1.5 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 1 mM NaH,PO,4, 5.6 mM glucose, 20 mM
Hepes, pH 7.4) and incubated with 500 pM luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-
phtalazinedione) (Sigma) at 37°C. Luminescence was detected using a Victor Wallac

luminometer at 37°C.
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Measurement of L-Arg concentration

Amino acids were derivatized and separated by reverse-phase High Pressure Liquid
Chromatography (HPLC) according to the procedure described by Clague et al. (Clague et al.
1997). Thus, 10 pL of cell supernatant and 10 pL of 100 uM homo-L-Arg (used as an internal
standard) were mixed in HPLC vials with 120 puL of 0.1 M potassium borate (pH 9.5), 10 uL
of 0.5 M NaCN in the same borate buffer, and 50 pL of 10 mM 2,3-
naphthalenedicarboxaldehyde (Sigma) in methanol. The mixture was allowed to stay at room
temperature for 15 min. Samples (25 uL) were applied to a X-Terra Cyg column (250 mm x
4.6 mm, 5 um particle size, Phenomenex, Le Peck, France), which was maintained at 40 °C
and equilibrated with 80% of 5 mM ammonium acetate buffer (pH 6.0) (solvent A) and 20%
acetonitrile (solvent B). Elution conditions were as follows: 2 min at 20% solvent B, linear
increase from 20% to 80% solvent B over 30 min and from 80% to 100% over 3 min,
followed by 2 min of 100% solvent B, and a return to the initial conditions over 3 min. The
flow rate was 0.75 mL/min, and detection was performed at 420 nm. Retention times were
13.2 min for L-Arg and 13.8 min for homo-L-Arg.

Measurement of arginase activity

A previously described assay was used to quantify [**CJurea produced from [U-'*C]L-Arg
(Cavalli et al. 1994). A typical assay (final volume 100 pL) was performed in 0.2 M Tris-HCI
(pH 7.4) containing 1 mM L-Arg, 0.1 uCi [U-**C]L-Arg (300 mCi/mmol, Perkin Elmer,
Courtaboeuf, France). The reactions were initiated by adding 20 pL of cell supernatant. After
1 h at 37 °C, 150 pL of cold stop buffer (0.25 M AcOH and 5 M urea) was added and
[*C]urea was separated from unreacted [U-'*C]L-Arg by mixing with 250 pL of a 1:1 slurry
of Dowex AG-50W-X8 (H* form) then centrifuging. Aliquots of the supernatants (250 uL)
were counted in a Packard TriCarb 2300TR (Perkin-Elmer) scintillation counter after addition
of Pico-Fluor 40.

Lipid A quantitation

Organs were collected and immediately stored in liquid nitrogen. The amounts of ALA were
determined by direct quantitation of B-hydroxymyristic acid by gas chromatography-mass

spectrometry (GC-MS) with 3-hydroxypentadecanoic acid used as an internal standard
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(Parlesak and Bode 1995). GC-MS analysis of B-hydroxymyristic acid was performed using
the selected ion monitoring mode.

Analysis of biopterin in cell supernatants.

Biopterin levels were measured by reverse-phase HPLC after oxidation. Amounts of H;B
were calculated from the difference in biopterin concentrations measured after oxidation in
acid (total biopterins) and base (H,B + biopterin) (Heller et al. 2001).

Statistics

Data are presented as mean + SD of at least three independent experiments. Paired groups
were compared with the Student's t test. A P value of < 0.05 was considered statistically

significant.

In vivo survival data were plotted by computing the Kaplan-Meier estimators which can be
used to analyze observations for which the complete distribution is not known (i.e., censored
data). Cox proportional hazards regressions were performed to test for differences among in
vivo groups. Survival analyses were performed with R software version 2.15.0 (R
Development Core Team. 2013. R: a language and environment for statistical computing. R

Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria http://www.R-project.org).
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Analyse protéeomique de la S-nitrosylation dans
Peffet anti-tumoral d’un analogue du lipide A :

importance d’UBC13

I.  Présentation et objectifs de I’étude

Des études montrent que le NO est capable de réagir avec les résidus cystéines de
protéines cibles pour former des S-nitrosothiols par un processus appelé S-nitrosylation et
peut modifier ainsi les fonctions de ces protéines (Stamler et al. 1992). L’analyse de cette
modification post-traductionnelle est rendue possible grace au développement d’une
technique dite de « biotin swich assay » (BSA) qui consiste a remplacer le NO fixé sur les
résidus cystéines par de la biotine rendant plus facile la purification des protéines ayant fixées
du NO (Jaffrey et al. 2001). Gréce a cette technique dont les étapes sont décrites dans la figure
27, notre équipe a pu montrer que la S-nitrosylation du récepteur de mort Fas rend les cellules
cancéreuses coliques humaines plus sensibles a 1’effet pro-apoptotique de son ligand (Leon-
Bollotte et al. 2011).

L’objectif de cette étude a été donc d’identifier les cibles protéiques du NO généré par
le lipide A et IFNy dans les cellules cancéreuses mammaires EMT-6H et d’analyser leur

implication dans I’effet cytotoxique de cette combinaison.

Utilisant la technique de BSA, les protéines S-nitrosylées des cellules ETM-6H traitées par
OM-174/1FNy ont été purifiées et ont subi une analyse par spectrométrie en masse en tandem

nLC MS/MS dont le principe est résumé dans la figure 28 afin de les identifier.
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Identification de protéines cibles S-nitrosyléas
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Figure 27 : Différentes étapes de la technique du « Biotine Switch Assay » (BSA).
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Figure 28: Analyse en spectrométrie de masse en tandem nLC MS/MS réalisé en
collaboration avec la plateforme de protéomique Clipp de I’IFR100 a Dijon.
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Il. Reésultats et discussions

1. Identification des protéines S-nitrosylées par le lipide A et IFNy dans les
cellules cancéreuses mammaires.

L’analyse des différents peptides utilisant la banque de données Mammalia nous a permis
d’identifier une dizaine de protéines S-nitrosylées de différentes natures (tableau 5). Certaines
sont des protéines de structure telles que 1’actine, 1’alpha actinine ou la destrine, d’autres sont
en relation avec le systeme immunitaire comme par exemple ERp57, une protéine de stress du
réticulum endoplasmique qui controle I’exposition membranaire de la calréticuline, une
protéine qui permet au systeme cellulaire de reconnaitre ses cibles cellulaires (Panaretakis et
al. 2008). L’HLA de classe 1, un antigéne important dans la cytotoxicité des cellules T
cytotoxiques est également identifié comme étant une protéine cible du NO. Des résultats du
laboratoire montrent que le NO généré apres activation de la NOS 1l ou par un donneur de NO
augmente I’expression de la calréticuline et de 1’antigéne HLA de classe 1 a la surface des
cellules de plusieurs types cancéreux incluant le cancer du sein. D’autres protéines impliquées
dans la prolifération cellulaire et dont 1I’expression est retrouvée augmentée dans certains
cancers (nucléophosmine, KCIP-1, isoforme B de la phosphoglycérate mutase) sont
également S-nitrosylées par le NO. Dans la suite du travail, nous nous sommes intéressés a
I’enzyme de conjugaison de ’ubiquitine E2, Ubcl3 qui se trouve étre S-nitrosylée par la
combinaison lipide A/IFNy. Le fait que cette enzyme est impliquée dans la réparation de
I’ADN et la survie cellulaire (son invalidation chez la souris est létale et une diminution
conséquente induit une perte drastique des cellules hématopoiétiques) (Wu et al. 2009), nous a

semblé étre une intéressante cible a étudier.
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SNO-protein identified

