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RESUME




Les carcinomes des voies aéro-digestives supérieures (VADS) représentent le 5éme
cancer le plus agressif au monde. Des résistances innées ou acquises entrainent des
rechutes locales ou a distance malgré lefficacité des traitements de référence, tels
que la chirurgie, la chimiothérapie a base de cisplatine et la radiothérapie. Ces
progressions sont malheureusement fatales a courte échéances.

Le but de ma these, est donc de découvrir de nouvelles cibles et stratégies
thérapeutiques pertinentes pour les patients en impasse thérapeutique.

Les lignées cellulaires CAL33 et CAL27 issues de carcinomes épidermoides de la
langue ont été utilisées comme modeles détude. Des cellules résistantes a la
radiothérapie et/ou au cisplatine ont été générées, pour la premiére fois.

Mon projet de recherche repose sur lidentification de plusieurs kinases : PLK1 (Polo-
like kinase), c-MET et AXL, surexprimées dans les cancers des VADS. Elles caractérisent
la forte prolifération et les capacités migratoires et invasives des cellules cancéreuses.
Elles sont surexprimées dans les tumeurs résistantes aux traitements de référence et
une forte expression est corrélée a un mauvais pronostic vital. Mon travail comportait
deux axes ;

1) La compréhension des mécanismes conduisant a la surexpression de PLK1

2) La détermination de la pertinence du ciblage thérapeutique de PLK1, c-MET et AXL.
Pour la partie 1, jai déterminé que la protéine « Roundabout Guidance Receptor 2
(ROBO2) », un récepteur impliqué dans l'organogenése et le guidage axonal lors du
développement est un élément clé du contréle de lexpression de PLK1. L'inhibition
par hyper-méthylation ou délétion de ROBOZ2 dans les cancers des VADS, favoriserait
la surexpression de PLK1. ROBO2 agirait donc comme un suppresseur de tumeur.
Pour la partie 2, jai montré que lonvansertib (ciblage de PLK1) et le cabozantinib
(ciblage d’AXL et de c-MET) diminuent la prolifération et linvasion de cellules sensibles
et résistantes aux traitements de référence (cisplatine et radiothérapie) générées en
laboratoire. Ces traitements induisent la mort des cellules cancéreuses avec une faible
toxicité sur les cellules saines. L'onvansertib et le cabozantinib réduisent fortement la
croissance et les capacités invasives de cancers des VADS expérimentaux chez la
souris immunodéprimée et le poisson zebre. Ces deux inhibiteurs sont efficaces sur
des coupes 3D réalisées a partir de biopsies de patients du Centre Antoine Lacassagne.
L'onvansertib montre un gain defficacité en combinaison avec les traitements de
référence. Ces associations permettent de réduire les doses et donc les toxicités de
chaque traitement tout en conservant une efficacité maximale. L'onvansertib et le
cabozantinib offrent donc de nouvelles perspectives de rémissions pour les patients
en impasse thérapeutique a progression sous traitement par cisplatine et radiothérapie.

MOTS CLES : PLK1, AXL, c-MET, ROBO2, RESISTANCE CISPLATINE, RESISTANCE
RADIOTHERAPIE



Head and Neck squamous cell carcinomas represent the 5th most aggressive cancer
in the world. Innate or acquired resistances result in local or distant relapses following
reference treatments including surgery, chemotherapy with cisplatin, and radiation
therapy. Unfortunately, relapses are fatal shortly.

The goal of my thesis is therefore to discover new therapeutic targets and strategies
relevant for patients in therapeutic deadlock.

The CAL33 and CALZ27 cell lines from squamous cell carcinomas of the tongue were
used as models. | derived cells resistant to radiation therapy and / or cisplatin for
the first time.

My research project is based on the identification of several kinases: PLK1 (Polo-like
kinase), c-MET and AXL, overexpressed in HSNCC tumors. They are overexpressed in
tumors resistant to standard treatments and high expression is correlated with a poor
vital prognosis. My work had two axes.

1) Understanding the mechanisms leading to the overexpression of PLK1

2) Determining the relevance of the therapeutic targeting of PLK1, c-MET and AXL.
For Part 1, | determined that the protein "Roundabout Guidance Receptor 2 (ROBO2)",
a receptor involved in organogenesis and axonal guidance during development, is a
key component in controlling PLK1 expression. Inhibition by hypermethylation or
deletion of ROBOZ2 in HSNCC cancers, would promote the overexpression of PLKI.
ROBOZ2 would therefore act as a tumor suppressor.

For Part 2, | showed that onvansertib (targeting PLK1) and cabozantinib (targeting AXL
and c-MET) decrease the proliferation and invasion of sensitive and treatment-resistant
cells (cisplatin and radiotherapy) that | generated in the laboratory. These treatments
induce the death of cancer cells with low toxicity on normal cells. Onvansertib and
cabozantinib strongly reduce the growth and invasiveness of experimental HNSCC
tumors in nude mice and zebrafish. These two inhibitors are effective on 3D sections
from biopsies of patients treated at the Cancer Center of Nice (Centre Antoine
Lacassagne). Onvansertib shows a gain in efficacy in combination with standard
treatments. These combinations make it possible to reduce the doses and therefore
the toxicities of each treatment while maintaining maximum effectiveness. Therefore,
onvansertib and cabozantinib offer new perspectives for patients with therapeutic
deadlock on treatment with cisplatin and radiotherapy.

KEYWORDS : PLK1, AXL, c-MET, ROBOZ2, CISPLATIN RESISTANCE, RADIOTHERAPY
RESISTANCE
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. LES CARCINOMES EPIDERMOIDES DES VOIES
AERO-DIGESTIVES SUPERIEURES (VADS)

1. Description des voies aéro-digestives supérieures

Les VADS comprennent les voies aériennes supérieures et les voies digestives

supérieures. Elles font donc parties des systémes respiratoire et digestif (Figure 1).

a. Les voies aériennes supérieures
Elles ont pour fonction, le passage et le traitement de lair jusqu’a la trachée qui se
dirigera ensuite dans les poumons. Plusieurs organes les composent.
Le nez est constitué de différentes structures dont les fonctions principales sont de
réchauffer et filtrer lair inspiré par les narines. Il contribue a la production de la voix
appelé phonation, et dans la perception des odeurs appelée olfaction.
Les deux narines débouchent sur deux fosses nasales qui s’étendent jusqu’au
nasopharynx. Les fosses nasales communiquent avec dautres cavités, les sinus,
appelés maxillaires, ethmoidaux, frontaux et sphénoidaux. Ce sont des cavités remplies
d’air dans les os du créne et dont lobjectif est le réchauffement et I'humidification
de lair inspiré.
Le passage de lair se poursuit jusquau pharynx. Il représente un conduit long de 13
centimetres. Il relie les fosses nasales au larynx et la cavité buccale a l'cesophage. Il
constitue un carrefour entre les voies aériennes supérieures (respiration) et les voies
aéro-digestives supérieures (alimentation). Il se compose de trois parties, a savoir le
nasopharynx, loropharynx et [Uhypopharynx. Le nasopharynx fait partie des voies
aériennes et se distinguent de loropharynx et de hypopharynx qui font partie des
voies digestives. Il est obstrué par la luette pour éviter que les aliments ne remontent
vers les fosses nasales.
L’air passe donc par le nasopharynx et rejoint le larynx.
Le larynx est constitué de cartilage et contient les cordes vocales qui sont des replis
ligamentaires et musculaires. Le larynx possede donc un réle majeur dans la phonation
mais aussi dans la protection des voies aériennes. Il active la fermeture d’'une structure

cartilagineuse, appelée épiglotte lors de lactivité digestive pour éviter le passage
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d’aliments dans la trachée qui apporte ensuite lair préalablement filtré jusquaux
bronches.

Les muqueuse naso-sinusiennes et trachéales sont recouvertes de cils qui permettent
la clairance muco-ciliaire, c’est a dire la circulation du mucus pour Uélimination des

déchets et des bactéries.

b. Les voies digestives supérieures
Les voies digestives supérieures sont constituées de la cavité buccale, des glandes
salivaires, de loropharynx, de 'hypopharynx et de lcesophage. Ces structures ont pour
but d’assurer la déglutition ainsi que la digestion des aliments.
La cavité buccale est constituée des levres, des gencives, des dents qui reposent sur
le squelette osseux de la face (mandibule et maxillaire), des joues, du palais, de la
langue et du plancher buccal.
L'intérieur de la cavité buccale est tapissé d’une muqueuse buccale sur laquelle les
glandes salivaires assurent I'humidification de la bouche et jouent un roéle actif dans
la digestion. Les réles principaux de la cavité buccale sont la mastication et la
perception du golt des aliments ainsi que la phonation.
Les aliments sont donc broyés par les dents et refoulés a larriere de la langue vers
Foropharynx pendant la déglutition.
Le bol alimentaire rejoint ensuite la partie basse du pharynx, Uhypopharynx puis
Foesophage.
Cet organe fait partie du tube digestif. Il permet de diriger les aliments grace aux

contractions de ses fibres musculaires lisses vers Lestomac.
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Figure 1 : Schéma des voies aéro-digestives supérieures (VADS)

c. Structure et organisation de la muqueuse orale
Histologiquement, l'ensemble des voies aéro-digestives supérieures est tapissée d’une
muqueuse épithéliale de type malpighienne, pluristratifiée plus ou moins kératinisée
selon le type de muqueuse a savoir bordante (majorité de la cavité buccale, non
kératinisée), masticatrices (les gencives et le palais osseux, kératinisée) ou spécialisée
(la langue, kératinisée). Il offre une protection contre les dommages mécaniques,
microbiens et chimiques’.

L’épithélium malpighien se divisent en quatre parties distinctes : les couches
basale, épineuse, granuleuse et cornée (Figure 2). La couche basale la plus profonde
est en contact avec la lame basale sous-jacente. Les cellules épithéliales de la couche
basale sont indifférenciées et se divisent en continu pour évoluer ensuite vers les
couches supérieures jusqu’a la couche cornée ou les cellules sont différenciées puis
exfoliées pour étre renouvelées?.

L’épithélium malpighien est composé a 90% par les cellules kératynocytes qui

offrent une protection contre les dommages mécaniques, microbiens et chimiques.
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L’épithélium est aussi constitué de mélanocytes chargés de la pigmentation de la

muqueuse, de cellules de Merkel jouant un rdle sensoriel, de cellules de Langherans

et des cellules de défense composées de cellules immunitaires sentinelles et de

lymphocytes T>.

Les cellules de l'épithélium sont liées par des desmosomes et reposent sur une

lame basale. Elle maintient la structure épithéliale et contrdle la filtration de substances

destinées aux cellules épithéliales, la migration, la différenciation et l'organisation des

cellules.

La lame basale sépare U'épithélium du chorion, un tissu conjonctif qui assure le support

de lépithélium (Figure 3). Il est composé de fibroblastes, de cellules immunitaires, de

fibres de collagene, de vaisseaux sanguins et de nerfs®.

4
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Figure 2 : Organisation et structure de la muqueuse buccale
(Daprés Squier et al, 2010F. Coupe histologique dune gencive (a gauche), kératinisée
et dune cavité buccale (a droite), non kératinisée.
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Figure 3 : Organisation du tissu conjonctif appelé chorion de la muqueuse buccale
(Daprés Squier et al, 2010F. Coupe histologique (gauche) et en microscopie
électronique (droite) de la composition du chorion.

2. Epidémiologie et étiologie des cancers des VADS

a. Données épidémiologiques

Environ 90% des cancers des VADS sont des carcinomes épidermoides. 890 000
nouveaux cas dans le monde ont été diagnostiqués pour 450 000 déceés en 2018°.
lls représentent 2,1% de l'ensemble des cancers hommes-femmes confondus. 11 610
nouveaux cas en France en 2015 ont été diagnostiqués.

Les carcinomes épidermoides touchent en moyenne des hommes et des femmes agés
respectivement de 63 ans et 61 ans (estimation en 2012).

Chez 'homme, ils se situent au 6°™ rang des cancers et représentent 3,8 % des
cancers masculins. Chez la femme, ces cancers se placent au 10°™ rang, soit prés
de 2,1 % des cancers féminins. Le taux d’incidence de ces cancers chez lhomme a
fortement diminué depuis 1980 (-2,8% par an entre 1980 et 2012). Cependant, le
taux dlincidence est en augmentation chez la femme (+1,5% par an entre 1980 et

2012) lié aux facteurs de risque alcoolotabagiques plus récents chez les femmes.
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3 027 déces par cancers levre-bouche-pharynx sont dénombrés en 2015 en France
métropolitaine, soit 2% des décés par cancer (2,7 % des décés par cancer chez
homme et 1,2 des décés par cancer chez la femme)’.

Le taux de survie globale a 10 ans (sur la période 1989-2010) est seulement de 18
a 31% selon dge (21% en France, dont 17% chez 'homme et 36% chez la femme,
données INCA, 2015).

Ce type de cancers montre donc un pronostic sombre en raison des retards dans le
diagnostic. La proximité des ganglions lymphatiques situés au niveau de la téte et du
cou permet également une dissémination métastatique par voie lymphatique. Ces
chiffres soulignent donc limportance du dépistage précoce et de la recherche de

nouvelles stratégies thérapeutiques.

b. Topographie des cancers des VADS

Les carcinomes épidermoides se développent au niveau de la cavité buccale
(majoritairement sur la langue), de la lévre et du pharynx (selon la Haute Autorité de
Santé) (Tableau 1).

Le site le plus courant ou se développent les carcinomes épidermoides est la langue.
Ces tumeurs représentent environ 40% de tous les cas de la cavité buccale proprement
dite®. Le plancher buccal est la deuxiéme localisation orale la plus fréquente. Les sites
moins courants comprennent la gencive, la muqueuse buccale, la muqueuse labiale et
le palais dur.

La langue latérale et le plancher buccal (avec une extension vers le palais mou latéral
et la région amygdalienne) représentent les zones avec le plus grand risque de
développement de ce cancer. Deux facteurs principaux sont responsables de ce haut
risque : tout d'abord, tous les agents cancérogenes se mélangent a la salive,
s'accumulent au fond de la bouche et baignent constamment ces sites ; d'autre part,
ces régions de la bouche sont recouvertes d'une muqueuse plus fine et non

kératinisée, ce qui offre une plus faible protection contre les agents cancérogénes®.
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TOPOGRAPHIE = REPARTITION Wil PRINCIPAUX FACTEURS DE

HISTOLOGIQUE RISQUE
Cavité buccale | 20-25 % Alcool et tabac (effet synergique)
Al [, tab ffet i
Oropharynx 10-15 % Carcinome etcali\} abac (effet synergique)

épidermoide

Hypopharynx 25-30 % Alcool et tabac (effet synergique)
Larynx 30-35 % Tabac (prédominant), alcool
o
ethmoide <1 % Adénocarcinome P ) . o

aldéhyde formique, acide
Fosses nasales .

chromique)

Carci
Nasopharynx <1 % arcinome , | Virus d’Epstein Barr (EBV)
nasopharyngé

Tableau 1 : Répartition topographique et histologique des cancers des VADS et facteurs

de risque
(Selon la Haute Autorité de Santél

c. Facteurs de risque
Les facteurs de risques consistent a déterminer les éléments qui contribuent aux
cancers des VADS.
Les effets du tabagisme, de la forte consommation dalcool et d'une mauvaise
alimentation expliquent probablement plus de 90% des cas de cancer de la téte et
du cou'®. D’autres facteurs environnementaux interviennent tels qu’une infection virale

ou une exposition professionnelle a des agents cancérogenes.

e Le tabac
Le risque de développer un cancer buccal est cing a neuf fois plus élevé pour les
fumeurs que pour les non-fumeurs, et ce risque peut augmenter jusqu'a 17 fois pour
les gros fumeurs (80 cigarettes ou plus par jour)®. Les produits du tabac provoquent
divers cancers, notamment ceux du poumon, de la cavité buccale, des fosses nasales,
du larynx, de l'oropharynx, de ['hypopharynx, de l'cesophage, de l'estomac, du foie, du
pancréas, de la vessie, de l'uretere, des reins, du col de l'utérus, et des leucémies
myéloides'!. La nicotine non reconnue comme cancérogéne contribue néanmoins a la
dépendance au tabac. Les cancérogenes contenus dans les produits du tabac sont

responsables de ces cancers. La fumée de tabac contient plus de 60 cancérogenes
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et au moins 16 dans le tabac non br{lé évalués par 'Agence Internationale pour la
Recherche sur le Cancer (IARC)*. Ces produits chimiques sont tous des cancérogénes
toxiques pour 'ADN qui peuvent jouer un réle clé dans linitiation et la promotion de
types spécifiques de cancer tels que le carcinome épidermoide!?. Parmi ceux-ci, les
nitrosamines spécifiques au tabac (4-(methylnitrosamino)-l-(3-pyridyl)-l-butanone(NNK)
et N™-nitrosonornicotine (NNN)), les hydrocarbures aromatiques polycycliques tels que
le benzo(a)pyrene (PAHs), les amines aromatiques telles que le 4-aminobiphényle, ou
encore des métaux lourds tels que le cadmium, le plomb, le chrome et le mercure
semblent jouer un réle important dans linitiation de ce cancer. La quantité totale de
cancérogenes dans la fumée de cigarette s'éleve de 1 a 3 mg par cigarette (similaire
a la quantité de nicotine, qui est de 0,5 a 1 mg par cigarette)''. Les PAHs sont a
origine de mutations de ADN. Ces mutations permanentes se produisent dans des
régions cruciales d'oncogenes tels que RAS et c-MYC, ou sur des genes suppresseurs
de tumeurs tels que TP53 et pl6. Il en résulte une perte des mécanismes normaux
de contréle de la prolifération cellulaire et le développement d'un cancer*!*. Les NNKs
et NNNs induisent des cancers de la cavité orale chez le rat tout comme le tabac a

priser’>,

e Lalcool

La relation entre l'alcool, en particulier les alcools forts, et le carcinome épidermoide
est reconnue depuis longtemps®. Aucun seuil de consommation sans risque n'a été
identifié, et méme une consommation faible ou modérée d’alcool augmente le risque
de cancers"’.