Nucleophosmin (NPM)

* Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N (Ubc13)

H-2 class I lustocompatibility antigen

Protein kinase Cinhibitor protein 1 (KCIP-1)

Protein disulfide-isomerase A3 precursor (ERp57)

Glutathione S-transferase P

Destrin (Actin-depolymerizing factor)

Alpha-actinin-1

Heterogeneousnuclear ribonucleoprotein A/B

Phosphoglycerate mutaseisozymeB

Functions
- centrosome duplication
- protein chaperoning
- Agrecognized by cytotoxic Tlymphocyte
- cell proliferation
- regulation of tumor suppressors TP53/p53 and ARF
- increasedin cancer cells
- cell survival
-DNArepair

- Ubcl3 deficiency causes drasticloss of multi lineages of blood cells, aswell ag
atrophy ofthe thymus and bone marrow

- HLA restricted cytotoxic Tlymphocyte
- cell proliferation

- catalyzes therearrangement of S-S bonds in proteins

- ER stress protein, a key protein that controlsimmunogenicity by controlling
calreticulin membrane exp osure

- conjugation of reduced glutathione to a widenumber of exogenous and
endogenous hydrophobic electrophiles

- severs actin filaments (F-actin)

- binds to actin monomers (G-actin)
- F-actin cross-linking protein

- transcriptional repressor

- glycolytic enzyme

- brain tumor marker, increasedin HCC

Tableau 5. Liste des protéines S-nitrosylées par la combinaison lipide A/IFNy dans les
cellules cancéreuses mammaires EMT-6H.

2. Confirmation de la S-nitrosylation de I’enzyme de conjugaison de I’ubiquitine E2
Ubc13 et identification de la cystéine cible.

Dans un premier temps, nous avons vérifié a 1’aide des techniques de BSA et de
Western blot que Ubcl3 est bien S-nitrosylée dans les cellules EMT-6H traitées par la
combinaison lipide A/IFNy (Figure 29A).Cet effet est retrouveé dans la lignee 293T (lignée
embryonnaire humaine transformée par SV40), surexprimant la forme sauvage d’Ubcl13 et
traitée par le donneur de NO nitro-cystéine (CysNO) (Figure 29B). Nous avons également
identifié la cystéine 87 comme étant la cible du NO puisque la S-nitrosylation d’Ubc13 est
abrogée dans des cellules exprimant 1’enzyme dans laquelle le résidu cystéine 87 a été
remplacé par une alanine (Figure 29A). Certes, la tiche n’a pas été dure pour identifier le seul
résidu cystéine de la protéine. Cependant, il aurait ét¢ plus intéressant s’il y avait une ou deux
autres cystéines pour qu’on puisse montrer la spécificité ou non de la S-nitrosylation sur la

cystéine 87.
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Figure 29 : Détermination du site de S-nitrosylation de la protéine UBC13. (A) La S-
nitrosylation des protéines a été évaluée dans la lignée cancéreuse mammaire murine EMT-
6H traitée par la CysNO a la concentration de 1mM pendant 20 minutes. Aprés purification
sur billes de neutravidine, les protéines UBC13 ont été identifiees par immunorévélation avec
un anticorps anti-Ubcl3. (B) Les cellules HEK -293T ont été transfectées avec les
constructions HA-UBC13 WT ou HA-UBC13 C87A puis traitées par la CysNO a la
concentration de 1 mM pendant 20 minutes. La S-nitrosylation des protéines a été évaluée par
« Biotin Switch Assay ». Aprés purification sur billes de neutravidine, les protéines HA-
UBC13 ont été identifiées par immunorévélation avec un anticorps anti-HA.

3. Le NO affecte ’'ubiquitination d’Ubc13 par S-nitrosylation

Pour démontrer si le NO affecte ou pas 'ubiquitination d’Ubc13, les cellules 293T
sont transfectées de maniere transitoire par un plasmide contenant la forme sauvage de
I’enzyme (taggée HA) et sont ensuite traitées ou non avec un donneur de NO (CysNO).
L’ubiquitination d’Ubcl3 est détectée par western blot aprés immunoprécipitation de
I’enzyme (utilisant un anticorps anti-ubiquitine) et révélation avec un anticorps anti-HA. Les
résultats de la figure 30A montrent que dans les cellules 293T, Ubcl3 est mono- et poly-
ubiquitinée. Cette modification post-traductionnelle est fortement inhibée dans les cellules

traitées par le donneur de NO (CysNO).

Cet effet ne semble pas €tre un défaut dans I’expression de la protéine puisque le
controle de charge (atteste de I’expression totale d’Ubcl3) est similaire dans les cellules

traitées ou non (Figure 30A).
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Pour montrer que c’est la S-nitrosylation qui est responsable de cette diminution, la
méme expérience a été faite dans des cellules qui expriment la forme mutée d’Ubcl13 (non
nitrosylable). Les résultats obtenus montrent que cette forme est complétement résistante a

I’ubiquitination (Figure 30A).

I1 est connu que I'ubiquitination d’Ubc13 est impliquée dans la signalisation cellulaire. Nous
avons donc Vvérifié si cette modification post-traductionnelle est impliquée dans la
signalisation cellulaire ou dans la dégradation protéique dépendante du protéasome. Pour ce
faire, les cellules 293T exprimant la forme sauvage de 1I’enzyme sont traitées par deux agents
connus pour induire 1’ubiquitination d’Ubcl3 a savoir le TNFa et le N-éthylmaléimide
(NEM, un inhibiteur des déubiquitinases) en présence ou en 1’absence de MG-132 (un
puissant inhibiteur de 1’ubiquitination) et/ou de CysNO. Les résultats montrent que
I’ubiquitination d’Ubc13, qui est toujours diminuée par le NO, n’est pas modifiée en présence
du MG-132, ce qui suggére que 1’ubiquitination d’Ubc13 n’adresse pas ces protéines cibles a
leur dégradation par le protéasome mais est bien impliquée dans la signalisation cellulaire.
(Figure 30B).

133



HEK 293 T cells

HA-UBC13 HA-UBCI13

WT C87A
(B)@oc (1mM),20min -  + -+ IL1-p e T
MW (KDz)
193— Cys-NO - + - - - + - -
@ | NEM - - - ¥+ - - -+
20—
- <— (Ub)n- HAUBCI3 MG 132 e A S
35
25 - l_ (Uv)-HAUBCI3 KDa
5
407
15— a8 - - <—(Ub)-HA-UBC13
25—
15_“— HAUBCL, <« HA-UBC13
15—. o . . . - . . IR- anticorns anti-HA

Figure 30: Ubiquitination d’Ubc13. (A) Les cellules HEK -293T ont été transfectées avec les
constructions HA-UBC13 WT ou HA-UBC13 C87A puis traitées par la CysNO a la
concentration de 1 M pendant 20 minutes. Les lysats cellulaires sont ensuite
immunoprécipités avec un anticorps anti-ubiquitine puis analysés par western blot avec un
anticorps anti-HA. (B) Les cellules HEK -293T ont été transfectées avec la construction HA-
UBC13 WT puis stimulées par I’IL1-£ a 100 nM pendant 20 minutes ou traitées par la CysNO
a la concentration de 1 mM pendant 20 minutes. Puis les lysats cellulaires sont analysés par
western blot avec un anticorps anti-HA.