L'effet cancérigene des boissons alcoolisées serait di a des enzymes incapables de
métaboliser correctement lalcool. En effet, le risque de cancer des VADS chez les
buveurs d’alcool dépend de polymorphismes des génes codant pour les enzymes du
métabolisme de l'éthanol tels que les alcools déshydrogénases (les variants ADH1C*1
et ADH1B*2), les aldéhydes déshydrogénases (le variant ALDH2*2 Lys/Lys)'®!° ou
encore le cytochrome P450 2E1, qui oxyde l'éthanol en acétaldéhyde et active les

procarcinogénes du tabac, notamment les nitrosamines®.
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Outre ces prédispositions génétiques, 'éthanol pur n‘agissant pas comme cancérogene,
agirait comme un solvant pour la pénétration de cancérogenes a travers la muqueuse

des organes aérodigestifs supérieurs?.

e Les infections virales
Les papillomavirus humains (HPV), les virus des hépatites B et C (VHB et VHC)?, le
virus Epstein-Barr (EBV) ainsi que la bactérie Helicobacter pylori®* sont les quatre
principaux agents infectieux a lorigine des cancers des VADS.
Les infections par papillomavirus humains (HPV) et en particulier HPV16 et HPV18 ont
été définis comme facteurs de risque a cause de leur potentiel oncogénique. Ce type
de virus est composé d'un ADN double brin qui s’incorpore dans le génome humain.
Ils produisent des oncoprotéines virales telles que E6 et E7. Elles inactivent des genes
suppresseurs de tumeur tels que pRb* et p53%, ce qui favorisent la progression
tumorale. L'oncoprotéine E6 favorise la surexpression des protéines du cycle cellulaire
FOXM1, la cycline B1l, D1 et Cdc25 ainsi que la translocation nucléaire de la B-
caténine, contribuant a UEMT (transition épithélium-mésenchyme). L'oncoprotéine E7
active la voie de signalisation PI3K/AKT favorisant la résistance aux traitements.
Ensemble, ces modifications conduisent a la prolifération des kératinocytes et a la
formation de métastases®?*.
L'infection par HPV est typiquement a lorigine de carcinomes épidermoides
oropharyngés. Le statut HPV tumoral est un facteur pronostique important et
indépendant de survie chez les patients atteints d'un cancer de loropharynx. Les
patients HPV positifs présentent une meilleure réponse a la chimio-radiothérapie et
donc un meilleur pronostic que les patients HPV négatifs®. La vaccination anti-HPV
dans le cadre de la prophylaxie des cancers de lutérus a grandement contribué a la
diminution des cancers des VADS chez les femmes. Cette vaccination recommandée
actuellement chez les hommes pour les cancers oropharyngés et du canal anal
permettrait une prophylaxie des cancers des VADS.
Le virus Epstein-Barr est un virus qui fait partie de la famille des Herpes Virus
responsable par exemple de la mononucléose infectieuse et qui se transmet par la
salive. Il saccumule dans les cellules épithéliales et entraine la prolifération continue

des lymphocytes B, présents dans les tissus lymphoides telles que les amygdales®.
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Le virus persiste ensuite toute la vie chez I'héte infecté, surtout dans les lymphocytes
B mémoires®. Il induit des modifications épigénétiques a lorigine de cancers des

VADS*,

e Les expositions professionnelles
Certains cancers rares de type adénocarcinomes sont favorisés par les expositions
professionnelles notamment les poussiéres de bois irritantes et cancérogenes inhalées
qui multiplient les risques du tabac et de lalcool. D’autres substances cancérogénes
ont été recensées telles que lamiante, certaines huiles minérales, les hydrocarbures,
les peintures, les acides forts, les fumées de diesel et certains solvants qui sont

autant de facteurs de risques pour le développement de cancers des VADS®,

3. Carcinogenése des cancers des VADS

a. Altérations tissulaires

Les cancers des VADS précoces et les lésions précancéreuses sont souvent subtiles
et asymptomatiques, ce qui entraine la découverte du cancer a des stades avancés
chez les patients. Par conséquent, il est important pour le clinicien de maintenir un
indice de suspicion élevé, surtout si des facteurs de risque tels que le tabagisme ou
l'abus d'alcool sont présents.
Le carcinome épidermoide buccal invasif (métastases) est souvent précédé de
modifications précancéreuses cliniquement identifiables de la muqueuse buccale. Ces
lésions se présentent souvent sous forme de plaques blanches ou rouges, appelées
respectivement leucoplasie et érythroplasie, toutes deux causées par le tabac et
lalcool® Histologiquement, la mise en place d’un carcinome invasif implique différentes
lésions intra-épithéliales®*:

L’hyperplasie se caractérise par une augmentation du volume tissulaire due a une
forte activité mitotique dans ces cellules.

Le stade de dysplasie se définit par une accumulation de mutations dans ces
cellules qui favorisent leur prolifération. Elles se caractérisent par des changements
architecturaux de [épithélium : stratification épithéliale irréguliére, perte de polarité

des cellules basales, augmentation du nombre de cellules mitotiques, kératinisation
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prématurée des cellules (dyskératose). Il subit également des changements
cytologiques : tailles et formes des noyaux et/ou cellules anormales, défauts du
nombre de chromosomes et de mitoses®.
Le classement de la dysplasie dépend de l'étendue de l'envahissement des couches
épithéliales par les modifications dysplasiques. La plupart des dysplasies de bas grade
(dysplasie légere ou modérée) n'évoluent pas en cancer. Cependant, la dysplasie de
haut grade (dysplasie sévére), progresse souvent si elle n'est pas traitée.

Un carcinome in situ se met en place lorsque les cellules tumorales sont présentes
dans toute ['épaisseur de l'épithélium.

Il devient invasif lorsque la lame basale est rompue. Les cellules du carcinome
gagnent le tissu conjonctif pour rejoindre la circulation sanguine ce qui entraine une

dissémination métastatique et donc un mauvais pronostic®.

b. Altérations chromosomiques
Les cancers des VADS sont caractérisés par une instabilité génétique, avec une perte
ou un gain de régions chromosomiques. Certaines anomalies chromosomiques sont
associées a des stades spécifiques de la progression de la maladie** (Figure 4).

La perte du chromosome 9p21 se produit lors de la progression de la muqueuse
épithéliale normale de la téte et du cou vers hyperplasie. La perte de cette région
inclue les geénes suppresseurs de tumeur CDKN2A et ARF qui codent respectivement
pour la protéine pl6, inhibiteur des kinases du cycle CDK4/CDK®6, et pour la protéine
pl4, inhibiteur des CDK4/6 et stabilisateur de p53.

La progression du stade de lhyperplasie a la dysplasie est marquée par la
perte des chromosome 3p21 et 17pl3 ou se trouve le géne TP53.

La transition du stade dysplasique jusqu’au carcinome /n situ implique un gain
de fonction des chromosomes 11ql3, 3q et 8q et une perte de fonction des
chromosomes 13q21 et 14q32. Les régions 11ql3, 3q et 8q qui contiennent le locus
des genes Cycline D1 (CCND1), EGFR, PI3K (PI3KCA), semblent directement impliquées
dans la carcinogenese. Ces protéines favorisent la croissance tumorale et la

dissémination métastatique.
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INTRODUCTION

Enfin, la progression vers le carcinome invasif se caractérise par la perte des
chromosomes 6p, 8, 4q27 et 1023 ou se situe le gene PTEN responsable de
Linhibition de la voie de signalisation PI3K/AKT?.

Collectivement, ces études sur les anomalies chromosomiques révelent que de

multiples altérations génétiques sont nécessaires pour donner lieu a un carcinome

invasif.
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Figure 4 : Modifications génétiques associées ad la progression des cancers des VADS
(Daprés Polanska et al, 2014° et Poh et al, 2008”) La mise en place du cancer
débute par des [ésions tissulaires caractérisées par [hyperplasie, la dysplasie de bas
et de haut grade. Ces modifications conduisent a un carcinome in situ puis invasif
lorsque les cellules atteignent la circulation sanguine. Ces différents stades
saccompagnent de pertes (PH) ou de gains dhétérozygotie (GH). lls impliguent
linactivation de génes suppresseurs de tumeurs ou lactivation doncogénes, tels que
CDKNZ2A et TP53 (p16 et p53) aux stades précoces, et CCND1 (cycline DI1), EGFR,
PI3KCA (PI3K) et PTEN aux stades ultérieurs.

Le séquencage d’exomes de tumeurs des VADS ainsi que les données du TCGA (« The
Cancer Genome Atlas ») ont mis en évidence plusieurs génes mutés ou avec un

nombre altéré de copies. Les tumeurs HPV positives présentent en majorité, une perte
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fréquente de TRAF3 (réponse immunitaire défectueuse) et une amplification de E2F1
(prolifération cellulaire accrue) alors que les tumeurs HPV négatives présentent des
modifications fréquentes de CDKN2A et TP53%.

Les genes majoritairement altérés ont été regroupés en différentes catégories, dont
ceux impliqués dans la survie et la prolifération cellulaires (TP53, PIK3CA, CDKN2A et
CCND1), la différenciation cellulaire (NOTCH1, FAT1, AJUBA, CTNNB1), la signalisation
d'adhésion et d'invasion cellulaire (EGFR, VEGF, FGFR, E-cad, N-cad) et les fonctions
épigénétiques (NSD1 et KMT2D)**“.,

c. Altérations des voies de signalisation
Les tumeurs des VADS expriment de maniere aberrante des protéines de signalisation

et/ou d’activation des voies de signalisation (Figure 5).

e Cycle cellulaire et prolifération cellulaire

P16 (codée par le géne CDKN2A) et p53 (codée par le géne TP53) sont des
suppresseurs de tumeurs fréguemment inhibées dans les cancers des VADS. P16
blogue lactivité de la cycline D1 (codée par le géene CCND1) en phase G1/S et
controle donc la progression du cycle et la prolifération cellulaire. La perte de pl6
est associée a un mauvais pronostic chez les patients*. L’amplification du géne CCND1
se retrouve chez 30% des patients VADS et entraine a une survie globale plus
courte®*,

Comme énoncé plus haut, pl6 inhibe lactivité de la cycline D1 et de ses kinases
associées, les CDK4 et CDK6. Cette inhibition permet lactivité du suppresseur de
tumeurs pRb (codée par RB1) qui freine le cycle cellulaire. La dérégulation du gene
RB1 contribue au stade dysplasique et la mise en place d'un carcinome épidermoide®.
P53 régule la prolifération cellulaire et induit la mort des cellules par apoptose
notamment lors d’un stress pouvant étre causé par des dommages a I'ADN. Le géne
TP53 est muté dans 84% des tumeurs des VADS®.

Les mutations de TP53 sont des marqueurs de mauvais pronostic des tumeurs des
VADS et sont associées au stade de la tumeur et au grade dysplasique de la tumeur?.
Le géne CASP8 (code pour la protéine Caspase 8) induisant lapoptose est
fréquemment muté dans les cancers des VADS ce qui permet a la cellule cancéreuse

de survivre et de proliférer®.
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D’autre part, PIK3CA, codant pour la sous-unité catalytique de la phosphoinositide 3-
kinase (PI3K), est le seul oncogene qui se trouve étre fréquemment muté ou amplifiée
(entre 14% et 16% des tumeurs VADS) a la fois dans les tumeurs HPV négatives ou
positives. La voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR joue un réle important dans la
prolifération, la survie de la tumeur, la migration et la différenciation cellulaire. La
perte de fonction du géne PTEN contribue également a lactivation de cette voie de

7 et la radio-résistance®.

signalisation®” qui est impliquée dans la chimio-*
o Différenciation cellulaire

NOTCH (codé par le gene NOTCH) est un récepteur qui favorise le renouvellement
des cellules souches et la différenciation cellulaire notamment lors du développement
embryonnaire®,

Dans les cancers des VADS, le gene NOTCH subit une mutation inactivatrice dans
environ 20% des tumeurs VADS et agit comme suppresseur de tumeur®#. NOTCH est
physiologiquement exprimé dans les cellules de ['épithélium buccal, mais son expression
est inhibée dans les cancers des VADS au stade dysplasique®.

La voie de signalisation Wnt/g-caténine (B-caténine codée par le géne CTNNB1)
contribue a la prolifération des cellules souches et a leur différenciation. La B-caténine
est surexprimée dans les cancers des VADS®!, bien que les mutations du géne CTNNB1
soient rares®. Cependant, les mutations inhibitrices des génes NOTCH, FAT1 (codé
par le géne FAT1) et Ajuba (codée par le géne AJUBA) conduisent a lactivation de

la voie Wnt/p-caténine qui contribue alors a la tumorigenése®>*3.,

e Invasion cellulaire et formation de métastases
La formation de métastases a distance fait intervenir : 1) langiogenése tumorale
permettant la formation d’'un nouveau réseau de vaisseaux sanguins ; 2) la transition
épithéliale-mésenchymateuse (EMT) durant laquelle les cellules acquiérent des
propriétés migratoires et invasives pour former des métastases.
La formation de nouveaux vaisseaux lors de langiogenése tumorale permet

lapport de nutriments et doxygéne aux cellules tumorales.
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Ce processus met en jeu plusieurs récepteurs comme les récepteurs de 'EGF et du
FGF : EGFR (« Epidermal Growth Factor ») et FGFR (« Fibrosblast Growth Factor »)
ainsi que le VEGF (« Vascular Endothelial Growth Factor »).

La voie EGF joue un réle clé dans la tumorigenese, la progression tumorale et la

résistance a la radiothérapie (RT)>

. Ce récepteur est surexprimé dans 90% des cas
et associé a un mauvais pronostic chez les patients®. L'amplification du géne et la
surexpression de la protéine EGFR sont corrélées au stade de la tumeur, a linvasion
ganglionnaire et a la formation de métastases®.

L’activation de U'EGFR stimule les voies de signalisation MAPK, PI3K/AKT, ERK et
JAK/STAT impliquées dans la prolifération des cellules tumorales, langiogenése,
linvasion et la formation de métastases”. La voie EGF stimule notamment la production
de VEGF, acteur majeur de l'angiogenése®. La production de VEGF est induite dans
les tumeurs via l'hypoxie et le facteur de transcription HIF1-a (Hypoxia-Inducible Factor
1a0)*® ou la perte de suppresseurs de tumeurs, comme PTEN®C. Surexprimé dans 90%
des tumeurs VADS, le VEGF est associé & un mauvais pronostic chez les patients®®,
La croissance et langiogenése tumorales dépendent aussi des récepteurs FGFRI,
FGFR2 et FGFR3. L'amplification de ces génes et la surexpression des récepteurs chez
les patients sont corrélées au stade de la tumeur et a linvasion ganglionnaire, ce qui
suggere leur role dans la transformation de la muqueuse normale vers le stade
dysplasique®®,

L’EMT implique linhibition des molécules d’adhésion de type E-cadhérine et
lactivation des molécules mésenchymateuses telles que la N-cadhérine et la vimentine.
Les analyses en immunohistochimie réalisées sur des tumeurs des VADS, ont montré
une diminution de lexpression de E-cadhérine et une surexpression de la N-cadhérine
et la vimentine favorisant la migration des cellules tumorales®®.

L’EMT dépend aussi de facteurs du microenvironnement tumoral tels que le TGF-b%
et lhypoxie (HIF1-a)® qui favorisent les capacités invasives et migratoires des cellules

cancéreuses des VADS.
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« Epigénétique et réponse immunitaire
Les modifications épigénétiques régulent l'expression du génome. Des mécanismes tels
que la méthylation ou la déméthylation sur le promoteur d'un géne, inhibe ou bien
active son expression.
L'inactivation des génes suppresseurs de tumeurs due a la méthylation est lune des
caractéristiques de la cancérogenese. Par exemple, les promoteurs des génes pl6 et
E-cadhérine sont hyperméthylés, donc inactivés dans les cancers des VADS™.
Les délétions et les mutations inactivatrices de lhistone H3K36 méthyltransférase
NSD1 (Nuclear receptor binding SET domain protein 1) induit une hypométhylation de
certains genes spécifiques du développement. La perte de NSD1 inhibe également
linfiltration des lymphocytes T CD8* dans le microenvironnement tumoral et réduit
donc la réponse immunitaire dans un modéle murin de cancer des VADS’.
Des mutations de lhistone H3K4 méthyltransférase KMT2D (Histone-lysine N-
meéthyltransferase 2D), permettrait une immuno-surveillance défectueuse. La perte de
KMT2D dans le modeéle murin, affecte la production d’IFN-y par les lymphocytes T
CD8* effecteurs et contribue a la croissance tumorale’
Les genes régulés aux méthyltransférases NSD1 et KMT2D sont considérés comme
suppresseurs de tumeurs. Leurs mutations dans environ 18% des cancers des VADS

contribue donc a la cancérogenése et a la progression tumorale®.
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CARCINOGENESE DES CANCERS DES VADS
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Figure 5 : Voies de signalisation impliquées dans la carcinogenése des cancers des
VADS

(Selon Hsu et al, 2020)°. La perte ou le gain chromosomique ainsi que des
modifications épigénétiques, favorisent laltération de voies de signalisation impliguées
dans la carcinogenése.
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4. Prise en charge thérapeutique

a. Diagnostic clinique
e Bilan initial

La découverte et la prise en charge des carcinomes épidermoides doivent étre le plus
rapide possible en raison du caractere évolutif et agressif de la maladie.
Le carcinome épidermoide peut étre découvert lors d'un examen de routine par un
professionnel de santé notamment le chirurgien-dentiste dont le role est capital dans
le dépistage d’'un cancer des VADS.
La découverte d'une tumeur dépend aussi de sa localisation et quelques symptémes
peuvent alerter le patient. Au niveau de la cavité buccale et de loropharynx, il peut
sentir une tuméfaction, un trouble de la mobilité linguale, une géne a la déglutition
ou bien une ulcération persistante de la muqueuse (selon la Haute Autorité de Santé).
Ces signes sont souvent négligés par le patient ce qui explique sa prise en charge
tardive. Une tuméfaction cervicale correspondant a un gonflement d'un ganglion
lymphatique amene le plus souvent le patient a consulter.
Un questionnaire et un examen clinique ont donc lieu dans le but d’effectuer un bilan
initial pour dépister un cancer des VADS. Linterrogatoire vise a rechercher des facteurs
de risque (exposition professionnelle, dépendance alcoolo-tabagique) a l'origine d’une
éventuelle tumeur maligne. L'examen clinique inclut une inspection compléte de la
cavité buccale et de loropharynx avec palpation endobuccale. Il consiste aussi a
rechercher une ou plusieurs adénopathies cervicales au niveau des aires
ganglionnaires. Toute suspicion dune présence dune tumeur doit conduire a un
examen complet des VADS en milieu spécialisé lors d'une consultation ORL (Oto-

Rhino-Laryngologiste) ou maxillo-faciale.

e Bilan d’extension
Un bilan d’extension a lieu aprés un diagnostic d'un carcinome épidermoide oral. Il a
pour but de déterminer l'état d’avancement et de rechercher selon les facteurs de
risque, la présence d'autres localisations synchrones (pulmonaires, osseuses...).

Différents examens cliniques ont donc lieux®.
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» Une endoscopie des VADS vise a récupérer des biopsies de la tumeur et a
rechercher d’autres tumeurs synchrones des VADS.

= L['analyse histologique des biopsies permet ensuite dévaluer le caractére malin
ou bénin de la tumeur et de poser le diagnostic.

* Les examens d’imagerie tomodensitométrique (TDM), dimagerie par résonnance
magnétique (IRM), ou encore de tomographie par émission de positrons (TEP)
permettent d’évaluer lextension tumorale locale, lensemble des aires
ganglionnaires cervicales, et de rechercher une localisation synchrone ou
secondaire.

Au terme de ce bilan, la tumeur est classée selon la classification internationale TNM’*
de I'UICC qui prend en compte la taille de la tumeur (T) et la présence de métastases
dans les ganglions lymphatiques (N) ou bien a distance (M). La classification TNM
permet d’évaluer ampleur de la progression du cancer mais également son stade

allant de | a IV (Tableau 2, Tableau 3).
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Tumeur primitive (T)

TX  La tumeur primitive ne peut étre évaluée

TO  Pas de tumeur primitive

Tis  Carcinome In Situ

T1  Tumeur < 2 cm

T2 2 cm < Tumeur < 4 cm

T3  Tumeur < 4 cm

T4  Tumeur envahissant les structures adjacentes
Envahissement ganglionnaire (N)

NX  La région ganglionnaire ne peut étre évaluée

NO  Pas de métastases dans les ganglions lymphatiques
Métastase dans un seul ganglion lymphatique homolatéral,

N1
N <3 cm
Métastases dans un seul ganglion lymphatique homolatéral,
N2
3cm <N<6cm
Métastases dans un seul ganglion lymphatique homolatéral,
N2a
3cm<N<6cm
N2b Métastases dans plusieurs ganglions lymphatiques homolatéraux,
N <6 cm
N2c Métastases dans les ganglions lymphatiques bilatéraux ou controlatéraux, N
<6 cm

N3  Métastase dans un ganglion lymphatique de plus de 6 cm
Métastase a distance (M)

MX  Métastase a distance ne peut étre évaluée

MO  Pas de métastase a distance

M1  Métastase a distance

Tableau 2 : Classification TNM des cancers des VADS.
Daprés « Overview of the 8" edition TNM classification for Head and Neck Cancer »
(2017).
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Stade global Taille Invasion Métastases
s (M ganglionnaire (N) M)

Stade 0 T0 NO MO
Stade | T1 NO MO
Stade |l T2 NO MO

T3 NO MO
Stade Il

T1-3 N1 MO
Stade IVA T4 NO/N1/N2 MO
tade
Maladie locale modérément avancée T3 N2 MO

T4a N2 MO
Stade IVB T4b | NO-2 MO
Maladie locale tres avancée $°Ut N3 MO
Stade IVC Tout
Maladie métastatique a distance T Tout N M1

Tableau 3 : Classification générale par stades des tumeurs des VADS

La décision de traitement fait U'objet d'une réunion de concertation pluridisciplinaire
(RCP) a laquelle participent des médecins de différentes spécialités, impliqués dans la
prise en charge du cancer (radiothérapeute, oncologue, chirurgien et radiologue). Elle
tient compte du bilan des examens ainsi que de l'état de santé général du patient

(douleur, état nutritionnel précaire, état psychologique, contexte social défavorable).

b. Traitements
La chirurgie suivie de la chimiothérapie et la radiothérapie sont les traitements de
référence a but curatif.
30 a 40 % des patients présentant une maladie de stade | ou Il, pouvant étre traités
par chirurgie seule ou radiothérapie définitive seule. La chirurgie ou la radiothérapie
seule peut fournir un contréle de la tumeur similaire et des taux de survie a long
terme améliorés chez environ 70 a 90 % des patients atteints d'une maladie a un
stade précoce.
Plus de 60 % des patients atteints d'un cancer des VADS présentent une maladie de
stade lll ou IV, caractérisée par un envahissement des ganglions lymphatiques ou la

présence de métastases a distance. La maladie localement avancée comporte un
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risque élevé de récidive locale (15 a 40 %) et de métastase a distance, avec un
mauvais pronostic.