4, La S-nitrosylation d’Ubc13 affecte sa capacité a ubiquitiner ses cibles

Nous avons choisi trois cibles d’Ubc13 a étudier : IKB-a, TRAF6 et RIP. Pour ce faire,
nous avons co-transfecté des cellules EMT-6H avec des plasmides permettant I’expression de
la forme sauvage ou mutée d’Ubcl3 et de ’'ubiquitine. La détection de I’ubiquitination des
différentes protéines cibles d’Ubc13 a été obtenue aprés immunoprécipitation de I’ubiquitine
suivie d’une révélation de la protéine étudiée avec un anticorps spécifique. La figure 31
montre que le NO inhibe I’ubiquitination de IkB—o dans les cellules non transfectées ou
surexprimant la forme sauvage d’Ubc13. Cet effet est similaire a celui des cellules exprimant
la forme mutée d’Ubc13 sur la cystéine 87. Aucune modification significative sur I’expression
d’IxkB n’est observée ce qui suggere un effet de la S-nitrosylation sur la stabilisation de la
protéine et qui aurait pour conséquence d’inhiber 1’activité NF-kB. Il est rapporté que le NO
inhibe I’activation de NF-xB par sa capacité a S-nitrosyler les 2 sous-unités, p50 et p65
(DelaTorre et al. 1997); (Kelleher et al. 2007). Nos résultats suggerent une autre maniére de

réguler NF-kB par I’inhibition par le NO de I’activité Ubc13 et I’'ubiquitination d’IxB alpha.
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D’autres expériences sont nécessaires pour confirmer cette hypothése. Nous n’avons pas
réussi a obtenir des résultats interprétables concernant les deux autres cibles d’Ubc13. Une

mise au point est nécessaire pour optimiser la détection de 1’ubiquitination de TRAF6 et RIP.

Cellules HEK 293-T

Mock HA-Ubc13(WT) HA-Ubc13(C87A)
& S & S & S
| — | —| | —|
CysNO - + - + - + - + _ + _ +
asld - - Ip Ub/ IB: IxB-a

P N L T N FP——

Figure 31 : L’activité d’ubiquitination d’Ubc13 est inhibée par la S-nitrosylation. Les cellules
HEK -293T ont été transfectées avec les constructions HA-UBC13 WT ou HA-UBC13 C87A
puis traitées par la CysNO a la concentration de 1 M pendant 20 minutes. Les lysats
cellulaires sont ensuite immunoprécipités avec un anticorps anti-ubiquitine puis analysés par
western blot avec un anticorps anti-lxB-c. L’ajout d’'un donneur de NO, capable de S-
nitrosyler Ubcl3, inhibe ['ubiquitination de sa cible IxkB—a. Cet effet est mimé dans les
cellules exprimant la forme Ubc13-C87A.

5. Implication d’Ubc13 dans I’effet cytotoxique du lipide A/IFNy ou d’un donneur
de NO

Du fait qu’Ubcl3 est impliquée dans prolifération et la survie cellulaire, notre
hypothese est que I’inhibition de son activité comme on vient de le montrer précédemment
par le NO devrait contribuer a ’effet cytotoxique du lipide A/IFNy. Pour Vérifier cette
hypothése, nous avons analysé I’impact de ’expression de la forme sauvage ou de la forme
mutée de cette enzyme dans les cellules EMT-6H traitées ou non par la combinaison lipide
A/IFNy ou par un donneur de NO, le GTN. La figure 6 montre que la cytotoxicité de la
combinaison ou du GTN, mesurée par un test d’adhérence au bleu de méthyléne ou par un test
de prolifération au MTS, est réduite dans les cellules exprimant la forme sauvage d’Ubcl3.
En revanche, les cellules exprimant la forme mutée semblent étre plus sensibles a 1’effet

cytotoxique de la combinaison (figure 32A).
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Ces effets semblent étre modestes, cela pourrait étre expliqué par le faible
pourcentage des cellules transfectées par Ubcl3 qui est environ de 30 % (résultats non
montrés). Une optimisation de la transfection transitoire ou la genération de clones qui
expriment de manicre stable les formes sauvages et mutées d’Ubc13 peut améliorer les effets
cytotoxiques observés. Une autre manic¢re d’étudier I’implication d’Ubcl3 dans 1’effet
cytotoxique de la combinaison est 1’utilisation la stratégie de I’invalidation génique par si ou
shRNA d’Ubcl3 dans les cellules EMT-6H et d’en analyser les conséquences sur la
sensibilité des cellules. Parallelement & cette analyse, nous avons regardé la localisation
subcellulaire d’Ubc13 puisqu’il est connu que cette enzyme se relocalise au noyau suite a un
stress cellulaire ou un dommage a I’ADN. Nous avons observé que le lipide A/IFNy induit
une relocalisation d’Ubc13 du cytosol vers le noyau (Figure 32B). Nous n’avons pas encore
déterminé si cet effet est lié a sa S-nitrosylation ou a un autre processus qui restera a

identifier.

Afin de finaliser ce travail, il nous reste a confirmer in vivo I’activité anti-tumorale du
lipide A dans des souris porteuses de tumeurs exprimant la forme non nitrosylable d’Ubc13.
Les cellules EMT-6H exprimant de fagon stable la forme mutée d’Ubc13 seront injectées a
des souris Balb/c par voie intraveineuse. Nous évaluerons la survie des souris apres traitement

par le lipide A.
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Figure 32 : Analyse de I’activité cytotoxique du NO. (A) Analyse de l’expression d’Ubcl3
apres traitement par un donneur de NO. Les cellules EMT-6H ont été transfectées ou non par
les formes WT-Ubc13 et Ubcl3 C87A puis ont été traitées par un donneur endogéne de NO
(GTN) pendant 24h et par la combinaison OM-174/IFNy (OI) pendant 48h. Les cellules ont
ete lysées, puis [’expression d’Ubcl3 a été analysée par western blot et le pourcentage de
cellules vivantes a été analysé par un test d’adhérence au bleu de méthyléne et par un test de
survie au MTS. Les données sont présentées sous forme de moyenne + écart-type d'au moins
trois expériences indépendantes. Les groupes appariés ont été comparés avec le test t de
Student. Valeur P <0,05 est considéré comme statistiquement significatif. Ainsi, * représente
une valeur de p <0,05, ** représente une valeur de P <0,005. (B) Analyse de la localisation
cellulaire d’Ubcl3. Les cellules EMT-6H ont été traitées par la combinaison lipide A + IFNy
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pendant 24h puis la localisation de la protéine UBC13 a été mise en évidence par marquage en
immunofluorescence.

I1l. Matériels et méthodes

Culture cellulaire

La lignée cellulaire cancéreuse mammaire murine EMT-6 provenant d’une tumeur du sein
apparue spontanément chez la souris BALB/c est utilisée. Par injection dans la veine caudale,
elles induisent des nodules pulmonaires chez ces mémes souris. La lignée EMT-6 a pour la
premiére fois été établie en culture par Rockwell et al.(Rockwell et al. 1972). Les clones
EMT-6H et EMT-6J ont été obtenus par dilutions limites et sélectionnés suivant leur
production de NO en réponse a I’IL-1p. Le clone cellulaire EMT6-J répond fortement a 1’1l-
1B en exprimant fortement la NOS II et est peu tumorigéne alors que le clone EMT-6H
répond faiblement a I’Il-1pB, exprime peu la NOS 1I et est trés tumorigene. C’est ce clone qui
va m’intéresser dans ce travail puisqu’il induit la formation de nodules pulmonaires lorsqu’il

est injecté dans la veine caudale de souris Balb/c.