La survie globale a 5 ans pour les stades avancés est approximativement de 50 %”.

e La chirurgie

La chirurgie est le premier traitement des cancers des VADS. Elle traite la tumeur et
les ganglions lymphatiques®®.

Elle est réalisée par voie externe ou interne. La chirurgie d’exérése est une procédure
longue et délicate. Elle permet une résection la plus complete de la tumeur tout en
préservant au maximum les fonctions de l'organe telles que la phonation, la déglutition
et la respiration. Selon la localisation de la tumeur cette intervention s’accompagne
d’'une reconstruction chirurgicale pour limiter des séquelles esthétiques et
fonctionnelles.

La chirurgie consiste aussi au curage des ganglions cervicaux. Ils sont ensuite analysés
afin de déterminer la présence de cellules cancéreuses et par conséquent d’indiquer
lavancement de la maladie®. D’autres part, les nouvelles techniques de chirurgie
robotique pour le cancer de l'oropharynx’’ et la microchirurgie au laser mini-invasive

pour les cancers du larynx et de ['hypopharynx’® peuvent augmenter la probabilité de

préserver les fonctions des organes.

e La radiothérapie
= La photonthérapie
La radiothérapie vise les cellules cancéreuses tumorales (ou l'emplacement tumoral
aprés la chirurgie) et/ou les aires ganglionnaires cervicales par des rayonnements
ionisants, tout en évitant autant que possible les cellules saines environnantes.
La radiothérapie est utilisée seule ou en combinaison avec une chimiothérapie
classique ou une thérapie ciblée et/ou la chirurgie®.
Lorsque la radiothérapie est le traitement principal, les patients regoivent généralement
des rayonnements ionisants de type photons, pendant plusieurs semaines lors de
séances quotidiennes. Une dose standard de 70 Gy en 35 fractions est généralement
administrée sur 7 semaines, a raison d’une séance par jour, 5 jours par semaine’’.

Lorsque la radiothérapie vient compléter un traitement chirurgical, elle peut étre
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délivrée avec la méme fréquence qu’en traitement principal et débute entre 1 et 2
mois apres la chirurgie.

L’exposition cellulaire au rayonnement provoque des dommages a UADN dus aux
particules chargées qui traversent et ionisent 'ADN et/ou a des espéces réactives de
loxygene (ROS) qui ionisent les molécules d’eau voisines.

La dose de fractionnement standard de 2 Gy par cycle produit 40 cassures double
brins et environ 3000 lésions d’ADN pour induire la mort cellulaire®,

La sensibilité de la tumeur aux radiations est donc un déterminant essentiel dans le
contrdle local du cancer. Or, la surexpression de U'EGFR et les mutations de p53 ont
été liees a la résistance au traitement dans les cancers des VADS.

» La protonthérapie

L'inconvénient principal de la radiothérapie par photons, demeure dans le ciblage
imprécis des cellules tumorales. Les tissus sains environnants comme les glandes
salivaires, recoivent de hautes doses de rayonnement a lorigine d’effets secondaires
chez les patients tels que des mucites, rendant leur qualité de vie difficile®.

Bien gu’elle soit plus onéreuse, la protonthérapie est plus précise et permet de cibler
précisément la tumeur. La dose de rayonnement peut donc étre augmentée sans
risque de toucher les cellules ou tissus environnants sains. /7 vivo, la protonthérapie
a montré des effets antiprolifératifs, anti-angiogéniques, anti-lymphangiogéniques, en
comparaison de la photonthérapie®>. La protonthérapie augmente donc lefficacité
antitumorale, entraine une faible toxicité et une réduction de cancers radio-induits en
comparaison a la photon-thérapie®. Cependant, en raison de son colt et de
laccessibilité des machines dispensant de tels rayonnements, la protonthérapie

représente aujourd’hui moins de 1% des traitements par radiothérapie.

e La chimiothérapie
Il existe plusieurs types de traitements médicamenteux pour traiter les cancers des
VADS : les molécules de chimiothérapie et les thérapies ciblées.
Ces traitements systémiques agissent sur 'ensemble du corps pour cibler la totalité

des cellules cancéreuses quelle que soit leur localisation.
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Plusieurs molécules peuvent étre utilisées ensemble avant un traitement par chirurgie
ou par radiothérapie (chimiothérapie néoadjuvante) pour réduire la taille de la tumeur
afin d’éviter une chirurgie trop lourde.

Ces traitements médicamenteux peuvent aussi étre associés de maniere concomitante
a la radiothérapie en concomitance (radio-chimiothérapie) tels que le cisplatine associé
au 5-FU (fluoro-uracile)®. Ils potentialisent les effets de la radiothérapie utilisée en
traitement principal ou aprés traitement par chirurgie.

Les molécules thérapeutiques les plus souvent utilisées sont les sels de platine
(cisplatine), le 5-FU (fluoro-uracile), le docetaxel et le méthotrexate.

Le choix du protocole a suivre dépend de l'état général et des éventuelles comorbidités

du patient.

e Les thérapies ciblées

Les thérapies ciblées anticancéreuses utilisent des composés dirigés contre des cibles
moléculaires spécifiques jouant un réle dans la carcinogenése, l'avancée de la maladie
et le mauvais.

Les thérapies ciblées ont donc pour objectif de bloquer la croissance et la propagation
tumorale.

Les trois cibles majeures de ces thérapies sont les récepteurs de surface des cellules
cancéreuses, la signalisation intracellulaire et l'environnement tumoral (facteurs de

croissance et facteurs pro-inflammatoires) (Figure 6).

» Les anticorps monoclonaux

Le cetuximab (ERBITUX®) est un anticorps monoclonal de sous-classe IgGl qui
cible le récepteur de I'EGF. La voie EGFR est impliquée dans l'angiogenése tumorale®®
et dans la progression tumorale.
A ce jour, le cetuximab est le seul anticorps anti-EGFR dont l'efficacité et le gain de
survie ont été prouvés pour le traitement de premiere ligne a la fois de la maladie
locorégionale avancée (LA) (associé a la radiothérapie)®®® et récurrente/métastatique
(R/M) (associé au cisplatine et 5-FU : essai EXTREME)®¥® ou en deuxiéme ligne chez
les patients devenus résistants au cisplatine.

Le zalutumumab (HuMax-EGFR®) est un anticorps monoclonal qui cible le

récepteur de I'EGF. Utilisé en association avec la radiothérapie, il améliore de la survie
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globale chez les patients qui développent des éruptions cutanées®. Dans un essai
cliniqgue de phase lll, son utilisation en deuxieme ligne, a montré une augmentation
de la survie sans progression chez les patients en rechute a la suite d'une chimio-
radiothérapie®.

Testé en phase I/l en association aux traitements de référence, le
panitumumab (VECTIBIX®), un autre anticorps monoclonal spécifique du récepteur de
lEGF, n‘améliore pas la survie globale mais augmente la survie sans progression avec
une tolérance acceptable chez les patients récurrents/métastatiques (R/M)*%2

Le bevacizumab (AVASTIN®), est un anticorps monoclonal humanisé dirigé
contre le VEGF, un acteur important de l'angiogenése tumorale.

Un essai clinique randomisé de phase Ill associant cisplatine ou carboplatine plus
docetaxel ou 5-FU avec ou sans bevacizumab chez des patients atteints d'un cancer
des VADS R/M a été mené. Malheureusement, le bevacizumab n‘augmente pas la
survie globale médiane de maniere significative en comparaison a la chimiothérapie
seule®.

L’association du bevacizumab et du cetuximab en phase Il a montré un taux de

réponse de 16% chez des patients en rechute/métastatiques®.

» Les inhibiteurs des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK)

L’erlotinib (TARCEVA®) et le gefitinib (IRESSA®) inhibent lactivité tyrosine kinase
du récepteur a UEGF.
En phase I, Uerlotinib na pas montré d’avantage thérapeutique par rapport a une
chimio-radiothérapie classique® ou en association avec le bevacizumab chez des
patients en rechute ou métastatiques®.
Le gefitinib naméliore pas la survie globale des patients métastatiques, en comparaison
du docetaxel’” en phase Il ou du méthotrexate +/- 5-FU en phase Il mais tend a
améliorer la qualité de vie des patients en rechute®,

D’autres inhibiteurs TKI du récepteur de 'EGF ont été testés en phase II/Ill tels
que lapatinib (TYKERB®) et le dacomitinib (VIZIMPRO®).
Le lapatinib inhibe 'EGFR et un membre de la méme famille de récepteurs, HER2.
Couplé a la chimio-radiothérapie en phase lll, il n'offre aucun avantage en termes
d'efficacité et montre une toxicité supplémentaire par rapport au placebo chez les

patients traités chirurgicalement et a haut risque de récidive®.
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Le dacomitinib se lie de maniére irréversible & 'EGFR, HER2 et HER4 (un autre membre
de la famille des EGFR). Il est notamment spécifique du variant oncogénique EGFR VIII
impliqué dans la résistance au cetuximab.

Evalué en essai clinique de phase Il, en premiere ligne ou en deuxieme ligne chez les
patients R/M, cet inhibiteur a montré une efficacité clinique satisfaisante (réponse en
moyenne chez 20% des patients avec une stabilisation de la maladie dans 65% des
cas) et un profil de toxicité modulable!®*°,

Le sunitinib (SUTENT®) et laxitinib (INLYTA®), des inhibiteurs des récepteurs
du PDGF (Platelet-derived Growth Factor Receptors) du VEGF, de CSF1 et Flt-3, sont
initialement utilisés dans le cancer du rein et ont été testés en essai clinique dans
les cancers des VADS R/M. Le sunitinib seul a montré des taux de réponse minimes
dans des études de phase Il mais des complications (hémorragie, ulcérations, fistules)
ont été observées!®. Un essai clinique de phase Il sur laxitinib a démontré un faible
taux de réponse chez les patients, cependant une stabilisation favorable de la maladie
a été recensé dans 77% des cas avec une survie globale médiane de 10,9 mois et
un profil de toxicité acceptable!®,

Le sorafenib (NEXAVAR®) est utilisé pour traiter le cancer du rein métastatique
et les carcinomes hépatocellulaires. Il s’agit d’un inhibiteur de plusieurs récepteurs de
RTK et kinases intracellulaires (VEGFR2, VEGFR3, PDGF-B, Flt-3, C-KIT, C-RAF et B-RAF)

qui a été évalué en monothérapie dans le cancer des VADS R/M. Les données de

phase Il ont montré une faible probabilité de réponse des patients au sorafenib!®,
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Figure 6 : Principales cibles des inhibiteurs et des anticorps monoclonaux des
récepteurs anti-angiogéniques testés dans les cancers des VADS

Ces inhibiteurs anti-angiogéniques peuvent cibler plusieurs récepteurs simultanément.
Ce sont des récepteurs a activité tyrosine kinase qui sont impliqués dans la survie,
la prolifération et la migration des cellules cancéreuses. lls sont donc considérés
comme cibles thérapeutigues pertinentes.

= Limmunothérapie

La surveillance immunitaire est cruciale pour permettre ['élimination précoce
des cellules cancéreuses par le systeme immunitaire. Les cellules cancéreuses liberent
des antigénes détectés par les cellules présentatrices d'antigeénes (CPA) telles que les
cellules dendritiques (CDs) chargées de présenter ces antigénes aux lymphocytes B
(LB) et T (LTs) grace aux complexes majeur d’histocompatibilité | et I (CMH | et Il)
afin de générer une réponse antitumorale spécifique a lantigéne!®. Une immunité
antitumorale optimale nécessite laction des LTs CD4+ helper (Thl et Th17) pour
favoriser la réponse immunitaire des cellules T effectrices CD8*%, Une fois activées,
les LTs migrent et s'infiltrent dans le microenvironnement tumoral. Enfin, les LTs se
lient aux cellules cancéreuses cibles via leurs récepteurs (TCR) et les éliminent par de

multiples mécanismes. La destruction de la cellule cancéreuse libere des antigenes
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supplémentaires associés a la tumeur pour amplifier la réponse immunitaire. Apres la
phase d’élimination, les cellules cancéreuses atteignent une phase d'équilibre dans
laquelle elles ne sont plus systématiquement éliminées mais ne proliferent plus. Cet
état d’équilibre peut persister durant des années jusqua la phase déchappement
durant laquelle les cellules cancéreuses se multiplient de maniére incontr6lée a l'origine
d’une tumeur'?’.

Cependant, les cancers des VADS, comme d'autres cancers, peuvent échapper ou
supprimer la réponse immunitaire par 'émergence de clones tumoraux résistants.

La surexpression d’EGFR'® et linactivation de STAT1'® entrainent une altération
du systeme HLA (« Human Leucocyte Antigen ») du CMH | et Il. Les antigénes
tumoraux ne sont donc pas détectés et reconnus par le systeme immunitaire, créant
ainsi des LT régulateurs et non des LT CD8" effecteurs.

Les cellules présentatrices d’antigénes peuvent étre en nombre insuffisant et
rester a U'état immature. Chez les patients atteints d’un cancer des VADS, le nombre
de CDs est significativement réduit'®. De méme certains facteurs du
microenvironnement tels que le VEGFC!!, le MCS-F, llL-6'%t [IL-10'*® inhibent la
maturation des CDs.

La tumeur peut également empécher les LT de <sinfiltrer dans le
microenvironnement tumoral ou bien, des facteurs issus du microenvironnement
tumoral pourraient également supprimer les cellules T effectrices qui sont produites.
Les points de contréle (« immune control checkpoints ») du systéme immunitaire
représentent aussi des points clés de l'échappement tumoral. Les lymphocytes T
obéissent a des regles strictes via la stimulation de leurs récepteurs membranaires
pour prévenir une réponse auto-immune. Les voies CTLA-4 et PD-1 fonctionnent a
différents stades de la réponse immunitaire.

Le récepteur CTLA-4 ou CD152 reconnait son ligand B7 présent sur les CPA et inhibe
activation des LTs naifs au stade précoce de la réaction immunitaire, notamment
dans les ganglions lymphatiques''®. Le récepteur PD-1 se lie a son ligand PD-L1
présent sur les CPA mais aussi sur les cellules non-hématopoiétiques et inactivent les
lymphocytes T aux derniers stades d’une réponse immunitaire, principalement dans les
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tissus périphériques'™. PD-L1 est présent sur les cellules tumorales et est associé a

un mauvais pronostic chez les patients atteints d’'un cancer des VADS',
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Ces points de controle peuvent étre exploités par les tumeurs pour induire un état
immunosuppresseur qui permet aux tumeurs de se développer au lieu d’étre éliminées
par le systeme immunitaire.

Linhibition des voies CTLA-4 et PD-1/PD-L1 diminue la croissance tumorale et améliore
la survie des patients (Figure 7). Des anticorps monoclonaux bloquant ces voies, sont
maintenant utilisés dans plusieurs cancers incluant les cancers du poumon et du
rein''’. Dans les cancers des VADS, le pembrolizumab (KEYTRUDA®)'!¥ et le
nivolumab (OPVIDO ®)'!?! des anticorps anti-PD-1 sont testés en phase Il en
premiére ligne et ont montré une amélioration de la survie globale des patients R/M
en comparaison aux traitements de référence (cetuximab, méthotrexate, docetaxel).
Lipilimumab (YERVOY®), un anticorps anti-CTLA-4 est testé en combinaison avec le
nivolumab en phase lll chez les patients R/M en traitement néoadjuvant avant chirurgie
(NCT03003637)*2,

Le tremelimumab, un autre anticorps anti-CTLA-4, a été évalué en association avec le
durvalumab (IMFINZI®), un anticorps anti-PD-L1, en phase Il et I, en seconde ligne
de traitement. Dans les deux études, lajout de tremelimumab n‘améliore pas la survie
globale des patients R/M!?>124,

Malgré des effets spectaculaires des immunothérapies, seul 20% des patients en
bénéficie.

Nous devons donc poursuivre les efforts de recherche pour améliorer la survie des

patients non répondeurs.
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Figure 7 : Inhibition des voies CTLA-4 et PD-1,/PD-L1

Le blocage de CTLA-4 permet lactivation et la prolifération dun plus grand nombre
de LTs effecteurs et réduit limmunosuppression dépendante des LTs régulateurs. Le
blocage de la voie PD-1/PD-L1 restaure lactivité des LTs antitumoraux devenus
quiescents. Un blocage a double voie (CTLA-4 + PD-1,/PD-L1) pourrait avoir un effet
synergique, entrainant une réponse immunitaire antitumorale plus importante et plus
durable.
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En dépit de toutes les stratégies thérapeutiques développées ou en développement,
80% des patients ne répondent pas a limmunothérapie ou 50% des patients rechutent
aprés 5 ans a la suite d’un traitement a base de chimiothérapie et radiothérapie
(Figure 8).

Il est donc nécessaire de découvrir de nouveaux marqueurs responsables de la
tumorigenése, de lagressivité tumorale et de la résistance aux traitements de

référence.
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Figure 8 : Prise en charge thérapeutique des patients aux stades précoce et avancé
(Selon « Head and Neck Cancers, Version 2.2020, NCCN Clinical Practice Guidelines
in Oncology », 2020)
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Comme autres cibles thérapeutiques, jai basé mon travail sur [étude des kinases
dérégulées dans les cancers des VADS : PLK1, AXL et c-MET, dont je parlerai dans

la suite de cette introduction.
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II. LA POLO-LIKE KINASE 1 (PLK1)

1. La famille des Polo-like kinases

a. Découverte : de la levure a 'Homme

La kinase Polo a été identifiée pour la premiere fois chez la levure Saccharomyces
cerevisiae en générant des mutants de génes importants pour le cycle cellulaire dont
lexpression dépend de la température (mutants thermosensibles). A des températures
restrictives, cdc5, un homologue de PLK1 chez les mammiféres, provoquait une
cytokinése défectueuse durant la télophase puis larrét du cycle cellulaire suivant. La
régulation temporelle de cdc5/PLK1 est nécessaire pour linitiation et la progression
correcte de la mitose'®.

La kinase Polo a ensuite été étudiée chez la Drosophila melanogaster. Deux mutants
homozygotes du gene Polo ont été générées chez cette espece. Le premier a induit
la mort des larves. Le second mutant entraine des défauts de mitose lors du
développement, avec une structure anormale des centrosomes, un défaut de
maturation du fuseau mitotique, plusieurs pdles mitotiques, et un arrangement
circulaire des chromosomes. Ce mutant induit également un défaut de ségrégation
des chromosomes lors de lanaphase et lapparition de cellules polyploides. Polo
présente donc un réle essentiel durant les différents stades de la mitose et conserve

le caractére diploide des cellules (stabilisation du génome)'?®'.

Enfin, un gene
homologue chez la levure Schizosaccharomyces pombe, code pour la protéine PLO1
qui dirige le cycle cellulaire'®®. D’autres génes homologues ont par la suite été identifiés
chez les especes Caernorhabditis elegans et Xenopus laevis respectivement appelés
Plcl et PIx1'#1° Polo est donc un géne conservé entre les espéces au cours de
lévolution. Chez les mammiféres, cing membres de la famille Polo-like kinase ont été
identifiés®.,
b. Les membres de la famille Polo-like kinase
e Composition
Les especes Caernorhabditis elegans et Xenopus laevis expriment trois membres de

la famille Polo-like kinases appelées respectivement PLC1, PLC2, PLC3 et PLX1, PLX2,
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PLX3. En revanche, la Drosophila melanogaster, les levures Saccharomyces cerevisiae
et Schizosaccharomyces pombe n'en possédent quun seul (POLO, CDC5 et PLO1).
Chez les mammiferes, la famille Polo-like kinase se compose de cing membres : PLK1,

PLK2 (Snk), PLK3 (Fnk, Prk), PLK4 (Sak), PLK5.

e Structure

Les Polo-like kinases sont donc retrouvées chez tous les eucaryotes. Elles sont
caractérisées par un domaine kinase (KD) trés conservé en N-terminal et un ou deux
domaines Polo-Box (PB) en C-terminal, qui confére lactivité, la localisation et les
fonctions des Polo-like kinases!*. Le domaine PB forme une poche de liaison pour
les motifs phosphorylés des protéines cibles®**!**. Le domaine kinase comprend un
site T-loop permettant lactivation de la kinase Polo par phosphorylation et un site de
liaison a LUATP permettant la phosphorylation des substrats. La kinase Polo est
phosphorylée et polyubiquitinée sur son domaine D-box pour étre dégradée par le
protéasome.