Les cellules EMT-6H sont mises en culture a 37 °C sous atmospheére séche sans CO, dans un
milieu complet, composé de milieu EMEM (Eagle’smimimum essential medium,
Biowhittaker, Fontenay-sous-bois, France) auquel est ajouté 10% de sérum de veau feetal
« endotoxins free » (SVF) (Biowest, Nuaillé, France) et 1% de glutamine 2 mM
(Biowhittaker). Les cellules sont détachées du support plastique tous les 2-3 jours a I’aide
d’un mélange d’EDTAS uM (acide éthylene diamine tétra-acétique, Sigma-Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France) et de trypsine a 0,005% (Biowhittaker) aprés avoir été rincées avec
de ’HBSS (Hank’sbalancedsalt solution, Biowhittaker). Les cellules sont ensuite reprises
avec du milieu complet, le sérum de veau feetal ayant pour effet de bloquer l'action de la
trypsine. Elles sont ensuite centrifugées et réensemenceées a la concentration voulue. De fagon

générale, les cellules sont cultivées 24 h avant chaque traitement.

La lignée de cellules cancéreuses coliques SW480 humaine a été obtenue auprés de American
Tissue Culture Collection (Manassas, VA) et a été cultivée dans un mélange 1:1 (vol / vol) de
milieu de Eagle modifié par Dulbecco et HamF-F10 (Biowittaker, Fontenay-Sous-Bois,
France) complété avec 10% de sérum de veau feetal 1% de L-glutamine a 37 ° C en

atmosphére séche.
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La lignée humaine de rein embryonnaire (HEK293T) a été maintenue dans du milieu de Eagle
modifié par Dulbecco (DMEM, Mediatech) avec 10% de FBS, dans une atmosphére humide
(5% de CO2 et 95% d'air).

Chaque semaine, toutes les cultures sont testées pour déterminer une éventuelle contamination

par des mycoplasmes avec le kit mycotect (Life Technologies, Cergy Pontoise, France).

Transfections

Les constructions Ubcl3 mutantes de type sauvage (WT) et C87A marquées par
I'hnemagglutinine (HA), ont été générées par sous-clonage d’UBC13 humain dans un plasmide
pEF-HA en utilisant BamHI et a été gracieusement fourni par le laboratoire de Ze'veRonai. La
technique au phosphate de calcium a été utilisée pour la transfection transitoire des cellules
EMTG6-H, SW480 et 293T avec les différents plasmides. Brievement, 5 pug de plasmide a été
mélangé avec 500 pL de H20 et 60 pl de CaCl2 (2,5 mol.L-1) puis le mélange a été incubé
avec les cellules pendant 16 heures, apres quoi les cellules ont été lavées avec une solution
saline (PBS) et incubées dans un milieu de culture complet. Vingt-quatre heures plus tard, les

cellules ont été traitées par un donneur de monoxyde d’azote (NO) a I'obscurité.

Traitements des cellules EMT-6H

Les cellules EMT-6H sont ensemencées a une concentration de 1.10* cellules par puits de
plaques 96 puits et 5.10° cellules par puits de plagues 6 puits. Aprés 24 heures de culture, les
cellules sont traitées avec de I’OM-174 a 500 ng/mL (OM Pharma, Meyrin, Suisse) associé ou
non a ’IFNy a 33 ng/mL (interféron y, Peprotech Inc.,Le Perray en Yvelines, France). Cette
combinaison induit I’expression de la NOS II et la production de monoxyde d’azote. Les
cellules SW480 et 293T sont traitées par du glycéryltrinitrate a 500 uM pendant 24h. Chacune

des lignées est traitée par une solution de L-cystéine-NO.

Toutes les solutions de prétraitements et de traitements sont réalisées dans du milieu de

culture complet.

Purification de protéines S-nitrosylées par la technique du Biotine Switch
Assay (BSA)

Apres traitement des cellules, le culot cellulaire est incubé avec 1 ml d’une solution de lyse
non dénaturante (50 mM Tris-HCI, pH7.4, 300 mMNacCl, 5mM EDTA, 0.1 mMneocuproine
et 1% Triton X-100, en présence d’inhibiteurs de protéases). Les protéines sont alors dosées

par la technique de Lowry.
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Cing milligrammes de protéines diluées dans le tampon de lyse (a raison de 0.5 mg/ml), sont
incubés avec 4 volumes d’une solution de blocage (225 mMHepes, pH7.7, 0.9mM EDTA, 90
MM neocuproines, 2.5% SDS et 20 mMmethylmethanethiosulfonate [MMTS]), pendant 20
min a 50°C et sous agitation forte, afin de bloquer les groupes thiols libres (fig.2). Les
protéines sont alors précipitées deux fois par ajout de deux volumes d’acétone glacée,
incubées a 20°C pendant 15 min et centrifugées a 2000 g pendant 5 min a 4°C. Le culot
protéique obtenu est repris dans 1 ml de tampon HENS (250 mMHepes, pH77, 1 mM EDTA,
0.1 mMneocuproine et 1% SDS) et incubé avec 1 mM d’acide L-ascorbique et 1 mM de
biotine-HPDP réactive (Pierce Biotechnology, Rockfort, Illinois) sous rotation. Aprés 1 heure,
les protéines sont précipitées deux fois avec de I’acétone glacée et le culot est repris dans 1 ml
de tampon HENS plus deux volumes d’un tampon de neutralisation (20 mMHepes, ph 7.7,
100 mMNaCl, 1 mM EDTA, 0.5% Triton X-100). Un échantillon est prélevé pour valider la
manipulation par western blot. Les groupements thiols biotinylés avec la biotine-HPDP sont
ensuite purifiés a I’aide de billes de neutravidine-agarose (préalablement équilibrés dans un
tampon contenant 20 mMHepes, pH 7.7, 100 mMNaCl et 1 mM EDTA) pendant 1h sous
rotation. Aprés 5 lavages avec un tampon contenant 20 mMHepes, pH 7.7, 600 mMNacCl, 1
mM EDTA et 0.5% EDTA, les protéines S-nitrosylées sont adressées a la plateforme

protéomique de I’'TFR-100.

SH e 5Ch 5Ch
S-NO SNO S-H S-C-Biotin

;)

Remplacement d’une liaison S-NO par une liaison S-biotine

Figure 33 : Principe du « Biotine Switch Assay » (« BSA ») consiste a remplacer la liaison S-

nitrosylé par une liaison biotinylé.
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Tampon de lyse

Tris HCI pH 7.4 50 mM
NaCl 300 mM

EDTA 5 mM
Neocuproine 0.1mM
Triton 1% : 1 ml

H20

Tampon de neutralisation

Hepes 20 mM pH 7.7
NaCl 100 mM
EDTA 1 mM

Triton X-100 0.5%
H20

Tampon d’équilibration

Hepes 20 mM pH 7.7
NaCl 100 mM
EDTA 1mM

H20

Tampon HEN:

Hepes pH 7.7 250 mM
EDTA 1 mM
Neocuproine 0.1 mM
H20

Tampon de lavage

Hepes 20 mM pH 7.7
NaCl 600 mM
EDTA 1 mM

Triton X100 0.5%
H20
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Tampon de saturation a préparer
extemporanément

Hepes 225 mM pH 7.7
EDTA 1 mM
Neocuproine 90uM
SDS 2.5%

MMTS 20 mM

H20

Acide L-ascorbique
100 mM dans H20
Tampon HENS :

HEN + 1% SDS
Tampon de charge 2X :