PLK1, PLK2 et PLK3 partagent une forte homologie selon lanalyse phylogénétique

> et PLK5 est considérée comme une

tandis que PLK4 présente peu d’homologies!
pseudo kinase.

Contrairement aux autres membres de cette famille, qui ont deux domaines PB, PLK4
contient trois domaines PB, dont deux sont non canoniques et forment ensemble un
domaine cryptique PB (CPB). Grace a son domaine CPB, PLK4 s’homo-dimérise.

Enfin, certains substrats peuvent ne pas nécessiter de phosphorylation par la kinase
Polo dans le cadre de leur régulation. Cest le cas de PLK5, dont le domaine kinase
nest presque pas présent di a un codon STOP dans le 6°™ exon, y compris le site

de phosphorylation de la T-loop qui est absent. PLK5 a donc perdu sa fonction de

kinase'*® (Figure 9).
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Figure 9 : Les membres de la famille Polo-like kinase

(Selon De Carcer et al, 2011)%. Les cing membres de cette famille contiennent un
domaine kinase catalytique en N-terminal (KD, rouge) et un domaine polo-box en C-
terminal (PBD, violet). Le domaine cryptique polo-box (CPB) de PLK4 est représenté en
vert.

e Fonctions

PLK1 est majoritairement exprimée dans les tissus embryonnaires puis dans les
organes reproducteurs et la moelle osseuse!®. Elle est localisée dans le cytoplasme
et les centrosomes'® en interphase, et se concentre ensuite au niveau des
kinétochores et du pont de la cytokinése lors de la mitose. Elle possede un role
majeur dans la maturation des centrosomes, 'assemblage du fuseau mitotique, l'entrée
en mitose et la cytokinese. La perte homozygote de PLK1 est létale chez la souris.
Les embryons présentent des retards de développement et un défaut d’assemblage
du fuseau mitotique au jour embryonnaire 3.5. lls ne survivent pas au-dela du stade
de huit cellules (morula)®!. Les souris hétérozygotes pour PLK1 (PLK1+/-) survivent
sans défauts morphologiques, mais développent des tumeurs a un age avancé.

Les fonctions de PLK2 et PLK3 sont fortement similaires. PLK2 est exprimée
dans les organes reproducteurs, le sein, la rate, lutérus, la trachée, les cardiomyocytes
et le systeme nerveux central (homéostasie synaptique, différentiation neuronale). PLK3

se concentre dans les organes respiratoires, dans la muqueuse gastro-intestinale et
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dans le systeme nerveux. Elles interviennent toutes les deux durant le cycle cellulaire.
PLK2 participe a U'entrée en phase S et favorise la biogenése des centrioles!*®!*, PLK3

142

se situe au niveau du nucléole'® et est requis pendant la phase G1-S lors de la

réplication de CADN'*. PLK2 et PLK3 sont des cibles directes de p53 et sont activées

N4 - 5fin de maintenir la

lors d’un stress cellulaire tels que les dommages a I'AD
stabilité génomique, contrairement a PLK1 qui est inactivé par p53. PLK2 et PLK3 sont
considérées comme des suppresseurs de tumeurs. La perte homozygote de PLK2 et
de PLK3 chez la souris nest pas létale mais génére des retards de croissance chez
les embryons'® et le développement de tumeurs dans différents organes!¥. Dans les
cancers du poumon non a petites cellules, des leucémies aigués myéloides et le
lymphome de Burkitt, la perte de PLK2 contribue a la croissance tumorale!*®*%, De la
méme maniére, linhibition de PLK3 favorise la surexpression du facteur hypoxique HIF-

1! Dans la plupart des tumeurs (cancers du poumon,

la et langiogenése tumorale
cancers des VADS, carcinomes hépatocellulaires, leucémies et lymphomes)’® !> sa
faible expression est corrélée a un mauvais pronostic chez les patients.

PLK4 est fortement exprimée dans tous les tissus embryonnaires et se retrouve
principalement dans les tissus prolifératifs, tels que les organes reproducteurs et la
moelle osseuse’. PLK4 intervient dans le cycle cellulaire lors de la duplication du
centrosome en phase G1/S'™®. La perte homozygote de PLK4 (PLK4-/-) est létale et
entraine larrét du développement aprés la gastrulation au jour embryonnaire 7.5 avec
une augmentation du nombre de cellules apoptotiques chez lembryon. Les souris
hétérozygotes pour PLK4 (PLK4+/-) présentent un nombre de centrosomes élevé et
une instabilité chromosomique donnant lieu & des tumeurs®™. Une activité excessive
de PLK4 entraine la formation aberrante de centrioles et une amplification des
centrosomes observés dans le cancer de la prostate!®. Son interaction avec Arp2,
une protéine induisant 'EMT, favorise linvasion cellulaire et la formation de métastases
dans des modéles expérimentaux de cancers du sein'®. PLK4 interagit aussi avec les
voies de signalisation PI3K/AKT et Wnt/B-caténine!®®'®!, Elle est donc déja considérée
comme cible thérapeutique dans le traitement du cancer du sein et du poumon!®*,
PLK5 est exprimée dans les tissus non prolifératifs. Elle est cependant fortement

exprimée dans le systéme nerveux central notamment le cervelet ou elle induit la

différenciation neuronale!®. Elle semble agir comme un signal antiprolifératif a la fois
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chez 'Homme et le modeéle murin. Elle est activée lors de dommages a UADN'®, et
son expression conduit a un arrét du cycle cellulaire dépendant de p53 et p21. Chez
homme, PLK5 est hyperméthylée, donc inactivée dans les tumeurs cérébrales. Sa
réexpression entraine la mort par apoptose des cellules de glioblastome*®. De plus,
la délétion du gene PLK5 semble étre associée a la forme métastatique du cancer

du rein'®. Elle semble donc jouer un réle de suppresseur de tumeur (Figure 10).

Différenciation
neuronale

PLK5

Figure 10 : Fonctions cellulaires des membres de la famille Polo like kinase

(Dapres Lee et al. 2014)°. PLK1 joue un rdle dans lentrée mitotigue, |assemblage
dau fuseau mitotique, lentrée en anaphase et la cytokinése en phase mitotigue. Il
participe au point de controle de [ADN (DNA checkpoint) & la condensation
chromosomiqgue et la maturation des centrosomes en interphase. En phase GI1, PLKZ
et PLK4 favorisent la duplication des centrioles et en phase S, PLK3 régule la
réplication de [ADN. PLKS est impliqué dans la différenciation des neurones.
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2. PLK1 : acteur majeur du cycle cellulaire

a. Organisation du cycle cellulaire
Le cycle cellulaire est un processus complexe et omniprésent stimulé ou inhibé lors
de la prolifération des cellules, le développement de l'organisme, la régulation de la
réparation des dommages a 'ADN, l'hyperplasie tissulaire en réponse a une blessure
et dans des maladies telles que le cancer. Il impligue de nombreuses protéines
régulatrices qui dirigent la cellule vers la mitose et la production de deux cellules
filles. Au coeur de ce processus se trouvent les kinases dépendantes des cyclines
(Cdks) et les protéines cyclines qui régulent la progression de la cellule a travers les

différentes phases du cycle cellulaire : G1, S, G2 et M'*®’ (Figure 11).

Mitose

Cdk1
Cycline B

G2 ADN 4n

Cdk2
Cycline A

Cdk4.,6
Cycline D

ADN 2n-4n

Synthése

de CADN Cdk2

Cycline B

Figure 11 : La progression du cycle cellulaire régulée par les complexes Cdk-Cyclines
(Daprés Schafer et al. 1998)%.

Durant la phase G1/S, le centrosome constitué des centrioles, se duplique. En phase
S, 'ADN se réplique et passe de 2n a 4n chromosomes. En phase G2/M, les
centrosomes générent le fuseau mitotique composé de microtubules de part et d’autre

de la cellule.
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La cellule entre ensuite en mitose qui est constituée de plusieurs étapes : la prophase,
la métaphase, 'anaphase et la télophase. Durant la prophase, les chromosomes se
condensent et lenveloppe nucléaire disparait. En métaphase, les chromosomes
s‘alignent sur la plaque équatoriale de la cellule et les chromosomes s’attachent aux
microtubules par leurs kinétochores. Lors de l'anaphase, les chromatides sceurs de
chaque chromosome se séparent et migrent vers chaque pdle opposé de la cellule.
Pendant la télophase, l'enveloppe nucléaire se reforme et un anneau contractile se
forme au centre de la cellule lors la cytokinese pour séparer les cellules filles produites

(Figure 12).
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Figure 12 : Déroulement du cycle cellulaire et des étapes de la mitose

b. Régulation du cycle cellulaire par PLK1
Grace aux études /n vitro sur les cellules de mammiféeres et le systeme de la

Drosophile, nous savons que PLK1 est nécessaire durant toutes les étapes de la
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mitose, telles que lassemblage du fuseau mitotique bipolaire'®® la ségrégation de
chromosomes!®, la maturation des centrosomes'® ou encore lanaphase!®. Son
inhibition dans des cellules, par ARN interférent ou pharmacologiquement entraine une
anomalie de la formation du fuseau mitotique, de la ségrégation chromosomique et
la mort des cellules’*'”>,

L’expression de PLK1 augmente a partir de la fin de la phase S jusqu'a la mitose
durant laquelle PLK1 est la plus active. Sa localisation est tres dynamique ; elle est
présente dans le cytoplasme puis dans le noyau a partir de la phase G2,

En prophase, PLK1 est située au niveau des centrosomes. Elle s'accumule ensuite au
niveau des kinétochores en métaphase. Elle est ensuite recrutée au centre du fuseau

mitotique en anaphase puis au centre des deux cellules durant la télophase'’*. Sa

localisation reflete sa fonction dans le cycle cellulaire.

e Le cycle du centrosome
Le centrosome est composé dune paire de centrioles (mére et fille). Il est intégré
dans la matrice péricentriolaire (PCM) qui contient un complexe y-tubuline (y-TuRCs)
essentiel a la nucléation des centrosomes. Le centromere représente le centre
organisateur de microtubules. Il assure la formation du fuseau mitotique et la
ségrégation des chromosomes!”.
Les protéines d'échafaudage Cep-192 et Gravin du centrosome, permettent le

recrutement de PLK1 et Aurora A au centrosome!’®”’

. Aurora A est activée par
autophosphorylation. Bora induit la liaison entre Aurora A et PLK1. Aurora A
phosphoryle alors PLK1 sur la Thréonine 21078

Lors de la séparation des centrioles mére-fille, en phase G1, PLK1 phosphoryle
la protéine Sccl (cohésine) qui est ensuite clivée par la protéase Séparase'’® qui
permet la séparation des centrioles mere-fille. Cependant, pour éviter une séparation
précoce, PLK1 peut également phosphoryler la protéine du fuseau mitotique, Astrin

O et maintenir la liaison des centrioles mére-fille.

pour inhiber la Separase!®
Les centrioles meére-fille se dupliquent ensuite durant la phase S, au méme
moment que la duplication de I'ADN.
La maturation du centrosome est définie par laccumulation du complexe y-

tubuline et dautres protéines du PCM au centrosome pour favoriser la genése du
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fuseau de microtubules. PLK1 phosphoryle certaines protéines du PCM telles que la
Pericentrine sur les Sérines 1235 et 1241 et Cep-192 sur la Thréonine 44 et la Sérine
995 afin de recruter la protéine NEDD1 et la y-tubuline au centrosome!®182 Cdkl et
PLK1 phosphorylent NEDD1 pour lui permettre dinteragir avec la y-tubuline'®. Ce
procédé fait intervenir la sérine thréonine kinase Nek9 nécessaire a la phosphorylation
de NEDD1 et au recrutement de la y-tubuline’®. NEDD1 recrute et interagit avec la y-
tubuline pour permettre la formation du fuseau mitotique au centrosome.

La séparation des centrosomes est initiée durant la prophase en phase M par
la sérine thréonine kinase Nek2A qui forme un complexe avec la protéine
d’échafaudage Cep85. La phosphorylation de Cep85 par PLK1 libere Nek2A. PLK1
phosphoryle ensuite la sérine thréonine kinase Mst2 qui active Nek2A'®,

Nek2A phosphoryle alors la protéine de liaison des centrosomes C-Napl et permet la
disjonction des centrosomes'®,

PLK1 et la Cdkl phosphorylent ensuite Nek9 sur la Serine 869 qui active la sérine
thréonine kinase Nek6 sur la Thréonine 926 permettant le recrutement et lactivation
d’Eg5'®1%, Le mouvement de la protéine motrice Eg5 (kinésine 5) phosphorylée ainsi
que celui d'autres protéines motrices, tels que la dynéine et la myosine, le long des
microtubules génerent des forces de poussée et de traction qui propulsent les
centrosomes aux deux poles opposés de la cellule pour maintenir un fuseau mitotique
bipolaire® (Figure 13).

L'inhibition de PLK1 conduit a la formation dun fuseau monopolaire avec une
organisation des microtubules altérée di a une anomalie de la maturation des
centrosomes!®®!® PLK1 est donc indispensable a linitiation de la maturation des

centrosomes et a la formation d'un fuseau bipolaire.
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F/gure 13 : Roles de PLK1 dans le cycle du centrosome

e L'entrée en mitose
L’entrée en mitose dépend de lactivation du complexe Cdkl/Cycline B par PLK1 au
niveau du centrosome!®’. Ce complexe est inhibé par phosphorylation de la Cdkl sur
la Thr14 et la Tyrl5 par deux kinases WEE1'® et MYT1'®® durant les phases G1 et S
pour éviter une mitose prématurée.
Aprés le checkpoint de 'ADN en phase G2, PLK1 est essentiel pour la continuité du
cycle cellulaire. CDK1 contribue a lactivation de PLK1 via la phosphorylation de Bora'*
Aurora A et Bora activent PLK1 sur la Thr210%’8, PLK1 active & son tour la phosphatase
Cdc25CH%% ce qui induit la dégradation des kinases WEE1'% et MYT1'¥,
PLK1 phosphoryle la Cycline B pour permettre sa localisation au centrosome!®

Ainsi, le complexe CDK1/Cycline B est activé et la cellule entre en mitose (Figure 14).
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Figure 14 : PLK1 durant [entrée en mitose

o L’attachement kinétochore-microtubule et la stabilité génomique

La répartition chromosomique égale dans chaque cellule fille est important pour
lintégrité du génome. Elle est contr6lée par le point de contréle de l'assemblage du
fuseau mitotique appelé « Spindle Assembly Checkpoint (SAC) ». Le SAC inhibe
lanaphase jusqu'a ce que toutes les chromatides sceurs se fixent via leur kinétochore
aux microtubules émergeant des poles opposés du fuseau. La cohésine est une
protéine qui assure lattachement des chromatides soceurs'®®. Elle est présente depuis
la phase S jusqu’au moment de lanaphase ou les chromatides sceurs se séparent.
Le principal effecteur du SAC est le complexe mitotique checkpoint (MCC) qui regroupe
les protéines responsables de ce point de controle : BubR1, Bub1/3, Mad2 et Cdc20.
Lors de lactivation du SAC, PLK1 et la sérine thréonine kinase Mpsl, phosphorylent
et activent la protéine d’échafaudage aux kinétochores KNL1%®, Celle-ci interagit avec
les protéines adaptatrices Bubl et Bub3 pour le recrutement de BubR1, Cdc20, et

201,202

Mad2 aux kinétochores . Ce complexe inhibe lactivité de lubiquitine ligase E3
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APC/C pour éviter la séparation précoce des chromatides sceurs avant lentrée en
anaphase®®.
Le complexe passager chromosomique (CPC), composé de la kinase Aurora B, et des
protéines du centromere INCENP, Survivin et Borealin, joue un réle important dans la
correction des erreurs d'attachement kinétochore-microtubule (KT-MT) en déstabilisant
les liaisons KT-MT anormales®. Il permet notamment la localisation de PLK1 au
centromére®® : INCENP interagit avec PLK1 au centromére pour permettre a Aurora B
de le phosphoryler. Son inhibition perturbe la localisation de PLK1%%. Le CPC et la
protéine Bubl collaborent pour recruter PLK1 aux kinétochores®®2% Aurora B est
activée par PLK1 sur la Thréonine 236 puis par autophosphorylation sur la Thréonine
23279,
Lorsque tous les kinétochores sont correctement attachés aux microtubules, PLK1
exerce des tensions sur les kinétochores et déphosphoryle les substrats d’Aurora B
via la phosphatase PP2A-B56a pour stabiliser les attachements KT-MT?° PLK1
phosphoryle BubR1%"! pour le recrutement et l'activation des phosphatases PP2A-B56°'*
et PP1%" aux kinétochores. Ces phosphatases déphosphorylent alors Mpsl et Cdc20
permettant lactivation de l'ubiquitine ligase APC/C?'*2'®. En anaphase, PLK1 contribue
a lactivation de 'APC/C en favorisant la dégradation de EMI-1, un inhibiteur majeur
de 'APC/C dans les cellules mitotiques®’. APC/C active ensuite la Séparase pour
dégrader la cohésine et permettre la séparation des chromatides sceurs (Figure 15).
PLK1 participe a la stabilité génomique et assure l'alignement des chromosomes
sur la plaque équatoriale du fuseau mitotique, en métaphase. Elle phosphoryle BRCA2
un suppresseur de tumeur impliqué dans le maintien de lintégrité du génome
(réparation de ADN) et lalignement des chromosomes. La phosphorylation de BRCA2
par PLK1 facilite la formation d'un complexe entre BRCA2, BubR1 phosphorylée par
PLK1%® et la phosphatase PP2A. Un défaut dans cette fonction de BRCA2 se manifeste
par un désalignement chromosomique, des erreurs de ségrégation chromosomique, un

retard mitotique et une aneuploidie, conduisant a une instabilité chromosomique?',
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Figure 15 : Réle de PLK1 dans le point de contréle de [assemblage du fuseau
mitotique.

Lors de la métaphase et de la transition métaphase-anaphase, le complexe MCC
recruté au centromeére, inhibe le complexe APC/C pour éviter la séparation précoce
des chromatides sceurs. En parallele, le complexe CPC déstabilise les liaisons KT-MT
anormales. A lentrée de lanaphase, les complexes CPC et MCC sont inactivés, le
complexe APC/C favorise alors la séparation des chromatides sceurs.

e La cytokinese
La cytokinese conclut la mitose en produisant deux cellules filles. Elle débute en
anaphase avec l'assemblage d'un anneau contractile a base d'actine et de myosine
Il. Cet anneau marque le plan de division cellulaire, conduisant a la formation du
sillon de clivage®®. PLK1 phosphoryle une kinésine MKLP2%?' et une protéine associée
aux microtubules PRC12%?, permettant sa localisation au fuseau mitotique pendant
lanaphase et la télophase. Au niveau de lanneau contractile, PLK1 phosphoryle la
protéine GAP HsCyk-4 (RacGAP) pour permettre son interaction avec la protéine GEF
Ect22%. Ect2 active ensuite la GTPase RHOA pour permettre la contraction du sillon
contractile. Parallelement, PLK1 phosphoryle et inhibe une protéine centrosomale Cep55
pour éviter labscission précoce entre les deux cellules. PLK1 est polyubiquitinée et
dégradée par le protéasome, et Cep55 est recrutée au centre du fuseau mitotique

pour favoriser labscission et la séparation des cellules filles. La mutation ou linhibition
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pharmacologique de PLK1 entraine le recrutement prématuré de Cep55 et l'abscission

n'a pas lieu***?® (Figure 16).