Glycerol 20 %
-mercaptoethanol 10 %

SDS 4,6%
Tris-HCI pH 6.8 0.125 mM
bleu de bromophénol 0,1%



Détection des protéines par Western-Blot

Extraits cellulaires
5.10° cellules EMT-6H sont utilisées par condition de traitement. Les cellules sont décollées

dans du PBS 1X froid a 1’aide d’un grattoir puis sont transférées dans un tube et centrifugées
(500 g/ 3 min/ 4 °C). Le culot cellulaire est repris dans 100 ul de tampon de lyse préparé
extemporanément (Tris-HCI 50 mM pH 7,4 10 mM ; NaCl 50 mM ; Na;PO,07 15 mM ; NaF
5 mM ; NazgVO, 150 mM pH 10; EDTA 5 mM ; Triton X-100 1 % ; cocktail d’inhibiteurs de
protéase 1 X), puis incubé 15 minutes dans la glace et enfin centrifugé (10 000 g/ 5 min / 4
°C). Le contenu en protéines du lysat est dosé a I’aide du kit DC proteinassay (Biorad, Yvry-
sur Seine, France). Apres dosage, les extraits protéiques sont repris (V/V) dans du tampon
Laemmli 2X (Glycerol 20 %, -mercaptoethanol 10 %, SDS 4,6%, Tris-HCI pH 6.8 0,125
mM, bleu de bromophénol 0,1%), chauffés a 95°C pendant 5 min. Les extraits protéiques sont
conservés a -80°C jusqu’a utilisation.

Migration-transfert
Cinquante microgrammes d’extraits protéiques sont séparés sur un gel de polyacrylamide

SDS-PAGE composé de 2 parties : gel de charge et gel de séparation. La migration des
protéines s’effectue sous 1’action d’un champ électrique de 90 V dans du tampon de migration

(Tris-HCI 2,5 mM pH 8,8, Glycine 15,2 mM).

Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose (Amersham) par la
technique du transfert en milieu liquide (Tris-HCI 0,15 M ; Acide borique 0,05 M) a 1’aide du
dispositif de Trans-blot (Biorad). Le transfert s’effectue sous 1’action d’un champ électrique
de 50 V pendant 1 heure 30 min.

Immunodétection
La membrane est ensuite saturée 1 h a température ambiante dans une solution de PBS,

Tween-20 0,1% (PBS-T) contenant 8 % de lait écrémé en poudre (Régilait).

La membrane est ensuite incubée avec 1’anticorps polyclonal anti-HA de rat (Transduction

Laboratory, KY, USA), anti-Ubc13 polyclonal de lapin (cell signaling technology),
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anti-Ubiquitine (clone P4D1) monoclonal de lapin, anti-lkBa monoclonal de lapin dilué au
1/5 000 dans du PBS-T pendant 2 heures a température ambiante et sous agitation. Ensuite la
membrane est lavée 3 fois 10 min avec du PBS-T, puis incubée avec I’anticorps polyclonal de
chévre anti-lapin ou chévre anti-rat couplé a la peroxydase (Jackson Immunoresearch
Laboratories, WG, USA) dilué au 1/10 000 dans du PBS-T. Aprés 30 min d’incubation, la
membrane est lavée 3 fois 10 min avant d’€tre révélée par chimioluminescence a 1’aide du kit

« ECL » (Amersham, UK) sur des Hyperfilm™ ECL (Amersham, UK).

Analyse par spectrométrie de masse

Les protéines de chaque échantillon ont été éluées des billes par chauffage a 95 ° C pendant 5
min dans un tampon dénaturant contenant du B-mercaptoéthanol (B-mercaptoéthanol 10%,
SDS 4,6%, M TrisHCI 0,125 pH 7,4). Les billes ont été sédimentées et le surnageant a été
récupéré pour précipiter les protéines (acide trichloracétique 15% / acétone). Les culots
protéiques ont été repris dans 10 pl de tampon NH4HCO3 a 100 mM. Les protéines ont
ensuite été réduites (dans 10 mM PTCE, NH4CO3 solution), alkylées (en 55 mm
iodoacetamide, NH4HCO3 solution) et digérées par la trypsine (trypsine for Mass
Spectrometry, Promega, France). Les produits de digestion ont ensuite été purifiés et
concentrés sur pointe C18. Les éluats C18 sont séparés en nanoLC et fractionnés en plaque
MALDI. Chaque fraction a été analysée par spectrométrie de masse MALDI-TOF/TOF en
MS et MS / MS sur ultrafleXtreme (BrukerDaltonics), en mode automatique via le WARP-
LC. Une protéine standard (sérum albumine de rat RSA) a été digéreé dans des échantillons
paralleles pour valider I'étape de digestion. Apres digestion, un dépdt et une analyse par
spectrométrie de masse sont effectués pour vérifier la présence des peptides dans les
échantillons. Un contrdle correspondant a un digest de BSA commercial est également injecté
sur la nanoLC avant le passage des échantillons. Ce contrdle est également analysé par

spectrométrie de masse pour valider I'étape de séparation et d'analyse.
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Marquage d’Ubc13 intracellulaire par immunofluorescence

Les cellules (2,5.10%) sont ensemencées sur des lamelles en verre sphériques de 12 mm de
diamétre (Marienfeld; VWR) dans une plaque 24 puits. Ces cellules sont incubées avec
différents traitements pendant 48 h. Les cellules sont rincées au PBS puis fixées par ajout de
méthanol glacé (-20°C) pendant 2 min 30 puis rincées rapidement avec de lI'acétone froide (-
20°C) le — doit étre mis a c6té du 20. Elles sont ensuite séchées puis réhydratées avec du PBS.
Les sites non spécifiques sont bloqués avec du PBS contenant 0,1 % de sérum albumine
bovine (BSA) pendant 20 min. Les cellules sont ensuite incubées 1h & température ambiante
en presence de 1’anticorps monoclonal de lapin anti-Ubc13 dilué au 1/300 dans du PBS a 0,1
% de BSA. Apres deux lavages de 5 min avec du PBS, les cellules sont incubées 1 heure avec
I'anticorps de chévre anti-lapin couplé au FITC dilué au 1/1 000 dans du PBS a 0,1 % de BSA
puis rincees 3 fois pendant 5 min avec du PBS. Les lamelles contenant les cellules marquées
sont ensuite montées sur des lames dans 5 pL de milieu de montage (FluorsSafe Reagent,
Calbiochem) permettant de limiter I’extinction de fluorescence. Des Immunoglobulines non
relevantes du méme isotype ont été utilisées comme control négatif. Les lames sont ensuite
conservées a 4°C et a I’obscurité jusqu'a observation. Les images sont acquises pour un méme
temps d’exposition par microscopie a epifluorescence (Nikon Eclipse E600, Champigny,

France).
Immunoprécipitation et immunoblotting.