Abscission des
deux cellules

MKLP2( PRC1 CEP55
P_"P P
;e RhoA

P
HsCyk-4= Ect2 l

Contraction
sillon contractile

Figure 16 : PLK1 durant la cytokinése

PLK1 est recrutée au niveau du sillon contractile et active via les protéines GAP
(HsCyk-4) et GEF (Ect2), la protéine G RHOA pour permettre la contraction du sillon.
CEPS5 active ensuite la séparation des cellules filles.

e PLK1 dans la réponse aux dommages a ADN et la stabilité génomique
Les dommages a IADN peuvent apparaitre tout au long du cycle cellulaire. S’ils ne
sont pas réparés correctement, ils entralnent des mutations et éventuellement un
processus tumoral. La réponse aux dommages a 'ADN (DDR), consiste a détecter les
lésions de I'ADN, a signaler les dommages a ADN pour interrompre le cycle cellulaire
et a favoriser la réparation de 'ADN. Durant la phase G1/S, le DDR assure que 'ADN
nest pas endommagé avant le cycle cellulaire. Les kinases ATM et ATR sont les
premiéres activées lors de dommages a I'ADN. Elles activent d’autres kinases CHK1 et
CHK2 (complexe DDR).
Les extrémités d’ADN cassées sont reconnues et délimitées par le complexe Mrell-

Rad51-Nbsl (MRN) qui favorise lactivation d’ATM/ATR?%,
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Lors de dommages a 'ADN en G1, les kinase Chkl et Chk2 phosphorylent et inhibent
la phosphatase Cdc25A sur la Sérine 123, ce qui empéche lactivation de la kinase
CDK2 et l'entrée en phase S%7%%,

En phase G2, PLK1 perd son activité en réponse aux dommages a 'ADN. ATM/ATR
phosphorylent sa kinase activatrice Bora sur la Thréonine 501. Bora est ensuite
polyubiquitinée par [ubiquitine ligase SCF-B-TRCP et éliminée par le protéasome. Une
mutation du site de phosphorylation de Bora ne permet plus la réparation de 'ADN
aprés une irradiation par UV?®. Si Bora est dégradée, PLK1 n’est plus activée et le
cycle cellulaire est arrété en phase G2. Linhibition compléte de PLK1 fait intervenir la
phosphatase PP2A qui déphosphoryle PLK1 par lintermédiaire de B55a°. La
phosphatase Cdc25C est également inhibée par les kinases CHK1 et CHK2 sur la
Sérine 216, empéchant lactivation du complexe Cdkl/Cycline B*'%%,

Lorsque les dommages a UADN ont été réparés, PLK1 est a nouveau activée et
phosphoryle la Claspin, une protéine adaptatrice de LUATR qui est ensuite
polyubiquitinée par les E3 ligase B-TrCP1/2 et dégradée par le protéasome. Le
complexe DDR est inhibé et les cellules entrent alors en mitose®,

La réparation des dommages a 'ADN peut également se produire lors de la mitose.
Le complexe DDR se reforme et active la phosphatase PP2A chargée de déphosphoryler
PLK1 sur la thr210 afin d’interrompre son activité en métaphase®*2%

P53 et PLK1 interviennent lors des dommages a 'ADN. P53 induit larrét du cycle dans
des conditions de stress et éventuellement la mort par apoptose de la cellule. P53
est activé par le complexe DDR lors de dommages a ADN et induit la transcription
de p21 pour inhiber les CDKs et donc la progression du cycle cellulaire?®’. P53 se
fixe sur le promoteur de PLK1 et inhibe directement lactivité des facteurs des
transcription E2F12%® et FoxM1%* responsables de la transcription de PLK1. P53 inhibe
également indirectement la transcription de PLK1 via p21?®. Une fois les dommages

a [UADN corrigés, PLK1 phosphoryle et induit la dégradation de p53 via la
topoisomérase Topors et lubiquitine ligase MDM2%*! (Figure 17).
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Figure 17 : PLK1 dans la réponse aux dommages a [ADN

Le complexe MRN détecte les dommages a [ADN et active le complexe DDR. Ce
complexe inhibe lactivation de PLK1 et des protéases Cdc25A et C bloguant lentrée
en phase S (réplication de [ADN) ou en phase M (mitose). Ce complexe favorise aussi
la réparation des dommages a [ADN via p53. Une fois les dommages réparés, PLKI
inhibe le complexe DDR et dégrade p53

PLK1 est donc un acteur clé dans toutes les étapes du cycle cellulaire. Son inhibition
ou des altérations génétiques entrainent des défauts dans la maturation des
centrosomes, lassemblage du fuseau mitotique, l'entrée en mitose et la cytokinése.
Sa surexpression empéche les points de contréles des dommages a UADN et
lattachement des kinétochores aux microtubules, causant donc une instabilité

génétique et la transformation cancéreuse.
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3. PLK1 et cancer

En raison de son rdle essentiel dans la prolifération cellulaire, PLK1 est exprimé dans
les tissus hautement prolifératifs (testicules, thymus, rate) ou lors du développement
embryonnaire!®®. La surexpression de PLK1 entraine une transformation maligne des
fibroblastes humains normaux /n vitro. Ces fibroblastes générent des tumeurs lorsqu’ils
sont injectés dans des souris immunodéprimées. Ce résultat suggere que PLK1
contribue directement a la carcinogenése’*?. De méme, la surexpression de PLK1 dans
les tumeurs favorise un taux de prolifération accru des cellules cancéreuses.

Certains mécanismes moléculaires contrélés par PLK1 participent a la signalisation

oncogénique (points de contréles KT-MT ou des dommages a 'ADN).

a. PLK1 : promoteur de tumeurs et d’agressivité tumorale

Durant le cycle cellulaire, PLK1 est  majoritairement  régulée
transcriptionnellement par FoxM1 notamment durant la phase G2/M?%2%  FoxM1
contribue donc au développement de plusieurs types de cancers tels que

> et le cancer du rein®® par lintermédiaire de PLKI.

ladénocarcinome cesophagien®
Le facteur de transcription E2F se lie également a la région promotrice (éléments
CDE/CHR et CCAAT) de PLK1 et peut stimuler son expression®’. Ainsi, la surexpression
d’E2F favorise la dérégulation de PLK1 et conduit a la prolifération accrue des cellules
cancéreuses de prostate et de la vessie?*®

P53, est le « gardien du génome », chargé d’arréter le cycle cellulaire lors
d’un stress a lorigine de dommages a ADN et éventuellement, d’induire l'apoptose

de la cellule’®

. Les suppresseurs de tumeur p53 et p21 peuvent se fixer sur le
promoteur de PLK1 et réprimer son expression. Or, soit le gene TP53 est muté dans
approximativement 50% des cancers, soit la protéine p53 n'est pas fonctionnelle. Cette
perte de fonction de p53 contribue a la tumorigenese, a la surexpression de PLK1 et
donc a laugmentation de la prolifération cellulaire®®. De plus, PLK1 déstabilise p53
via son stabilisateur MDM2?%!. Elle phosphoryle GTSE1 qui transporte p53 hors du

22 Elle active aussi lubiquitine ligase TOPORS qui ubiquitine

noyau pour étre dégradée
p53 et favorise sa dégradation par le protéasome®!. La surexpression de PLK1

contribue donc a linhibition de p53 et favorise ainsi le développement tumoral®,
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PLK1 phosphoryle d’autres suppresseurs de tumeurs tels que REST dont la
dégradation par le protéasome favorise le développement du cancer du sein triple

f254

négatif®*. PLK1 phosphoryle également les répresseurs de 'ARN non-codant SUZ12 et
ZNF198, et loncogéne HOTAIR, dans [hépatocarcinome®>?®, PLK1 inhibe [lactivité
transcriptionnelle de FOXO1, un suppresseur de tumeur clé qui favorise l'apoptose
dans les cellules cancéreuses de la prostate®”.

Le suppresseur de tumeur PTEN est également considéré comme suppresseur
de tumeur. Il interagit avec p53 afin de maintenir la stabilité du génome lors du
« checkpoint » des dommages a UADN#%, Il régule également lexpression de PLK1
afin de maintenir la stabilité chromosomique tout au long du cycle®®. La perte du
gene PTEN entraine une instabilité chromosomique en inhibant la réponse aux
dommages a ADN®%%! PTEN réprime également la voie de signalisation PI3K/AKT*.
PLK1 est capable de phosphoryler PTEN sur la Sérine 385, ce qui entraine sa
délocalisation du noyau vers le cytoplasme. PTEN ne peut donc plus contribuer a la
réparation des dommages a 'ADN?®% Ainsi, linhibition de PTEN par PLK1, entraine la
suractivation de PI3K/AKT qui favorisent la tumorigenése et l'agressivité tumorale.
PI3K/AKT phosphoryle PLK1 sur la Sérine 99 durant la transition métaphase/anaphase.
La dérégulation de PI3K/AKT contribue donc a la surexpression de PLK1 : dans les
cellules cancéreuses de pancréas, linhibition de PI3K/AKT réduit 'expression de PLK1,
conduit & lapoptose et réprime la croissance tumorale®Z,

PLK1 contribue aussi a la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) des

cellules cancéreuses dans les cancers gastriques et le carcinome pulmonaire®*®, Elle
participe donc a lagressivité des cellules cancéreuses.
PLK1 phosphoryle et active la voie de signalisation cRAF-MEK/ERK-ZEB1/2 pour induire
lexpression de geénes de UEMT?®. PLK1 induit également 'EMT par lintermédiaire de
la voie de signalisation PI3K/AKT-mTOR dans l'ostéosarcome®’. En activant la voie de
signalisation TGF-B, PLK1 amplifie les propriétés métastatiques des cellules de
carcinome pulmonaire®®,

L'oncogéne c-MYC stimule également la transcription du géne PLK1. La

surexpression de c-MYC entraine la surexpression de PLK1 dans les cellules

cancéreuses de lymphome et de neuroblastome. PLK1 peut stabiliser et surexprimer
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c-MYC, en inhibant sa dégradation par le protéasome post ubiquitination par lubiquitine
ligase SCF™ ou en activant de la voie AKT-GSK3p27°,

Par ces multiples mécanismes, PLK1 est surexprimée dans différents cancers tels que :

4 1

le cancer sein®* ['hépatocarcinome' [adénocarcinome du célon®’?, le carcinome

épidermoide du poumon?’?, ladénocarcinome de la prostate®’?, le cancer gastrique®?,

5 6

le cancer de lovaire?”” et le mélanome?®. De plus, la surexpression de PLK1 est
souvent corrélée a un mauvais pronostic et une agressivité tumorale. PLK1 est donc

utilisée comme marqueur pronostique dans ces cancers (Figure 18).
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Figure 18 : PLK1, promoteur de tumeurs et dagressivité tumorale

b. PLK1 : suppresseur de tumeur
Malgré son activité importante en tant qu’'oncogene, PLK1 peut également agir comme
suppresseur de tumeur dans certaines circonstances.
Les souris hétérozygotes pour PLK1 (PLK1-/+) développent des tumeurs en
comparaison des souris contréles. Ce résultat suggere des effets antagonistes de PLK1

dans la division cellulaire suivant le contexte physiophathologique®.
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Les souris PLK1 (-/+) développent des lymphomes, des carcinomes pulmonaires, des
carcinomes épidermoides et des sarcomes. Les cellules de ces souris montrent une
aneuploidie, donc une instabilité génomique. Ce mécanisme pourrait donc expliquer la
formation de tumeurs a la suite de la baisse de PLK1.

Dans le cancer du sein, PLK1 module le récepteur de l'cestrogéne. Sa surexpression
est corrélée a un bon pronostic dans les sous-types génétiques HER2+ (Récepteur 2
de la famille des récepteurs du facteur de croissance épidermique humain 2) et ER-
(récepteur a loestrogéne). Les patientes surexprimant PLK1 et ER (ER+) présentent un
mauvais pronostic. De plus, la surexpression de PLK1 réduit la formation de tumeurs
du sein dans des modeles murins KRAS et HER2 mutés®”’.

Certains patients atteints de cancers colorectaux présentent des mutations non-sens
de I'APC, responsables de linstabilité chromosomique. Cependant, la surexpression de
PLK1 améliore significativement la survie de ces patients. Chez le modele murin
présentant des mutations de U'APC, le blocage de PLK1 inhibe le point de contréle
d’attachement kinétochores-microtubules (KT-MT) et favorise le développement de
tumeurs intestinales di aux instabilités chromosomiques?,

En résumé, la surexpression de PLK1 conduit a un bon ou a un mauvais
pronostic selon le type de cancer. Une expression élevée de PLK1 est associée a un
mauvais pronostic dans les adénocarcinomes de poumons, les cancers de la vessie
et du rein. Cependant, elle est associée a un bon pronostic chez les patients atteints
de carcinomes épidermoides pulmonaires, du thymome (tumeur épithéliale du thymus)
et d’adénocarcinomes du rectum. D’autre part, la surexpression de PLK1 n’influence
pas la survie de patients ayant développé des cancers de lovaire, de l'estomac et du

col de lutérus®’®.

c. PLK1 dans les carcinomes épidermoides des VADS
Le développement des carcinomes épidermoides des VADS se caractérise par une
cellule souche de Uépithélium buccal qui subit des altérations génétiques et
épigénétiques. Ces changements pré-néoplasiques ont fait lobjet d'études sur une
lignée cellulaire provenant d’'un patient au stade T4aNO (non invasif). Un criblage de
plus de 300 ARN interférents sur cette lignée a été effectué afin de recenser les

génes essentiels dans le développement des carcinomes épidermoides invasifs. L'un
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des ARN interférents ayant leffet le plus fort sur la transformation maligne de la
muqueuse buccale®®, cible PLK1.

PLK1 ainsi que d'autres facteurs tels que p63, p40, Survivine et Bcl-2 jouent un role
dans la tumorigenése de la muqueuse buccale. Ils représentent des biomarqueurs
dans la transformation des cellules non malignes en cellules tumorales puis dans la
formation d’un carcinome des VADS invasif *%.

PLK1 est surexprimée dans les cancers des VADS et est associée a un mauvais
pronostic chez ces patients®®’. PLK1 constituerait donc un cible thérapeutique
pertinente dans les cancers des VADS. Ce sujet a été traité dans larticle que je signe
en premiére auteure dans le journal Theranostics : « The Polo-like kinase 1 inhibitor
onvansertib represents a relevant treatment for head and neck squamous cell

carcinoma resistant to cisplatin and radiotherapy ».
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4. PLK1 comme cible thérapeutique

a. PLK1 et résistance aux traitements

En raison de son rdle central dans la progression du cycle cellulaire, et la voie des
dommages a 'ADN, PLK1 est impliquée dans les mécanismes de résistance a plusieurs
chimiothérapies.

La doxorubicine est un intercalant de 'ADN. Elle inhibe la réplication et la réparation
de UADN. Elle est utilisée dans différents types de cancers mais une résistance
thérapeutique contre cette molécule a été décelée chez certains patients. PLK1 inhibe
prématurément p53 lors du point de contréle des dommages a 'ADN, ce qui contribue
a la résistance a la doxorubicine®**%,

La metformine impacte le métabolisme de la cellule cancéreuse et est utilisée dans
le traitement du diabete de type 2 et les maladies cardio-vasculaires. PLK1 est a
lorigine de la résistance a la metformine dans le cancer de la prostate en bloquant
ses effets anticancéreux. L’ajout d’'un inhibiteur de PLK1, le BI2536, améliore la réponse
a la metformine en réactivant la voie de signalisation p53 et les voies de signalisation
du métabolisme, pour induire la mort cellulaire’®. De plus, la surexpression de PLK1
conduit a linactivation de PTEN et a laugmentation du métabolisme des cellules
cancéreuses permettant leur survie®®. Les inhibiteurs de PLK1 pourraient donc
améliorer les activités anticancéreuses de la metformine ou d’autres agents régulateurs
du métabolisme et de la prolifération cellulaire.

La gemcitabine est utilisée dans le cancer du pancréas. Cet intercalant de IADN, en
bloquant la réplication, inhibe la croissance tumorale. Or, la surexpression de PLK1
favorise la réplication de 'ADN et réduit la réponse cellulaire a la gemcitabine. PLK1
phosphoryle  Orc2 (« Origin recognition complex ») et Hbol (« Histone
acetyltransferase binding to ORC), deux facteurs induisant la réplication de 'ADN et
favorisent donc la survie des cellules cancéreuses de pancréas, traitées a la
gemcitabine®>,

La surexpression de PLK1 induit également la résistance au cisplatine. L'inhibition de

PLK1 par ARN interférent et par le BI2536, restaure la sensibilité des cellules
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cancéreuses gastriques au cisplatine®*?’, L’inhibition de PLK1 par ARN interférent
induit également la sensibilité au cisplatine dans les cancers du col de lutérus®®

La surexpression de PLK1 induit 'anaphase prématurément et contourne le point de
contréle de lattachement des kinétichores aux microtubules. Ces phénomeénes
entrainent une instabilité du génome et contribuent au développement tumoral. Ce
mécanisme favorise la résistance au cisplatine dans le cancer épithélial de lovaire®®.
PLK1 est aussi impliquée dans la résistance a la radiothérapie. Le traitement des
cellules d’ostéosarcome avec le BI2536, augmente leur radio-sensibilité®®.,

L’inhibition de PLK1 par ARN interférent en combinaison avec la radiothérapie,
sensibilise a nouveau les cellules de carcinomes des VADS a la radiothérapie®*. PLK1
induit la radiorésistance dans plusieurs autres cancers tels que le médulloblastome
(tumeur pédiatrique du cervelet)®? et le cancer du sein notamment via lautophagie
pro-survie’®. Ce processus de dégradation lysosomale implique lautodégradation puis
le recyclage des organites de la cellule. L'autophagie favorise le développement du
cancer du sein et la résistance a la radiothérapie®®. L'inhibition de PLK1 a conduit a
linhibition de l'autophagie pro-survie, augmentant ainsi la radiosensibilité des cellules

canceéreuses.
La surexpression de PLK1 induit la résistance a la chimio-radiothérapie dans plusieurs

modeles de cancers. Son inhibition favorise leur sensibilité a la chimiothérapie et a la

radiothérapie. Plusieurs inhibiteurs spécifiques de PLK1 ont donc été développés.

b. Inhibiteurs de PLK1 et essais cliniques

Les inhibiteurs de PLK1 peuvent étre classés en deux catégories : 1) les inhibiteurs
compétitifs du domaine de liaison de FATP qui ciblent le domaine kinase ; 2) les

inhibiteurs allostériques ciblant le domaine catalytique PB (Tableau 4).
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e Les inhibiteurs du domaine kinase

Le BI2536 a été le premier inhibiteur compétitif de PLK1. Il inhibe la prolifération
cellulaire et la croissance tumorale (/n wvitro et in vivo)®>. Le Bl 2536 présente un
profil de toxicité acceptable dans certains essais cliniques. En raison du faible taux
de réponse en monothérapie, les essais cliniques n'ont pas été concluants notamment
dans les leucémies aigués myéloides, les cancers du poumon, du sein, de lovaire et
des carcinomes épidermoides des VADS**?% En revanche il a montré une forte
efficacité en combinaison avec d’autres chimiothérapies dans le cancer du sein triple
négatif, le neuroblastome et glioblastome®*2%93%,

Le volasertib (deuxiéme génération du BI6727), actuellement en essais cliniques
de phase Il dans les leucémies aigués myéloides en combinaison avec la cytarabine
(NCT01721876) n'a pas montré de réponse efficace chez les patients. En phase I, le
volasertib associé a la cytarabine améliore la survie en comparaison de la cytarabine

391 En phase |, le volasertib combiné a la decitabine a montré

seule chez ces patients
une tolérance acceptable®®. Le volasertib a également été testé en essai clinique dans
plusieurs cancers solides tels que le cancer du poumon non a petites cellules, le
cancer de lovaire et le cancer urothélial’®3%, Cependant, son efficacité est modérée
et a été accompagnée d’une toxicité.

Le volasertib induit également une sensibilisation des cancers du poumon non a
petites cellules au cetuximab, linhibiteur du récepteur de UEGF*®. Dans les cancers
des VADS, il entraine larrét en G2/M et la mort par apoptose des lignées cellulaires
qui présentaient les mutations Ajuba et SMAD4 /n vitro et in vivo®™.

L'onvansertib (NMS-P937) a été testé en essai clinique de phase I/l en
association avec la cytarabine ou la decitabine dans les leucémies aigués myéloides®®
(NCT03303339). Il est testé dans les cancer colorectaux KRAS-muté, en phase Il en
combinaison avec le bevacizumab en deuxieme ligne de traitement (NCT03829410). Il
est aussi testé en phase Il dans le cancer de la prostate métastatique en combinaison
avec l'abiraterone (NCT03414034) et dans les cancers du pancréas métastatiques
(NCT04752696). Il a également été testé en phase | dans plusieurs cancers solides
dont les cancers des VADS*®.

Il entraine larrét du cycle cellulaire et la mort par apoptose des cellules/xénogreffes

d’ostéosarcomes en association avec la doxorubicine®?, et des cellules de leucémie
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lymphoblastique aigué*'l. Plus récemment, il a montré sa forte efficacité en association
a la radiothérapie dans le médulloblastome?!?, ou avec le paclitaxel dans le cancer

> et dans le cancer du sein triple négatif®',

de lovaire?’
L’'onvansertib présente une forte spécificité pour PLK1 & partir de 2nmol/L, par rapport
aux autres inhibiteurs ATP-compétitifs. Une concentration supérieure a 10umol/L est
nécessaire pour inhiber les autres membres de la famille Polo-like kinase tels que
PLK2 et PLK3%" considérés comme suppresseurs de tumeur.

Le TAK-960 induit larrét en G2/M et la mort des cellules cancéreuses
colorectales et de sarcomes®°*, TAK-960 montre une activité anti-tumorale dans des
modeles de xénogreffes de cancer colorectal et une re-sensibilisation d'un modéle
murin de leucémie résistant au paclitaxel®'®.

En phase I, le TAK-960 induit plusieurs effets secondaires sans amélioration de la
survie des patients atteints de cancers avancés non-hématologiques.

Le GSK461364 induit larrét en G2/M et la mort par apoptose des cellules
issues de plusieurs types de tumeurs et réduit la croissance de plusieurs tumeurs
expérimentales chez la souris®™. Il induit une activité antitumorale dans le
neuroblastome®®, dans le cancer du sein triple négatif et lostéosarcome en
combinaison avec le docetaxel ou le paclitaxel?*3°,

En phase |, cet inhibiteur a été testé sur des patients atteints de cancers solides3®

et dans le lymphome non-Hodgkinien mais a présenté une toxicité.

e Les inhibiteurs du domaine catalytique Polo-box
Les inhibiteurs allostériques inhibent linteraction de PLK1 via son domaine PBD avec
d’autres protéines. Cette interaction entraine une conformation inactive de la protéine
et empéche sa localisation subcellulaire correcte et donc sa fonction durant le cycle
cellulaire.

La poloxine est le premier inhibiteur du domaine PBD de PLK13%. Elle induit /n
vitro des défauts de duplication du centrosome, d’assemblage du fuseau mitotique,
d’alignement des chromosomes. Elle entraine l'arrét de la mitose et induit la mort par
apoptose des cellules Hela. /7 vivo, elle inhibe la croissance de différents modeles
de tumeurs expérimentales chez la souris®23%, Les inconvénients majeurs de ce

composé sont sa toxicité et son manque de spécificité. Des concentrations élevées
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sont nécessaires pour un effet anticancéreux efficace et ils sont susceptibles de cibler
d’autres protéines.

Le rigosertib (ON0910) est un autre inhibiteur du domaine PBD (non-ATP
compétitif). Il induit des anomalies du fuseau mitotique entrainant la mort par
apoptose, et linhibition de la croissance tumorale dans des modéles xénogreffes de
cancers du sein, cervicaux et de prostate®*. Le rigosertib cible également les voies
PI3K/AKT** et RAS*®*, ce qui le rend moins spécifique de PLK1. Il se lie a la tubuline
et induit la déstabilisation des microtubules ce qui entraine larrét du cycle cellulaire3?’.
Le rigosertib est testé en phase Il chez des patients atteints de syndromes
myélodysplasiques a trés haut risque mais n'a pas amélioré leur survie comparé au
traitement standard®®. La combinaison du rigosertib avec la gemcitabine en phase
lI/1ll, chez les patients atteints d’'un cancer du pancréas métastatique n'a pas amélioré
la réponse au traitement, par rapport a la gemcitabine seule*”. Une étude clinique de
phase | a été développée dans les cancers solides comprenant deux patients atteints
de cancers des VADS qui ont partiellement ou totalement répondu au traitement®°,
Dans les cancers des VADS, le rigosertib induit la mort des cellules cancéreuses via
linhibition de la voie de signalisation PI3K/AKT/mTOR et montre une réduction de la

croissance tumorale dans des modeéles de tumeurs expérimentales chez la souris®*>33,
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Inhibiteurs Type (K(i:}?éesso) Ph?l?:iqiisal Cancers ciblés
PLK1 : 0,8nmol/L
PLK2 : 3,5nmol/L .\ | Tumeurs
BI2536 PLK3 : 9nmol/L /Il (terminé) solides/hématologiques
BRD4 : 37nmol/L
Volasertib PLK1 : 0.87nmol/L _ L .
(BI6727) PLK2 : 5nmol/L Il (terminé) | Leucémie aigiie myéloide
PLK3 : 56nmol/L
- Cancer colorectal
KRAS-muté
) - Cancer de la prostate
Onvansertib ATP PLK21 + 2nmol/L [l (en cours) métastatique
(NMS-P937) | compétitif PLK2 > 10umol/L | (terminé) | - Cancer du pancréas
PLK3 > 10umol/L ) .
métastatique
- Cancers solides
métastatiques
PLK1 : 0,8nmol/L Cancers non-
TAK-960 PLK2 : 16,9nmol/L | (terminé) hématoloei .
PLK3 50 2nmol/L ématologiques avancés
PLK1 : 2,2nmol/L - Cancers solides
PLK2 > lumol/L - métastatiques
GSK461364 PLK3 > 1umol/L | (terminé) | Lymphome non-
Hodgkinien
PLK1 : 9nmol/L
PLK2 : 260nmol/L - Syndromes
PDGFR : 18nmol/L myélodysplasiques
Rigosertib | Non-ATP | BCR-Abl : 32nmol/L | Il (terminé) | - Cancer du pancréas
(ON0910) | compétitif | FLT1 : 42nmol/L | (terminé) métastatique

SRC : 155nmol/L
FYN : 182nmol/L
Cdk1 : 260nmol/L

Cancers solides
métastatiques

Tableau 4 : Inhibiteurs de PLK1 en essais cliniques

Les combinaisons d'inhibiteurs de PLK1 avec des chimiothérapies conventionnelles a

montré des effets synergiques. Elles sont donc beaucoup plus efficaces que la

monothérapie. Afin de maximiser cet effet synergique, une compréhension de la

régulation de PLK1 et de son interaction avec d'autres voies de signalisation est

nécessaire.
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Ma thése fait également l'objet de l'étude de deux récepteurs AXL et c-MET, dont la
surexpression favorise le mauvais pronostic et la résistance dans les cancers des

VADS.
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1.  AXL/C-MET

1. Structures et fonctions

Les tyrosines kinases (TKs) se divisent en deux groupes : les récepteurs (RTKs) et les
protéines cytoplasmiques. AXL et c-MET font parties des récepteurs tyrosine kinases.
Les RTKs sont des protéines transmembranaires et sont activées par des ligands fixés
a leur domaine extracellulaire. Suite a la liaison de protéines stimulatrices, les RTK se
dimérisent ce qui conduit a leur transphosphorylation et a l'activation de leur domaine
kinase.

Les TKs sont des médiateurs essentiels du mécanisme de transduction du signal et
jouent un réle important dans la différenciation cellulaire, la migration, la prolifération,
Fapoptose et le métabolisme. Plusieurs d’entre elles sont oncoprotéines.

Les TKs sont une classe d'enzymes qui catalysent la phosphorylation de résidus
tyrosine sur leurs protéines cibles a laide d'ATP. Cette modification post-
traductionnelle permet 'homéostasie cellulaire. La dérégulation des TKs ainsi que la
modification de leurs cascades de signalisation conduisent a une transformation

maligne via de multiples processus cellulaires®®.

a. Structure et fonctions biologiques de la famille TAM (TYRO3, AXL,
MER)

o Structure

Le gene AXL, situé sur le chromosome 19ql3.2, a été identifié pour la premiere fois
chez des patients atteints de leucémie myéloide chronique (LMC)**. Le mot AXL, vient
du grec « anexelecto » signifiant « incontrolé ».

La protéine AXL (aussi connue sous le nom UFO) est un récepteur tyrosine kinase
appartenant a la famille TAM.

La famille TAM se compose des récepteurs TYRO3, AXL et MER. Le « Growth Arrest
Specific 6 » (GAS6) et la protéine S (PROS1) sont les deux ligands conventionnels
des membres de la famille TAM. GAS6 se lie a chacun des membres de la famille

TAM, avec une meilleure affinité pour AXL et TYRO3. PROS1 est un ligand de MER et
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TYRO3, mais se lie a AXL dans les cellules de glioblastome ou de carcinomes des
VADS*433%,

La structure extracellulaire des membres de la famille TAM, se compose de deux
domaines de type immunoglobuline (Ig) et de deux domaines de type fibronectine Il
(Fro ). Les motifs Ig et Fro lll induisent sa liaison avec GAS6. Le domaine kinase
intracellulaire est essentiel pour lautophosphorylation et lactivité des kinases. La
séquence KW(/LA(/LES du domaine kinase est spécifique de la famille TAM et
partage une homologie avec les RTK liées a AXL (Figure 19).

La  dimérisation ligand-dépendante  des  récepteurs TAM entraine une
transphosphorylation des résidus tyrosine du domaine intracytoplasmique. Pour AXL,
la transphosphorylation se fait sur les résidus Tyrosine 779, 821 et 866, supportant
les interactions avec PLCy, PI3K et GRB2.

Les membres de la famille TAM sont exprimés dans les cellules dendritiques, les
macrophages, les plaquettes, les cellules endothéliales, les tissus nerveux ('hippocampe
et le cervelet), les tissus reproducteurs (cellules de Sertoli et Leydig), le ceceur, la

rétine, le rein, le poumon, le foie, le muscle squelettique et les ostéoclastes™’.

cellules apoptotiques

L2

i Ligands [+ bel essssssssssc—rphosphatidylsérine E
: GAS6 \—’Domaine Gla :
 |__PROS1 Domaines EGF-like i
i /—~Domaine SHBG i
i ﬁ)omaines immunoglobulines like i

}Domaines fibronectine Ill

Récepteurs

AXL = Domaine tyrosine kinase
TYRO3 v821
MER Y856 macrophages, CDs,

cellules reproductrices,
nerveuses, rétiniennes

Figure 19 : Les récepteurs de la famille TAM (AXL, TYRO3, MER) et leur ligands (GAS6
et PROSI1)
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e Fonctions biologiques

»  Inflammation

Les récepteurs TAM et leurs ligands sont des régulateurs négatifs essentiels du
systeme immunitaire inné et adaptatif. Ils sont présents sur les cellules présentatrices
d’antigenes (CPA) telles que les cellules dendritiques (CDs) et les macrophages. Ils
agissent spécifiguement sur le systeme immunitaire inné pour inhiber la présentation

338339 e traitement au LPS (inducteur de

d'antigénes et la production de cytokines
linflammation) de cellules isolées de souris MER (-/-) entraine une sécrétion plus
importante du TNFa%. Les souris KO pour AXL, TYRO3 et MER (TAM KO) ne présentent
pas d’anomalies développementales a la naissance. Elles développent ensuite une
inflammation chronique, une auto-immunité systémique, des hémorragies et des lésions
cutanées®!, dues a une hyperprolifération des lymphocytes B et T et a une
hypersécrétion des cytokines pro-inflammatoires IFN-y et d'IL-12.

AXL et MER freinent également la réponse immunitaire induite par la microglie, en
inhibant les récepteurs dantigénes (TLR « Toll-Like Receptors ») présents sur les
cellules immunitaires de la microglie. Ce mécanisme est nécessaire pour limiter
linflammation a lorigine de plusieurs maladies neuro-dégénératives (Alzheimer et
sclérose en plaque)®®.

L’activation de la réponse immunitaire innée par les agents pathogénes, stimule
lexpression et active le récepteur de linterféron de type | (IFN de type I, IFNAR) et la
voie de signalisation JAK/STAT. L'activation de cette voie de signalisation stimule la
production de cytokines pro-inflammatoires, et la transcription d’AXL**. Lors de
lactivation de la réponse adaptative, les récepteurs TAM associés a [IFNAR, entrainent
la transcription de SOCS1 et SOCS3, les suppresseurs des voies de signalisation de
cytokines. SOCS1 et SOCS3 inhibent les récepteurs Toll-Like 3, 4 et 9, présents sur
les cellules immunitaires afin d’inhiber la réponse immunitaire3#3%,

L’induction de SOCS1 est réduite chez les souris TAM KO. De plus, les souris SOCS1
(-/-) sécretent davantage de cytokines pro-inflammatoires IFN-y, TNF-a, IL-12 par

rapport aux souris sauvages®¥. Les récepteurs TAM protégent donc lorganisme de

maladies auto-immunes en freinant la réponse immunitaire et linflammation.
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» Phagocytose des cellules apoptotiques

La mort cellulaire par apoptose est nécessaire dans de nombreux processus
biologiques tels que le développement des tissus, I'homéostasie, la maturation des
lymphocytes et les réponses pathologiques a linflammation. La phagocytose élimine
les cellules apoptotiques et les débris cellulaires pour éviter la nécrose tissulaire et
la libération de composés intracellulaires qui conduisent a linflammation. Les
macrophages et les CDs sont responsables de la phagocytose dépendante des
récepteurs TAM des cellules apoptotiques. Linhibition des récepteurs TAM conduit a
une polyarthrite rhumatoide et un lupus®*¥>*, Les souris KO pour MER, AXL ou TYRO3,
montrent des défauts de phagocytoses des cellules apoptotiques par les macrophages
et les CDs*3, Les récepteurs TAM fonctionnent comme des ponts entre les cellules
phagocytaires et les cellules apoptotiques. Le récepteur TAM est situé sur le phagocyte
(macrophage, CD...) et son ligand TAM est lié a la membrane de la cellule apoptotique

via des phosphatydilsérines®'3>*

. En plus de leurs réles de la phagocytose dans la
réponse immunitaire, les récepteurs TAM induisent aussi la clairance des cellules
apoptotiques et des fragments cellulaires notamment les cellules reproductrices®?, les

354

cellules de la rétine™*, et les astrocytes pour le remodelage synaptique ou les cellules

de Schwann aprés une lésion nerveuse®*>**®,
Dans de nombreuses cellules, l'activation de la voie TAM est couplée a l'activation en
aval de la voie PI3K/AKT. Les récepteurs TAM activent GRB2 par autophosphorylation.

lls recrutent directement ou via GRB2, PI3K. La voie PI3K/AKT permet la phagocytose.

» Intégrité vasculaire

Les récepteurs TAM participent a 'homéostasie vasculaire. Lorsqu’un vaisseau est lésé,
les plaquettes s’agrégent et initient 'homostase (coagulation sanguine) pour refermer
le vaisseau. Les souris TAM KO présentent des défauts d’agrégation plaquettaire®’.
La signalisation TAM RTK favorise la stabilisation des agrégats plaquettaires en cas
de lésion vasculaire. Les plaquettes activées exposent des phosphatidylsérines (PtdSer)
et expriment les récepteurs TAM a leur surface. L'activation de ces récepteurs stimule
la voie PI3K/AKT/B3-intégrine et potentialise l'agrégation plaquettaire et la rétraction
des lésions®™®. La voie de signalisation TAM fonctionne également dans les cellules
musculaires lisses endothéliales et vasculaires pour favoriser la cicatrisation des plaies

du systeme vasculaire endommagé.

79



AXL favorise la formation de nouveaux vaisseaux appelée angiogenese. Les souris AXL
KO montrent des vaisseaux plus perméables®*®. Ce récepteur favorise la prolifération,
la migration et lorganisation des cellules endothéliales via le VEGFA (« Vascular

Endothelial Growth Factor A »)3093!

b. Structure et fonctions biologiques de la famille HGFR (c-MET)

e Structure
Le récepteur c-MET a été identifié comme oncogene pour la premiere fois dans des
cellules d'ostéosarcome. Le géne c-MET présent sur le chromosome 7 (7qg31.2),
fusionné avec le gene TPR (« Translocated Promoter Region ») présent sur le
chromosome 1, conduit a lactivation du domaine kinase de c-MET?3%%
Le récepteur transmembranaire c-MET, est composé dune partie extracellulaire
caractérisée par les domaines Immunoglobuline-Like-Région, ainsi que de deux
domaines SEMA (Sémaphorine o et B). Sa partie intracellulaire se compose dun
domaine tyrosine kinase.
La protéine c-MET est produite sous forme immature pro-c-MET. La furine, une sérine
protéase clive le domaine SEMA au niveau de la séquence R-X-(R/K)-R//S en deux
domaines a et B. Ce clivage génére le récepteur actif c-MET?3%4,
Son ligand HGF (« Hepatocytes Growth Factor ») a été identifié pour la premiere fois
dans les plaquettes et dans le plasma de rats partiellement hépatectomisés®>. Comme
son récepteur, HGF subit une modification post-traductionnelle. La forme pro-HGF
inactive est sécrétée par les cellules endothéliales, les macrophages et les fibroblastes,
et saccumulent dans la matrice extracellulaire. Cette forme est convertie en un
hétérodimere actif par une protéase qui clive la forme immature au niveau d'un site
localisé entre UArginine 494 et la Valine 495°°°. L'HGF comprend six domaines séparés
sur 2 chaines : la sous-unité o, composée du domaine N-terminal (N) suivi de quatre
domaines kringle (K1-K4) ; la sous-unité B composée uniquement dun domaine
homologue aux sérines protéases (SPH). L'HGF se lie a au domaine SEMA B de c-MET

par ses domaines N-K1 et SPH (Figure 20).
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Figure 20 : Le récepteur c-MET et son ligand HGF

(A) Le récepteur Pro c-MET devient mature par laction de la furine qui divise le
domaine SEMA en deux domaines a et B (B) Le récepteur Pro-HGF devient mature
par laction dune protéase qui clive le domaine situé entre la Valine 495 et [Arginine
494,

La liaison de HGF et de c-MET induit son homo-dimérisation qui favorise deux séries
d’autophosphorylation sur les Tyrosines 1234 et 1235° puis les Tyrosines 1349 et
135638, c-MET est alors activé et recrute ses effecteurs (Figure 21).

Le récepteur est régulé par la protéine kinase C (PKC) qui le phosphoryle sur la Sérine
985°%°. Sa dégradation lysosomale, s’effectue post ubiquitination par l'ubiquitine ligase

E3 c-Cbl qui le phosphoryle sur la Tyrosine 10033
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Figure 21 : Ftapes dactivation du récepteur c-MET.
LHGF permet la dimérisation du récepteur et la trans-autophosphorylation des
monomeéres c-Met au niveau des tyrosines intracellulaires Y1234/1235 pour son
activation et Y1349/1356 pour induire les voies de signalisation du récepteur. La
régulation négative du récepteur seffectue par phosphorylation de la serine S985 et
de la tyrosine Y1003 conduisant a sa dégradation.

¢ Fonctions biologiques

» Principales voies de signalisation impliquées

Le couple HGF/c-MET contréle différentes voies de signalisation impliquées dans la
prolifération, la migration cellulaire, la survie et la morphogenése.

Les Tyrosines 1349 et 1356 phosphorylées sont spécifiquement reconnues par des
protéines adaptatrices : la protéine GABl1 associée a GRB2 et PI3K. Elles sont a
lorigine de l'activation des voies de signalisation post stimulation du récepteur. GAB1
se fixe sur la Tyrosine 1349 ou bien, de maniere indirecte sur la Tyrosine 1356 via
GRB2*"%, Elle représente une protéine adaptatrice pour les protéines PLCy, SHP2, STAT3,
SHC et FAK.

Chacun des partenaires servira a linitiation d'une voie de signalisation particuliére
principalement impliquée dans la prolifération cellulaire.

La prolifération cellulaire dépend des voies STAT3*’?, PI3K/AKT et RAS/MAPK3",

Les capacités migratoires des cellules dépendent des protéines SRC et FAK",
L’activation de la voie PI3K/AKT stimule la survie cellulaire et inhibe 'apoptose en
induisant l'expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-XL et Mcl-1%"°. Parallélement,
cette voie active MDM2 permettant linhibition de p53 via mTOR durant le

développement>"°.
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Les différentes voies de signalisation associées, expliquent les activités
multifonctionnelles du couple HGF/c-MET.