Les cellules (50 & 100.10° par condition) sont implantées dans des flacons de culture de 175
cm? (Nunc, Roskilde, Danemark). Le lendemain les cellules sont transfectées par la technique
au phosphate de calcium avec les plasmides tagger HA, codant les formes sauvages et
mutantes sur la cystéine 87 d’Ubc13. Apres 24h de transfection, les cellules sont stimulées par
la combinaison OM-174/1FNy ou traitées par un donneur de NO. Les flacons sont posés sur la
glace et les cellules grattées et rincées 2 fois par du PBS1X froid a I’obscurité. Les cellules
sont lysées dans 1 mL de tampon de lyse pendant 30 minutes, puis le lysat est centrifugé a 15

000g pendant 20 minutes a 4°C. La concentration en protéines est dosée a I’aide du kit DC

144



Proteinassay (Biorad). Les lysats sont ajustés a la méme concentration protéique avec du
tampon de lyse. Les lysats sont ensuite incubés trois fois avec 40 pL de billes de protéines
AJ/G-sépharose (Amersham Biosciences, Les Ullis, France) diluées dans du tampon de lyse
(volume a volume) pendant 45 min sur une roue en chambre froide. Apres centrifugation
(500g, 2min), le lysat est incubé une nuit & 4°C sur une roue avec 2,5 ug d’anticorps anti-HA
ou anti-ubiquitine ou anti-Ubcl3, ou anti-IkBa. Le lendemain, 40 pL de protéines A/G-
sépharose diluées sont alors ajoutées et incubées pendant 90 min sur une roue en chambre
froide. Les billes sont ensuite lavées 5 fois avec 1 mL de tampon de lyse et les
immunocomplexes sont dissociés par chauffage a 95°C pendant 10 min dans 30 ul de tampon

de charge. Les échantillons sont ensuite analysés par western blot.

Tampon de lyse :

Tris-HCI, pH 7,4 20 mM
NaCl 150 mM

NP-40 1%

NazVO42 mM

Glycerol 10 %

Inhibiteurs de protéases 1X

Tampon de charge 2X :

Glycerol 20 %
-mercaptoethanol 10 %
SDS 4,6%

Tris-HCI pH 6.8 0.125 mM
Bleu de bromophénol 0,1%

Statistiques

Les données sont présentées en moyenne + écart-type du nombre indiqué d'expériences. Des
différences significatives ont été estimées par une analyse de variance suivie par le test t de
Student.
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Chapitre 111 : discussion

L’activité antitumorale du lipide A (OM-174), qu’on a déja démontré dans deux modéles de
cancers, un cancer de colon du rat (Onier et al, 1999) et un mélanome de souris (Gautier et al,
2010), a été confirmé dans ce modele de cancer mammaire de souris, EMT-6H. Ces résultats
montrent que I’effet du lipide A n’est pas restreint a un type de cancers et ne dépend pas du
modéle expérimental. Il faut noter que cette activité antitumorale a été observée avec d’autres

lipide A tels que le DT-5461 et I’ONO-4007 (pour revue : Reisser et Jeannin, 2009)

Cette conclusion est renforcée par des résultats obtenus dans un essai clinique de phase | avec
ce lipide A, ou il a été montré que cette molécule est active sur des patients atteints de
différents types de cancers (cancer du colon, du sein, du poumon, des ovaires), en terme de
production de cytokines inflammatoires (TNFo, IFNy, IL1-f) et d’augmentation du nombre
de certaines cellules immunitaires (cellules dendritiques, lymphocytes T infiltrant). Quant a
I’effet antitumoral du lipide A chez ces patients il reste a déterminer, puisque lors de cet essai

la dose maximale tolérée n’a pas été atteinte (Isambert et al, 2013).

L’étude des mécanismes moléculaires a I’origine de I’activité antitumorale de ’OM-174 nous
a conduits a identifier 3 acteurs principaux qui participent a cet effet : le TLR4, I’'IFNy et la
NOS II.

1. Implication du TLR4 de la cellule cancéreuse et de I’hdte.

Nos résultats montrent que ’activité antitumorale du lipide A évaluée chez la souris est

dépendante du TLR4 de la souris et de la cellule cancéreuse.
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En effet, I’efficacité du lipide A est fortement affectée dans des souris invalidées pour
TLR4 ou greffées avec des cellules EMT-6H dans lesquelles I’expression de TLR4 est
réduite. Des résultats supplémentaires nous permettent de faire 1’hypothése qu’un autre
récepteur aux LPS, TLR2, pourrait également participer a cet effet anti-tumoral. En effet, des
résultats in vitro montrent que 1’invalidation de TLR2 (shRNA) dans les cellules EMT-6H
inhibe la signalisation du lipide A a savoir I’induction de I’expression de la NOS 1II et la

production de NO (résultats : voir annexe) (Garay et al. 2007).

Nos données sont en accord avec d’autres travaux qui montrent I’implication du TLR4
dans la réponse antitumorale. En effet, I’équipe de Laurence Zitvogel, (IGR, Villejuif) a
montré que certains médicaments anticancéreux de la famille des anthracyclines, par exemple,
induisent une mort cellulaire des cellules cancéreuses libérant HMGBL, un agoniste de TLR4
et TLR2. Ce ligand va ainsi activer les cellules dendritiques et permettre la cross-présentation
des antigénes tumoraux conduisant a une réponse T cytotoxique antitumorale (Apetoh et al,
2007). Si dans ce travail, la cellule dendritique a été identifiée comme étant la cible de
I’agoniste de TLR4, nous avons des arguments assez solides pour penser que les neutrophiles
participent a I’effet antitumoral du lipide A. Dans un travail en ‘review ‘, nous avons montré
que I’inhibition du recrutement des neutrophiles et de leur activation au sein de tumeurs de
cancer de colon affecte fortement ’efficacité de I’OM-174 (Martin et al, soumis). Cependant,
I’implication d’autres cellules comme les DC, les macrophages et les NK reste d’actualité.
Concernant ces dernieres, on a montré dans un essai clinique de phase I que le traitement de
patients atteints de cancer par I’OM-174 active et augmente le nombre des cellules NK chez
certains patients (Isambert et al, 2013). Récemment, plusieurs travaux ont montré le réle
protecteur et antitumoral du TLR4. Il a été montré, par exemple, que la présence du TLR4
réduisait 'infiltrat de cellules inflammatoires et le développement de tumeurs aprés un

traitement par un carcinogene (Bauerle et al. 2005).

Dans un second travail, les auteurs montrent que des souris C3H/HeJ qui ont une

mutation dans le domaine intracellulaire du TLR4 développent plus de tumeurs que les souris
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sauvages lorsqu’elles sont traitées par un carcinogene (Yusuf et al. 2008). Plus récemment, il
a été montré que I’invalidation de TLR4 dans des souris augmente la prise de tumeurs de
cancer mammaire, le nombre des métastases et diminue la survie des souris (Ahmed et al.
2012). De méme, en utilisant une autre stratégie, il a ét¢é montré que ’activation constitutive
de TLR4 dans des souris APC (Min/+)° (des souris qui développent spontanément des
adénomes coliques) provoque une régression tumorale liée a I’induction d’une mort

apoptotique massive des cellules tumorales (Li Y et al, 2013).

Chez I’homme, le role du TLR4 dans le cancer a été regardé a travers 1’impact d’un
polymorphisme du TLR4 humain qui est responsable du remplacement d’un acide aspartique
par une glycine extracellulaire de la protéine (TLR4Asp299Gly), polymorphisme trouvé étre
responsable a une moindre réponse aux LPS. L’équipe de Laurence Zitvogel a montré que
chez des patientes porteuses de cancer du sein et traitées par des anthracyclines et de la
radiothérapie, le polymorphisme Asp299Gly du TLR4 était un facteur de mauvais pronostic
en ce qui concerne la réponse au traitement (Apetoh et al, 2007). Il a été également montré
que des individus porteurs du polymorphisme du TLR4 ont un risque significativement plus
important de développer un cancer de I’estomac provoqué par une infection par Helicobacter
pylori (Hold et al. 2007).