» Organogenése

Le récepteur c-MET est impliqué dans le développement embryonnaire de nombreux
organes. Des souris invalidées pour les genes c-MET ou HGF, présentent des anomalies
importantes du développement des muscles squelettiques, du placenta et du foie®””
39, Ces invalidations sont donc létales au bout de 15 jours du stade embryonnaire.
L'invalidation de c¢-MET dans les cellules pulmonaires ou rénales inhibe le
développement alvéolaire et montre des anomalies développementales du

néphrons3038!

. c-MET est également impliqué dans la croissance axonale et la survie
des neurones sensoriels. Une mutation inactivatrice du récepteur c-MET est
responsable du retard dapprentissage ou de troubles neurologiques tels que

Uautisme™®?383,

» Régénération et homéostasie tissulaire

A lage adulte, le récepteur c-MET est principalement exprimé par les cellules
épithéliales, endothéliales, neuronales et les lymphocytes B. L'HGF est produit par les
cellules mésenchymateuses.

Le couple HGF/c-MET est principalement impliqué dans la régénération et
lhoméostasie tissulaire.

L'inhibition conditionnelle de c-MET dans l'épiderme murin réduit la régénération du
tissu épidermique et la cicatrisation®’. Le ligand HGF est également sécrété a la suite

386

d’une lésion rénale (fibrose rénale)®, pulmonaire®®, du foie’

ou de la moelle
épiniere®®. ’administration d'HGF améliore la réparation tissulaire de tous ces organes

alors que son inhibition accentue ces lésions.

La famille MET est plus étroitement liée a la famille TAM sur la base de la séquence
d'acides aminés du domaine kinase®®. Les récepteurs c-MET et TAM activent des voies
de signalisation communes résultant en des fonctions similaires des deux familles
RTK3*, Ainsi, le domaine extracellulaire et le domaine kinase intracellulaire sont des

déterminants importants des processus cellulaires régulés par des RTK spécifiques.
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2. Implication d’AXL et c-MET dans le cancer

a. Dérégulation d’AXL et c-MET
e Dérégulation d’AXL

AXL est controlé par des mécanismes épigénétiques, des modifications
transcriptionnelles, traductionnelles et post-traductionnelles (Figure 22).

Le gene AXL fait lobjet de modifications épigénétiques, dont lacétylation et la
méthylation des histones et de [ADN. Ces processus dépendent d’ADN
méthyltransférases (DNMT) et dhistones déacétylases (HAT ou HDAC). La
méthyltransférase 3 (METTL3) du complexe m6A méthyltransférase induit 'expression
d’AXL et I'EMT, et favorise linitiation et la progression du cancer de l'ovaire®..

AXL est régulé de maniere transcriptionnelle par « YES-associated proteonl » (YAP1),
myeloid zinc finger 1 (MZF1), activator protein 1 (AP1), Sp1/Sp3, HIFla et c-JUN.
Les facteurs de transcription YAP13%? et MZF13* stimulent la transcription d’AXL et
initient 'EMT dans le cancer de l'utérus et colorectal. Le facteur de transcription AP-
1 induit la surexpression d’AXL dans lignées résistantes aux inhibiteurs de PI3K/AKT
dans les cancers des VADS***. Spl et Sp3 peuvent se lier aux régions riches en
guanines et cytosines et surexprimer AXL**. EGFR et MEK/ERK activent c-JUN et
induisent la surexpression d’AXL dans les cancers du poumon non a petites cellules
et des VADS*®

Les formes mutées de p53 (R175H, R273H, et D281G) dans le cancer du poumon
stimulent la surexpression d’AXL3%.

Les micro-ARNs 7 et 34a régulent de maniere post-transcriptionnelle AXL. Leur
inhibition induit la surexpression d’AXL dans les cancers de la prostate®®.

La surexpression d'AXL peut conduire a son homo-dimérisation et a son
activation dans les cellules NIH3T3 de fibroblastes embryonnaires murins, de maniere
indépendante de son ligand GAS63”. AXL est également activé par hétéro-dimérisation
avec d’autres récepteurs a activité tyrosine kinase tels que c-MET, PDGFR, HER2/HER3

et EGFR. Elle active notamment la métalloprotéase MMP9, pour induire linvasion

cellulaire®®,
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Figure 22 : Régulation du récepteur AXL

Lexpression dAXL dépend de mécanismes épigénétigues (DNMT, HDAC..) des
modifications transcriptionnelles (facteurs de transcription), traductionnelles (micro-
ARNs) et post-traductionnelles (ligand, RTKs...).

|

e Dérégulation de c-MET

Comme AXL, c-MET peut-étre controlé par des mécanismes génétiques et
épigénétiques, des modifications transcriptionnelles, traductionnelles et post-
traductionnelles.

Les quatre principaux événements génomiques de c-MET sont les mutations
faux-sens, les mutations d'épissage, les amplifications et les réarrangements
génétiques. Les mutations introniques somatiques de c-MET entrainent le saut de
lexon 14 lors de la transcription de son géne dans le cancer du poumon non a
petites cellules®®, adénocarcinome pulmonaire, le gliome, les cancers du pancréas,
gastriques, du rein et du sein*? Lamplification du géne c-MET est également a
origine de sa surexpression dans plusieurs cancers tels que le médulloblastome®®,
La modification génétique la moins courante de c-MET inclut son réarrangement avec
le géne TPR dans le cancer gastrique®.

Certaines aberrations de c-MET, comme le polymorphisme c¢-MET™’>5 augmentent

lagressivité cancéreuse des carcinomes pulmonaires et des VADS*®,
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c-MET fait également lobjet de régulations épigénétiques. L’histone
méthyltransférase SMYD3 se lie au promoteur de c-MET, augmente son expression et
induit la migration et linvasion des cellules tumorales*®,

Comme AXL, la transcription de c-MET est stimulée par les facteurs de
transcription Sp1*”, AP1‘® et HIF-1a*®. Le facteur de transcription ETS1, surexprimé
dans les cellules cancéreuses murines mammaires, contribue a la surexpression de c-
MET et a linvasion tumorale*®. De plus, la surexpression de PAX8 est corrélée a celle
de c-MET. Son inhibition réduit expression de c-MET dans le cancer du poumon®,

412 et

P53 inhibe le facteur de transcription Spl dans les cellules cancéreuses d’ovaire
active aussi le miARN-34 afin d'inhiber l'expression de c-MET dans le cancer de la
prostate*, L’inhibition de p53 dans la majorité des cancers, entraine la surexpression
de c-MET via ces mécanismes.

En termes de régulation post-transcriptionnelle, c-MET est réprimé par des
micro-ARNs. L’inhibition du micro-ARN 1 induit la surexpression de c-MET dans le
cancer du poumon et du colon®**® Le micro-ARN-139-5p est également un
suppresseur de tumeur et fréguemment inhibé dans le cancer du poumon®®,
L’expression de c-MET peut étre inhibée par plus de 30 miARNs*".

L’activation de SRC induit la phosphorylation de c-MET sur les tyrosines 1230,
1234 et 1235. La mutation ou linhibition pharmacologique de SRC abolit la
phosphorylation constitutive de c¢c-MET dans le cancer du sein. Cette phosphorylation

dépend d'une autre kinase FAK*® La voie de signalisation de c-MET est également

régulée par lEGFR par transactivation dans le cancer gastrique*".
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Lexpression de c-MET dépend de mécanismes épigénétiques (DNMT, HDAC...) des
modifications transcriptionnelles (facteurs de transcription), traductionnelles (micro-
ARNs) et post-traductionnelles (ligand, RTKs...).

b. AXL et c-MET facteurs d’agressivité
La dérégulation d’AXL et c-MET par des mécanismes communs entraine une aberration
des voies de signalisation controlant la prolifération, la migration, [linvasion
Fangiogenése et 'échappement immunitaire (Figures 24 et 25).
o Prolifération cellulaire
La surexpression d’AXL et de c¢-MET induit lactivation des voies de signalisation
impliquées dans la prolifération cellulaire. AXL activent notamment les voies
PI3K/AKT/mTOR, NF-kB, RAC/JNK, RAS/RAF/MEK/ERK (Voie de signalisation MAPK) et
JAK/STAT (via le récepteur IL-6). Ces voies de signalisation sont activées dans les

421422 ot |es leucémies

cancers du poumon non a petites cellules*, de la prostate
aigués myéloides*?. L'inhibition d’AXL inactive ces voies de signalisation et induit
lapoptose des cellules tumorales.

c-MET active la voie de signalisation RAS/MAPK et les facteurs de transcription c-MYC
et c-JUN pour stimuler le cycle cellulaire**, la voie PI3K/AKT et lexpression de NF-
kB*%, Bcl-2%® et mTOR*”. Lactivation de ces voies de signalisation induit la survie et

la prolifération cellulaire.
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e Invasion et migration cellulaire
La surexpression d’AXL et de c-MET est également responsable d’une invasion et d'une
migration cellulaire. Linhibition d’AXL réduit fortement la migration et linvasion
cellulaire dans plusieurs cancers solides. AXL active de la voie de signalisation
PI3K/RAC/P38/MAPKAP-Kinase2/HSP25 et favorise le remodelage de lactine et la
migration des cellules neuronales®®. L’activation d’AXL stimule Uexpression de p-AKT
et MMP9 via lactivation de NF-kB et Brg-1 dans les cancers ovariens*. YAP1, un
effecteur de la migration, induit AXL et la formation de métastases dans le carcinome
pulmonaire®®. AXL contribue & la migration et a linvasion des cellules souches du
cancer du sein®. Son inhibition réduit les marqueurs d’EMT (Slug, Snail et Twist) et
donc linvasion et la migration des cellules de carcinomes oraux**2
La surexpression de c-MET active la voie Wnt et stabilise la B-caténine qui favorise
ensuite la transcription de marqueurs métastatiques tels que les MMP-2 et MMP-9
dans le glioblastome*®,
La voie c-MET active la cascade de signalisation PI3K/RAC1/p38/MMPs des cellules
souches du foie et leur motilité**. Elle induit la voie de signalisation ERK/NF-xB qui
entraine la transcription de YAP1 et la formation de métastases dans le carcinome
hépatocellulaire®®.
En interagissant avec HGF, c-MET favorise la phosphorylation d’AXL pour activer la
migration et linvasion cellulaire dépendantes de RAC1%%®. AXL interagit avec GAS6 pour
phosphoryler SRC afin d’activer c-MET et de maximiser linvasion cellulaire®’.

e Angiogenéese
AXL et c-MET favorisent l'angiogenese. La surexpression d’AXL induit lactivation d’un
membre de la voie Wnt, DKK3 et induit la formation de vaisseaux sanguins dans le
mélanome. AXL inhibe l'angiopoiétine 2 (Ang2) induisant linteraction entre les protéines
Angl et Tie2, et la survie des cellules endothéliales. Le KO d’AXL dans les cellules
endothéliales altére la formation de tubes mimant langiogenése?®
c-MET active STAT3 et HIF-1la via les voies de signalisation PI3K/AKT et MAPK. HIF-
lo et STAT3 se fixent au promoteur de VEGFA et induisent son expression dans les

cellules de carcinome de colon*®,
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L’hypoxie (HIF-1a) induite par les cellules cancéreuses, active transcriptionnellement c-
MET qui favorise langiogenése via le VEGF-A*?. ¢-MET induit également langiogenése

en inhibant la thrombospondine-1 (TSP-1), un régulateur négatif de angiogenése*.

e Echappement immunitaire

AXL inhibe lactivité des cellules dendritiques (CDs) et exclut les lymphocytes T (LTs)
de la tumeur. Dans les modéles murins de cancers, AXL inhibe lexpression du CMH
de classe | (CMH |) et réduit les niveaux de cytokines pro-inflammatoires sécrétées et
infiltrées dans les cellules immunitaires. En inhibant AXL par la méthode CRISPR,
l'expression du CMH | augmente et la signalisation des cytokines immunosuppressives
diminue, ce qui entraine laugmentation des CDs et des LTs. La radiothérapie et
limmunothérapie (anti-PD-1/anti-CTLA-4) augmentent la réponse immunitaire
antitumorale avec une diminution des macrophages M2 antitumoraux, une
augmentation des cellules présentatrices d'antigene et un plus grand recrutement de
LTs CD4+/ CD8+*“. Linhibition d’AXL resensibilise donc les cellules tumorales a la
radiothérapie et a limmunothérapie*?. Chez les patients atteints de mélanome
métastatique, des niveaux élevés d’ARN messager AXL sont associés a une résistance
au traitement anti-PD-1**.

Les cancers du poumon non a petites cellules résistants aux inhibiteurs d’EGFR
montrent une surexpression d'HGF et une amplification de c-MET corrélées a une
surexpression de PD-L1. HGF/c-MET induisent les voies de signalisation PI3K/AKT et
MAPK qui activent le facteur de transcription AP-1, responsable de la surexpression
de PD-L1 et de linvasion immunitaire*®. La signalisation HGF/c-MET a également induit
une surexpression de PD-L1 dans le cancer du rein*®. Dans un modéle murin de
carcinome rénal, le cabozantinib, un inhibiteur d’AXL et de c-MET induit ['expression
de cytokines liées aux neutrophiles (CCL11 et CXCL12) et de cytokines liées aux
cellules T (CCL8 et CX3CL1) dans le microenvironnement tumoral. Il augmente donc
significativement a la fois linfiltration intra-tumorale et la fonction antitumorale des

neutrophiles et des LTs*.
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Figure 24 : Voies de signalisation de c-MET
La voie de signalisation de c-MET favorise les processus dangiogenése, de migration,
dinvasion et de prolifération cellulaire, et déchappement immunitaire.
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Figure 25 : Voies de signalisation du récepteur AXL
La voie de signalisation dAXL favorise les processus dangiogenése, de migration,
dinvasion et de prolifération cellulaire, et déchappement immunitaire.

c. Activation d’AXL et c-MET dans les carcinomes épidermoides des
VADS

AXL et c-MET sont surexprimés dans les cancers des VADS et associés a un mauvais
pronostic. Selon [étude de Madoz-Gurpide, 78% des cancers des VADS surexpriment
c-MET. Une surexpression de la protéine c-MET est détectée chez 58 % des patients,
Famplification du géne c-MET chez 39 % des patients et lactivation du récepteur c-
MET (p-MET) chez 30 % des patients. L'amplification a été associée a une surexpression
de c-MET*%,

L’HGF sécrété par les fibroblastes associés au cancer (CAF) active de maniére

paracrine c-MET exprimé par les cellules cancéreuses.



Les mutations dans le domaine kinase impliquant les Tyrosines Y1235D et Y1230C
sont des activateurs importants de la voie c-MET dans les cancers des VADS**4%,
Son activation constitutive augmente le potentiel métastatique des cellules
cancéreuses. Linhibition de c¢c-MET dans un modéle de tumeurs expérimentales chez
la souris diminue la formation de métastases®’. Un gain de copies du géne c-MET
est retrouvé dans 16% des cas.
Dans les cancers des VADS, c-MET activent plusieurs voies de signalisation tels que
Wnt/B-catenine, SRC, TGF-B et EGFR.
L'inhibition synergique de c-MET et des cellules souches cancéreuses (CSC) réduit la
croissance tumorale et la formation de métastases /n vivo, par lintermédiaire de la
voie Wnt/B-caténine. La voie c-MET/Wnt/B-caténine contribue donc au maintien des
CSC des VADS*2.
SRC induit la résistance a lerlotinib (inhibiteur de 'EGFR) dans les cancers des VADS
en stimulant le récepteur c-MET indépendamment du ligand HGF*3. L'inhibition
combinée de c-MET et SRC /n vitro et /in vivo, entraine une cytotoxicité synergique et
une diminution de la taille de la tumeur®*.
Le TGF-B activent plusieurs facteurs de transcription ; SMAD2, SMAD3 et SMADA4. Les
cancers des VADS montrent une faible expression de SMAD2 et SMAD4. La délétion
de SMAD2 dans les kératinocytes (souris SMAD2(-/-)), induit la suractivation d’HGF/c-
MET et favorise l'angiogenése dans les carcinomes épidermoides. Le TGF-B contribue
a linhibition dHGF dans les fibroblastes et au potentiel oncogénique des épithélias*>.
De plus, lactivation de c-MET par linhibition de SMAD4 induit une résistance au
cetuximab*®,
L'EGFR et c¢-MET activent des voies de signalisation similaires : MAPK
(RAS/RAF/MEK/ERK) et PI3K/AKT/mTOR. En labsence d’'HGF, le TGF-o. un ligand
d’EGFR active c-MET. L’inhibition de ces récepteurs par le crizotinib (c-MET) et le
gefitinib (EGFR) réduit la prolifération, linvasion et la migration des cellules cancéreuses
des VADS et diminue la progression tumorale /in vivo™’.

AXL est fortement exprimé dans des tumeurs primaires de patients VADS. Il est
corrélé au grade de la tumeur, a la présence de métastases a distance et a une

458

survie sans rechute plus courte chez les patients.*®. Il contribue également a la

progression du cancer®”,
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Les données du TCGA et de tissus de patients VADS ont montré une corrélation
positive entre AXL et YAP. Cette co-expression élevée est associée a un mauvais
pronostic chez ces patients. Le complexe Hippo (kinases LATS1 et MOB1) inhibe
activation de YAP et induit sa dégradation. Cependant lactivation d’AXL par son
ligand GAS6 phosphoryle STAT3 qui séquestre LATS1 et inhibe la fonction du complexe
Hippo. YAP est transloqué dans le noyau et permet la transcription d’/AXL. AXL et YAP
favorisent donc la progression tumorale dans les cancers des VADS*®,

La surexpression dun autre ligand d’AXL, PROS1, favorise également la progression
des cancers des VADS en induisant la prolifération, la migration cellulaire /n vitro et

la croissance tumorale /n vivo™.

Les données de la littérature sur AXL dans les cancers des VADS sont peu nombreuses.
Cependant, puisqu’il partage les mémes voies de signalisation avec le récepteur c-
MET, nous pouvons nous attendre a des mécanismes similaires.

AXL et c-MET favorisent la progression et lagressivité tumorales et sont donc

considérés comme cibles thérapeutiques évidentes dans les cancers des VADS.
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3. AXL et c-MET comme cibles thérapeutiques

a. AXL et c-MET : acteurs de la résistance aux traitements
Les récepteurs TK controlent des voies de signalisation similaires qui contribuent a
lagressivité tumorale. lls sont donc la cible doutils thérapeutiques. Cependant,
Cinhibition d’'un récepteur TK est compensé par la surexpression des autres récepteurs
qui maintiennent lactivation des voies de signalisation en aval.
Dans les cancers des VADS, linhibition de UEGFR induit la surexpression dautres
récepteurs TK tels que c-MET, AXL mais aussi HER2/HER3.
Le cetuximab inhibe la prolifération des cellules cancéreuses en se liant au domaine
extracellulaire EGFR a la place de son ligand.
L'un des mécanismes de compensation de cette inhibition est la surexpression et
activation des récepteurs HER2 et HER3. En conséquence, les voies PI3K et MAPK
sont réactivées et contournent linhibition par cetuximab®.
L’activation de la voie c-MET prédit une faible réponse au cetuximab chez les patients
atteints d’'un cancer des VADS récurrent ou métastatique*®. La surexpression de c-
MET a la suite de linhibition de 'EGFR conduit a lactivation de la voie MAPK et a
Linhibition des récepteurs HER2/HER3 dans les cancers des VADS*Z
Ce mécanisme de compensation a été associé a la résistance aux agents anti-EGFR*®>.
De méme, linhibition combinée de c-MET, EGFR et HER2 est plus efficace que
lutilisation des inhibiteurs seuls dans des modeéles /n vitro, xénogreffes et des modeles
animaux PDX (« patients-derived xenograft ») de cellules de patients en rechute®”,
AXL contribue également aux mécanismes de résistance des cancers des VADS au
cetuximab. AXL est surexprimée chez les patients résistants au cetuximab.
Dans les cellules cancéreuses des VADS résistantes au cetuximab, une production
accrue d’EGF entraine une association et une transactivation d'AXL et d'EGFR. La voie
de signalisation MAPK et c-JUN induit la transcription d’AXL. L’amplification du géne
et donc la surexpression d’AXL maintient l'activation de la signalisation de ['EGFR.
Cette boucle de rétroaction positive entraine l'activation constitutive d'AXL et d’EGFR
et induit la résistance au cetuximab®®.
De plus, lactivation d’AXL sur la Tyrosine 821 par son ligand GAS6, induit U'expression

de c-ABL ce qui contribue a la résistance au cetuximab et a la radiothérapie.
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Linhibition de c-ABL sensibilise les cellules cancéreuses résistantes au cetuximab*®,
D’autre part, linhibition d’AXL par le R428 resensibilise les cellules cancéreuses et les
modeéles PDX au cetuximab et a la radiothérapie®®,.