Nos resultats montrent en plus que le TLR4 exprimé par la cellule cancéreuse est
¢galement impliqué dans 1’effet antitumoral du lipide A. Bien que ce résultat soit en accord
avec certains travaux, il semble étre en contradiction avec certaines données de la littérature
qui montrent un lien entre I’expression du TLR4 et certains cancers incluant celui de ’ovaire,
de la prostate et du cou. En effet, il a été montré que le TLR4 induit la prolifération et la
chimiorésistance de cellules cancéreuses ovariennes (Kelly et al. 2006). De méme, dans des
lignées humaines de cancer de la prostate, le niveau d’expression de TLR4 est positivement
corrélé au potentiel métastatique de ces lignées (Hua D, 2009). Des résultats similaires ont été
obtenus dans le carcinome de la téte et du cou ou l'intensité d’expression du TLR4 est

corrélée au grade de la tumeur (Szajnik et al. 2009). La conclusion qu’on peut sortir de ces
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résultats est que 1’effet antitumoral du lipide A observé in vivo impliquerait le TLR4 de la

cellule tumorale et des cellules de I’hote.

Nous avons également montré qu’in vivo 1’activité antitumorale du lipide A dépendrait de
I’IFNy produit par la souris et également du récepteur de cette cytokine exprimé par les
cellules tumorales. Est-ce que I’effet in vivo de I’IFNy est uniquement direct ou indirect ?
Nous n’avons pas les arguments expérimentaux pour infirmer ou confirmer cette hypothése.
Cependant, selon nos connaissances, les cellules potentiellement sécrétrices d’IFNy aprés
stimulation du TLR4 seraient les NK. Bien qu’on n’ait pas étudié¢ 1I’implication de ces cellules
dans I’effet antitumoral du lipide A, les résultats issus de I’essai clinique révélent que le lipide
A augmenterait le nombre des NK chez tous le patients recevant le lipide A. De plus, pour le
dernier patient traité par la plus forte dose du lipide A, il a été mis en évidence une
augmentation de D’activité cytotoxique de ces cellules. On peut se demander pourquoi cet
essai n’a pas inclu plus de patients ? La réponse est que le lipide A préconisé pour cette étude
était périmé et qu’il aurait fallu changer de lot (Isambert et al, 2013). Nous n’excluons pas
non plus I’implication des lymphocytes T cytotoxiques, un acteur de la réponse immunitaire
adaptative qui secréteraient de I’IFNy. Cette réponse est induite par le lipide A puisque des

souris guéries par le lipide A rejettent I’implantation des mémes cellules cancéreuses.

Nos résultats confirment I’implication de la NOS II dans ’activité antitumorale du lipide
A dans ce modéele de cancer mammaire aprés I’avoir montrée dans le cancer colique (Onier et
al, 1999). En effet, I’efficacité antitumorale du lipide A est fortement réduite lorsque 1’activité
de la NOS II est inhibée chez la souris par 1’ajout d’un inhibiteur spécifique a cette enzyme
(1400W). La relation de la NOS Il avec le cancer est largement débattue depuis plusieurs
années. La majeure partie de la communauté scientifique associent expression et activité de la
NOS Il a la progression tumorale et a la résistance aux chimiothérapies (Gauthier et al.,
2004).
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Parmi les arguments avancés ceux qui montrent par exemple qu’une expression plus forte
de la NOS Il est observée dans plusieurs types de cancer incluant les poumons, le colon, le
sein, le mélanome et le pancréas (pour revue : (Burke et al. 2013). Cette expression semble
corrélée a un mauvais pronostic comme dans le cancer du sein n’exprimant pas le récepteur a
I’cestrogene. Elle augmenterait également la capacité métastasique de certaines cellules
cancéreuses (Shi et al. 2000). Quant a ceux qui lui conférent un effet antitumoral et
sensibilisateur a plusieurs agents cytotoxiques y compris certaines chimiothérapies (Huerta et
al., 2008), ils avancent plusieurs données telles que des cellules cancéreuses du pancréas
transfectées par la NOS Il ne forment pas de tumeurs dans la souris (Lee X et al, 2005). Des
cellules cancéreuses n’exprimant pas la NOS II montrent un haut niveau de prolifération, sont
plus tumorigénes et métastatiques (Wei et al. 2003). Néanmoins, on dénombre plus de travaux
qui montrent I’effet antitumoral de la NOS II que le contraire. D’apres les données de la
littérature, I’effet ambivalent de la NOS et du NO semble dépendre de plusieurs parametres :
du niveau d’activation de 1’enzyme et donc du taux de NO, de la durée de 1’exposition au NO,

du statut redox environnant et de la nature des cibles moléculaires proximales au NO.

Il en sort de cette étude et d’une autre du laboratoire (Gauthier et al, 2004) que la NOS 11
peut avoir les deux fonctions pro et antitumorale mais que cela dépendrait du type cellulaire
dans lequel elle est exprimée. On a montré que I’expression de la NOS II induite dans les
cellules cancéreuses en réponse a I’OM-174 conditionne I’efficacité antitumorale de ce lipide
A. En revanche, la NOS II de I’héte n’affecte pas I’efficacité antitumorale du lipide A puisque

cette activité n’est pas modifiée dans des souris invalidées pour le géne de la NOS IL

Par conséquent , on peut conclure que I’activité du lipide A OM-174 est liée a sa capacité
a activer le TLR4 des cellules cancéreuses et des cellules immunitaires induisant la production
d’TFNy, et que ces deux voies de signalisation vont activer dans les cellules cancéreuses, la

NOS II qui serait a I’origine de la mort de ces cellules.
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2. Meécanismes de cytotoxicité de la NOS 11

Nos résultats montrent que le NO produit par la NOS II est nécessaire mais n’est pas
suffisant pour induire un effet cytotoxique. En effet, des concentrations de NO produit par un
donneur de NO, équivalentes a celles genérées par la NOS Il en réponse a la combinaison
lipide A + IFNy, ne sont pas toxiques. Nos résultats montrent également que I’activité
antitumorale du lipide A nécessite la production de I’anion superoxyde dont I’origine n’est
pas la NADPH-oxydase (Nox), la principale source de superoxyde, mais plutot la NOS II. La
capacité de cette enzyme a produire des ROS, appelé découplage, est un événement rare qui
est généralement associé a une diminution de la production de NO. Il ne se produit que dans
des conditions de déplétion en son substrat, 1’arginine ou en son co-facteur, le BH4 (Xia et al.,
1998). Nous avons confirmé la diminution du taux intracellulaire de I’arginine apres
traitement des cellules cancéreuses avec le lipide A et I’'IFNy. Cette diminution ne semble pas
étre liée a une augmentation de ’activité arginase, la deuxiéme voie impliquée dans le
catabolisme de cet acide aminé a c6té de celle de la NOS Il. Notre hypothése pour expliquer
ce découplage, est que le taux élevé de la NOS II produit par le lipide A et I’'IFNy induirait
une utilisation accrue d’arginine, conduisant a une diminution de sa concentration
intracellulaire non compensée par un apport extérieur, favorisant ainsi le découplage de
I’enzyme. L’apport extérieur de I’arginine est assuré par l'intermédiaire d'une famille de
protéines appelées transporteurs d'acides aminés cationiques (CAT) (il existe plusieurs
isoformes) dont I’activité est inductible par des cytokines inflammatoires (TNFo, IL-1f,
IFNY) et de LPS. L’éventualité que la diminution intracellulaire de 1’arginine pourrait étre liée
a un défaut dans la fonction des CAT provoquée par le lipide A et 'IFNy reste probable. Pour
montrer si le lipide A et I'IFNy affectent ou pas la fonction des CAT, il faudrait mesurer le

taux intracellulaire de 1’arginine en utilisant de 1’arginine marquée au tritium.

L’implication des CAT pourrait étre évaluée en bloquant leur fonction par la L-leucine qui

blogue la liaison de la L-arginine a ces récepteurs. Nos résultats montrent que la cytotoxicité
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du lipide A et I’IFNy nécessite la présence de peroxynitrite, la résultante de 1’interaction NO
et superoxyde. La formation de ce radical, hautement cytotoxique, dépend beaucoup de la
proximité des deux radicaux NO et superoxyde, un environnement établi par la NOS Il qui
produit les deux radicaux. Nos résultats ne montrent pas si la localisation subcellulaire de la
NOS Il et donc du peroxynitrite joue un réle dans la cytotoxicité, puisque il est connu que le
lieu de génération du NO ou du peroxynitrite dans la cellule conditionne la réponse cellulaire
aux effecteurs cytotoxiques. Ceci peut étre expliqué par le fait que les cibles du NO et du
peroxynitrite ne sont pas les mémes dans les différents compartiments de la cellule. A défaut
de déterminer la localisation de la NOS I, nous avons analysé les cibles du NO et plus

précisément identifier les protéines S-nitrosylées.

3. Effet de la S-nitrosylation sur la fonction de I’enzyme de conjugaison de
I’ubiquitine E2, Ubc13.

Une analyse protéomique par LC-MS/MS nous a permis d’identifier une dizaine de
protéines S-nitrosylées a partir des cellules cancéreuses mammaires EMT-6H traitées par le
lipide A et ’IFNy. Le faible nombre des cibles du NO est relativement surprenant mais
pourrait étre expliqué par le fait que comme la S-nitrosylation est un processus réversible (lié
a la présence d’enzymes de dénitrosylation. L’analyse ne pourrait détecter que des protéines
S-nitrosylées restant stables pendant au moins 24 h (le temps du traitement des cellules).
Toutes les protéines dont la nitrosylation est trés labile (quelques heures voire quelques
minutes) ne peuvent donc pas étre caractérisées (Stamler JS et al, Science. 1992) sans des
cinétiques courtes de traitement, une procedure tres lourde tant au niveau de la purification
des protéines S-nitrosylées qu’au niveau de 1’analyse protéomique. Certaines des protéines
identifiées sont des protéines de structure comme 1’actine et d’autres sont impliquées dans la

prolifération cellulaire ou associées a I’immunité.

Parmi ces protéines, nous avons choisi d’analyser I’effet de la S-nitrosylation sur la

fonction de I’enzyme de conjugaison E2 de ’ubiquitine, ’Ubc13 et son implication dans la
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cytotoxicité induite par le lipide A et I’IFNy. Le choix de cette enzyme parmi les autres cibles
du NO n’est pas fortuit, mais tient compte de I’importance des voies de signalisation de cette
enzyme dans la prolifération cellulaire normale et cancéreuse (Boone DL, et al. Nat Immunol.
2004). 11 est décrit que I’invalidation de I’expression du geéne Ubc13 chez la souris cause un
déficit drastique de plusieurs lignées hématologiques avec une atrophie du thymus et de la
moelle osseuse (Wu X et al. PNAS. 2009.). Nous avons d’abord confirmé les résultats de
I’analyse protéomique en prouvant que I’enzyme Ubc13 est bien S-nitrosylée dans les cellules
EMT-6H suite & un traitement par le lipide A et IFNy. Cette modification se fait sur la
cysteine 87, la seule cystéine de la protéine et qui se trouve au niveau du site actif de
I’enzyme, puisque I’enzyme dont la cystéine 87 est remplacée par une alanine est résistante a
la S-nitrosylation. Ce résultat indique qu’Ubc13 est la seconde protéine parmi les protéines de
I’ubiquitination a étre une cible du NO a coté de I'ubiquitine E1, la protéine qui transfére
I’ubiquitine & une enzyme de conjugaison E2 (Kitagaki et al. 2009). 1l a été montré que la S-
nitrosylation de la El inhibe sa capacité a fixer 1’'ubiquitine, ce qui a pour conséquence de
stabiliser I’expression de la p53 et d’induire 1’apoptose (Kitagaki et al. 2009). Nous avons
également montré que la S-nitrosylation d’Ubc13 affecte son autobiquitination, sa fonction
d’ubiquitiner une de ses cibles, IkBa, et semble étre impliquée dans la cytotoxicité du lipide
A et de I'IFNy. Nous envisageons par la suite d’analyser une seconde cible d’Ubcl3
impliquée dans la voie du TLR4, le récepteur du lipide A, la protéine TRAF6, une E3
ubiquitine ligase. Nos résultats indiquent pour la premiére fois que le NO, grace a son pouvoir
de nitrosylation inhibe la fonction d’Ubc13. Il faut noter que des récents efforts sont faits pour
caractériser des inhibiteurs d’Ubcl3 qui pourraient avoir un intérét important dans le
traitement de certaines affections inflammatoires et auto-immunes (Ardecky et al. 2013). Le
fait qu’Ubc13 joue un role dans la réparation de I’ADN et I’activation de NF-xB induite par
un dommage de I’ADN, son inhibition peut donc potentiellement étre bénéfique dans une
stratégie thérapeutique des cancers. Nous comptons Vérifier cette hypothése in vivo dans des

souris porteuses de tumeurs exprimant la forme sauvage ou mutée sur la cystéine 87 d’Ubc13
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et évaluer I’activité antitumorale du lipide A. Les analyses de cytotoxicité in vitro montrent
que I’expression de la forme mutée d’Ubc13 sur sa cystéine 87 affecte sensiblement 1’effet
cytotoxique du lipide A et IFNy. Nos résultats mettent en évidence une nouvelle maniére
d’inhiber Ubc13 autres que par des agents chimiques qui, comme tout le monde le sait, ont
dans la plupart du temps, des effets secondaires indésirables (nausées, vomissement, fievre,
desquamation, perte capillaire). L’utilisation de donneurs de NO tels que GTN (ou glycéryl
trinitrate, un médicament largement utilisé dans le traitement de I’angine de poitrine) ou des
agonistes de TLR4 tels que le lipide A synthétique, OM-174 (qui a montré son innocuité chez
I’homme (Isambert et al. 2013)) peuvent constituer deux nouveaux outils dans 1’élaboration
de nouvelles stratégies pour inhiber Ubcl3 dans des cellules cancéreuses, qui en expriment
beaucoup et qui montrent des résistances aux thérapies standards, ce qui est le cas de certains
cancers (Tauriello et al. 2010).
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Inhibition de I’expression de la NOS II dans les cellules n’exprimant plus le TLR2 Analyse de
I’expression de la NOS 1l apres 48h de traitement par la combinaison lipide A + IFNy dans
les cellules EMT-6H transfectées avec un plasmide inhibant [’expression du récepteur TLR2.
Les cellules ont été lysées, puis [’expression de la NOS II a été analysée par western blot et le
pourcentage de cellules vivantes a été analysé par un test d ‘adhérence au bleu de méthyléne.
Les données sont présentées sous forme de moyenne + écart-type d'au moins trois expériences
indépendantes. Les groupes appariés ont été comparés avec le test t de Student. Valeur P
<0,05 est considéré comme statistiquement significatif. Ainsi, * représente une valeur de p
<0,05, ** représente une valeur de P <0,005.
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