Les cellules résistantes surexpriment BRD4, un facteur de transcription responsable de
lexpression d’AXL et de c-MET. Linhibition de BRD4 réduit lexpression de ces
récepteurs et sensibilise les cellules cancéreuses des VADS au cetuximab®®. De plus,
la stratification de patients VADS a permis de mettre en évidence des biomarqueurs
impliqués dans la réponse au cetuximab. AXL, BRD4, Caveoline 1 et Sox2 font parties
de ces biomarqueurs. L'expression de la Caveoline 1 et Sox2 est suffisante pour
induire la résistance au cetuximab®®’.

L'inhibition de c-MET par 'AMG-102 induit la sensibilisation des cellules cancéreuses
a la radiothérapie®®

La surexpression de c-MET dans les cellules souches de cancers des VADS leur
confére une résistance au cisplatine et des capacités de migration*®.

La surexpression d’AXL active c-ABL dans le cancer cesophagien et induit la résistance
au cisplatine et au carboplatine*”°.

La surexpression d’AXL par les facteurs de transcription c-JUN et c-FOS (voie de
signalisation JNK) induit la résistance aux inhibiteurs de PI3K. Un inhibiteur de JNK
resensibilise les cellules cancéreuses des VADS aux inhibiteurs de PI3K*,
Linvalidation du géne c-MET sensibilise les cellules cancéreuses a lerlotinib, un autre
inhibiteur ’EGFR*>, Lutilisation d’un inhibiteur spécifique d’AXL, le R428, sensibilise les

cellules cancéreuses des VADS résistantes a lerlotinib*?.

b. Inhibiteurs d’AXL et c-MET et essais cliniques.

Plusieurs inhibiteurs ciblant c-MET et/AXL ont été développés (Tableau 5).

Le ficlatuzumab est un inhibiteur monoclonal qui séquestre HGF et empéche sa
liaison au récepteur c-MET. Il inhibe la prolifération, la migration et linvasion des
cellules cancéreuses des VADS. Le ficlaruzimab est actuellement en essai clinique de
phase |b en combinaison avec le cetuximab chez les patient R/M atteints d'un cancer
des VADS (NCT02277197)*".

Le tivantinib (ARQ 197) bloque lautophosphorylation de c-MET. Il inhibe la

prolifération cellulaire et induit la mort par apoptose des cellules cancéreuses de
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poumons*“, Testé en phase lll dans les carcinomes hépatocellulaires, le tivantinib n’a
pas amélioré la survie chez les patients en rechute apres traitement au sorafenib, un
inhibiteur multi-kinases*. Dans un essai randomisé de phase Il en cours, le tivantinib
associé au cetuximab est comparé au cetuximab seul chez des patients R/M ou
atteints d’'un carcinome des VADS chirurgicalement non résécable (NCT01696955).

Le foretinib est un inhibiteur de classe Il ciblant plusieurs récepteurs : c-MET,
VEGFR2, RON, KDR, Flt-1. Il inhibe fortement la prolifération des cellules cancéreuses
des VADS et présente un effet synergique en combinaison avec Uerlotinib*®. Le foretinib
resensibilise les cellules et les modeéles xénogreffes murines a la radiothérapie*’’*’®,
Utilisé en phase Il chez les patients R/M atteints d'un cancer des VADS, le foretinib
na pas montré de réponse partielle ou compléte chez ces patients mais a montré
une stabilisation de la maladie (NCT00725764)*°.

Le golvatinib (E7050) est un inhibiteur des récepteurs c-MET et VEGFR2. Il
diminue la croissance de tumeurs des VADS expérimentales et la densité de vaisseaux
sanguins®’, Il est actuellement utilisé en phase I/Il en combinaison avec le cetuximab,
dans les cancers des VADS résistants aux sels de platine mais les résultats n‘ont pas
été communiqués (NCT01332266). Le golvatinib a également été comparé au cisplatine
combiné a la capecitabine en phase | mais a montré de sérieux effets secondaires
chez certains patients (tachycardie, convulsion, embolie pulmonaire, NCT01355302).

Le capmatinib (INC-280) est un inhibiteur de classe Ib de c-MET qui se fixe sur
son site ATP. Il induit la mort des cellules tumorales par apoptose et inhibe la
croissance tumorale dans des modéles expérimentaux de tumeurs des VADS*!. La
phase la/ll en combinaison avec le cetuximab chez les patients en rechute aprés
cetuximab, n'a pas présenté de toxicité mais n'a pas amélioré leur survie.

Le crizotinib (PF2341066) est un inhibiteur d’ALK et de c-MET qui inhibe leur
domaine d’activation. En combinaison avec le gefitinib, il inhibe la prolifération et
linvasion des cellules cancéreuses des VADS. Il diminue la croissance tumorale de
modeles xénogreffes. Le crizotinib associé a la radiothérapie, n‘améliore pas la
sensibilité a lirradiation dans un modéle expérimenta chez la souris*®. Actuellement,
le crizotinib n'est pas utilisé en essai clinigue dans les cancers des VADS*’. En
revanche il a été approuvé pour le traitement des cancers du poumon non a petites

cellules surexprimant la protéine ALK.
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Le bemcentinib (R428), un inhibiteur dAXL a déja montré sa forte efficacité in
vitro et in vivo sur des modeéles PDX. Il inhibe la prolifération, la migration et linvasion
des cellules, et resensibilise ces modéles au cetuximab et & la radiothérapie®®.
Actuellement, aucun essai clinique n'a été entrepris dans les cancers des VADS.

Le sitravatinib (MGCD516) est un inhibiteur a large spectre de plusieurs
récepteurs TK : VEGFR, PDGFR, c-KIT, DDR2, EPHA, FLT3, ¢c-MET, TYRO3, AXL et MER.
Il a montré son effet antiprolifératif /n vitro sur plusieurs lignées de sarcomes, et anti-
tumoral dans un modeéle xénogreffe. Il est plus efficace que limatinib et le crizotinib,
in vitro et in vivo®™®. Le sitravatinib induit la mort de cellules cancéreuses métastatiques
de sein et de rein résistantes aux inhibiteurs anti-angiogéniques, le sunitinib et [axitinib,
ciblant VEGFR. Son utilisation en deuxieme ligne pourrait donc améliorer la survie chez

44 | e sitravatinib cible le microenvironnement tumoral en réduisant

ce type de patients
la quantité des macrophages M2 immunosupresseurs®. Dans une étude clinique de
phase Il dans le cancer du poumon non a petites cellules, réfractaire aux « immune
checkpoints », le sitravatinib restaure la réponse au nivolumab (anti-PD-1) avec un
profil de toxicité acceptable®. Une étude similaire est en cours dans le cancer du
rein métastatique (NCT03015740). Le sitravatinib est testé en combinaison avec le
nivolumab, en phase | dans les cancers des VADS (NCT03575598). Cet inhibiteur a
montré son effet antitumoral et une forte réduction du taux de macrophage M2
Le cabozantinib (XL184) est un inhibiteur de c-MET, VEGFR2, AXL, ROS1, TYRO3,
MER, c-Kit, TIE-2 et RET. Cet inhibiteur agit via linhibition de c-MET, d’AXL et du
VEGFR, réduisant la migration, linvasion des cellules tumorales et la néo-angiogeneése.
L’activité spécifique contre le VEGFR inhibe l'angiogenése dans le tissu tumoral. Le
cabozantinib interfére avec lagressivité tumorale et la progression du cancer®4 ||
est approuvé pour le traitement du cancer de la thyroide et du carcinome rénal en
1¢¢ ligne chez les patients a faible risque métastatique ou en 2°™ ligne aprés un
traitement anti-angiogénique. Le cabozantinib a également obtenu I'AMM pour le
traitement du carcinome hépatocellulaire en 2°™ ligne aprés un traitement au
sorafenib.
Dans l'étude METEOR de phase Il (NCT01865747), le cabozantinib a été comparé a

leverolimus (inhibiteur de mTOR) chez les patients atteints d’'un cancer du rein qui

ont progressé sous inhibiteurs de VEGFR. Une survie sans progression (7,4 contre 3,8
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mois) et un taux de réponse (21% contre 5%) significativement meilleurs ont été
observés dans le bras cabozantinib*®.

Dans la deuxieme étude CABOSUN de phase Il (NCT01835158), le cabozantinib est
comparé au sunitinib (anti-angiogénique) comme traitement de premiére intention dans
le carcinome rénal a faible risque métastatique. La survie sans progression (8,2 mois
contre 5 mois) et le taux de réponse (33% contre 12%) sont supérieurs chez les
patients traités au cabozantinib®.

Le cabozantinib a été combiné aux inhibiteurs du récepteur de U'EGFR tels que le
panitumumab en phase Ib (NCT02008383) dans les cancers colorectaux métastatiques.
Les patients ont présenté une survie globale moyenne de 12,5 mois et une faible
toxicité*. En revanche, sa combinaison a lerlotinib (anti-EGFR) en phase 1b/Il dans
le cancer du poumon résistant (NCT00596648), n'a pas resensibilisé les patients a
Lerlotinib*®>.

Le cabozantinib a également été combiné au nivolumab (anti-PD-1) et comparé au
sunitinib en phase Il (NCT03141177) chez des patients atteints de cancers du rein
métastatiques non traités. Cette combinaison a montré sa forte efficacité comparée
au sunitinib (taux de réponse de 55.7% contre 27.1%)%‘ Le cabozantinib est
actuellement utilisé en combinaison avec le durvalumab (anti-PD-L1), en phase |l, chez
les patients atteints d’'un carcinome urothélial aprés rechute aux sels de platine
(NCT03824691)*>. Enfin, le cabozantinib a été couplé au nivolumab avec ou sans
lipilimumab (anti-CTLA-4) dans le carcinome urothélial avancé ou métastatique en
phase | (NCT02496208). Ne présentant pas de toxicité, [étude est poursuivie en phase
”496_

Dans les cancers des VADS, le cabozantinib est combiné a lafatinib (anti-EGFR) et a
montré une importante efficacité /n vitro, sur des modeéles xénogreffes et PDX. Cette
étude démontre la pertinence d’utiliser cette combinaison en essai clinique dans les
cancers des VADS*

pembrolizumab (NCT03468218) en phase 2 et avec le cetuximab (NCT03667482) en

En essai clinique, il est utilisé en association avec le
phase 1 chez les patients métastatiques.

Le cabozantinib a montré sa forte efficacité dans plusieurs carcinomes. Son utilisation

dans les carcinomes épidermoides des VADS serait donc prometteur.
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Inhibiteurs Classe Co-traitement Stade de développement
Anticorps
ficlatuzumab | monoclonal | cetuximab Phase Ib (NCT02277197)
HGF
tivantinib cetuximab Phase Il (NCT01696955)
erlotinib Pré-clinique
foretinib radiothérapie Pré-clinique
seule Phase Il (NCT00725764)*
o cetuximab Phase I/1l (NCT01332266)
golvatinib . ) ) o
Inhibiteurs | cisplatine+capecitabine | Phase | (NCT01355302)*
capmatinib Tyrosines | cetuximab Phase Ib/Il (NCT02205398)
crizotinib kinases gefitinib Pré-clinique
bemcentinib cetl'inm,ab | Pr?—cl?n?que
radiothérapie Pré-clinique
sitravatinib nivolumab Phase | (NCT03575598)
cabozantinib pembrolizumab Phase Il (NCT03468218)
cetuximab Phase | (NCT03667482)

Tableau 5 : Inhibiteurs de c-MET et AXL en essais cliniques dans les cancers des
VADS (* : essais cliniques arrétés)
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PLK1, AXL et c-MET sont donc des facteurs surexprimés dans les carcinomes
épidermoides des VADS, favorisent la résistance aux traitements et sont associés
a un mauvais pronostic chez ces patients.

L’expression de PLK1 est inversement corrélée a U'expression d’un récepteur ROBO2.
Ce récepteur fortement inhibé dans les cancers des VADS pourrait expliquer la
surexpression de PLK1. La suite de ma these présente donc la famille des

récepteurs ROBO.
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IV. ROUNDABOUT GUIDANCE RECEPTOR (ROBO)

1. Les familles Roundabout guidance receptor (ROBO) et SLIT

a. Présentation des récepteurs ROBO et des ligands SLIT

e Structure des ligands SLIT et des récepteurs ROBO

Les protéines ROBO font parties d’'une classe de récepteurs transmembranaires
avec 1000 a 1600 acides aminés, bien conservés entre especes. Nous retrouvons un
récepteur présent chez les nématodes (Sax-3), trois récepteurs chez la drosophile, le
poulet et le xénope (ROBO1-3), et enfin quatre récepteurs chez les mammiféres et le
poisson zébre (ROBO1-4)%7>%

Les génes ROBOI et ROBOZ se situent sur le chromosome 3pl2.3 et les genes
ROBO3 et ROBO4 se situent se le chromosome 11g24.2.

ROBO1, 2 et 3 possedent la méme structure avec cing domaines immunoglobuline,
trois domaines fibronectines et un domaine transmembranaire. Le domaine
extracellulaire ROBO4 se compose de seulement deux domaines immunoglobuline, de
deux domaines fibronectine et d’'une région transmembranaire®”.

Le domaine intracellulaire de ROBO1l et ROBOZ2 contient quatre régions riches en
prolines (CCO-CC3). Le domaine intracellulaire de ROBO3 et ROBO4 contient
respectivement trois (CCO, CC2 et CC3) et deux régions riches en prolines (CCO et
CC2) (Figure 26A).

Les invertébrés n'ont qu’un seul ligand SLIT, tandis que les vertébrés en ont
plusieurs (SLIT1-3). Les genes SLIT1, 2, 3 sont situés respectivement sur les
chromosomes 10qg24.1, 4p15.31 et 5q34-35.1°%

Les ligands SLIT se composent de cing régions : un peptide signal, quatre domaines
riches en leucines (LRR, D1-D4), six domaines de type facteur de croissance
épidermique (de type EGF), un domaine Agrin-Perlecan-Laminin-SLIT (ALPS), un
(invertébrés) ou trois (vertébrés) domaines EGF et un nceud C-terminal riche en

cystéines (Figure 26B).
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e Interactions et régulations des récepteurs ROBO et des ligands SLIT
SLIT se lie & ROBO sur la 2°™ leucine et la 1%¢ IgG de ROBO>* (Figure 26C), mais
ne peut se lier a ROBO3 en raison d'une différence dans sa région IgGl.
Le ligand netrine-1 déclenche sélectivement la phosphorylation de ROBO3 via la kinase
SRC. ROBO3 ne lie pas directement netrine-1, mais interagit avec son récepteur DCC
notamment lors du guidage axonal®®.
ROBO1 et DCC interagissent via le motif CC1 de ROBO1 et le domaine P3 de DCC*™.
Les ligands SLIT peuvent shomo-dimériser par la 4*™ leucine®®.
Les récepteurs ROBO peuvent s’hétéro-dimériser. SLIT2 présente plus d’affinité pour
ROBO1. ROBO4 s’hétéro-dimérise donc avec ROBO1 pour lier SLIT2 et étre activé®.
ROBO4 peut interagir avec le récepteur UNC5B notamment lors de langiogenése®®,
HSPG stabilise linteraction ROBO et SLIT a la membrane®®. L'interaction SLIT/ROBO
est stabilisée par des glycosaminoglycanes (GAG) qui sont présents soit dans la

matrice extracellulaire, soit attachés a des protéines associées a la membrane telles

que le protéoglycane de sulfate d’héparane (HSPG).
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Figure 26 : Structure des récepteurs ROBO et des ligands SLIT
(Daprés Tong et al. 2019P%°. Structure des récepteurs ROBO (A) et des ligands SLIT
(B). SLIT et ROBO interagissent via la 4™ leucine et la 1°° g (C).

e Clivages des récepteurs ROBO et des ligands SLIT
La liaison de SLIT a ROBO induit le clivage de ROBO par la métalloprotéinase ADAM10

sur son site transmembranaire®'.
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Ce clivage est important pour le recrutement des protéines en aval et la chémo-
répulsion de la protéine SOS (« Son Of Sevenless »). Dans les cellules cancéreuses
humaines, le fragment clivé par la g-sécrétase est transloqué dans le noyau. Le
fragment C-terminal résultant peut ensuite étre transloqué vers le noyau, mais sa
fonction reste a déterminer®?,
La protéine SLIT est clivée par des protéases entre le cinquieme et le sixieme domaine
de type EGF pour générer le long segment SLIT N-terminal (SLITN) et le court segment
SLIT C-terminal (SLITC). Seuls la forme entiére et SLITN peuvent se lier & ROBO>*.

SLITC active la voie de signalisation de la protéine kinase A (PKA) nécessaire
au métabolisme du glucose et a la thermorégulation des adipocytes®“. SLITC peut se
lier aux protéines de la matrice extracellulaire plexinAl (nécessaire pour la ramification
axonale)®, collagéne IV>'®, netrine-1*° et dystroglycan®"’.

SLITN se lie avec le récepteur Dscaml (« Down syndrome cell adhesion
molecule 1 ») indépendamment de ROBO et permet la déphosphorylation intracellulaire

du récepteur via la phosphatase RPTP69D (Ptp69D). Cette liaison permet lextension

axonale des neurones®®,

b. Fonctions biologiques

e Régulation du systeme nerveux
SLIT1, SLIT2 et SLIT3, sont exprimés dans le tube neural pendant la neurulation. Les
récepteurs ROBO1, ROBOZ2, ROBO3 et ROBO4, sont principalement exprimés sur les
cones de croissance des axones dans le systéme nerveux central (SNC).
Dans le SNC, la signalisation SLIT/ROBO est importante pour le guidage axonal
(répulsion ou attraction axonale) et la migration neuronale®>%®.

Dans la moelle épiniere de la souris au stade embryonnaire (E10.5-11), des
interneurones donnent naissance a des populations d’axones longitudinaux médiaux,
intermédiaires et latéraux qui traversent la partie postérieure de la moelle épiniere.
Les récepteurs ROBO1 et ROBOZ2 sont exprimés dans chaque population axonale et
repoussent les axones loin de la ligne médiane ventrale et maintiennent la croissance
longitudinale droite. Les doubles mutants pour les deux récepteurs provoquent des

erreurs de guidage axonal®?.
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Cependant, une connexion des deux cbtés bilatéraux est essentielle au bon
fonctionnement du SNC et nécessite un franchissement de la ligne médiane de maniere
stricte. Un sous-ensemble de neurones commissuraux traverse la ligne médiane pour
la connexion, tandis qu’un autre, les neurones ipsilatéraux, restent du méme co6té. Les
neurones commissuraux expriment la protéine COMM. En 'absence de COMM, tous les
neurones sont ipsilatéraux et expriment ROBO ce qui les empéchent de traverser la
ligne médiane. Les neurones commissuraux ne réexpriment les récepteurs ROBO
qu'aprés avoir traversé la ligne médiane pour empécher leur recroisement, tandis que
les neurones ipsilatéraux maintiennent l'expression des récepteurs ROBO pour rester
toujours du méme coté et longer la ligne médiane>*%

Les trois ligands SLIT sont exprimés dans la ligne médiane et favorisent la répulsion
axonale. Leur inhibition entraine le recroisement des axones au niveau de cette
ligne>>>** (Figure 27).

SLITs/ROBO1/2 contribuent également a la structuration des branches périphériques
et centrales des neurones sensoriels®®.

ROBO4 est exprimé dans le cerveau en développement et active la migration radiale

des neurones des nouveau-nés dans le néocortex>%.
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Figure 27 : Schéma de [orientation classique des axones dans la moelle épiniére
d'embryons de souris.

Section de moelle épiniere dun embryon de souris montrant des axones commissuraux
et Ipsilatéraux, et une ligne médiane. Les récepteurs ROBO 1,/2 sont exprimés dans
les neurones [psilatéraux empéchant leurs axones de traverser la ligne médiane. Les
neurones commissuraux expriment COMM mais réexpriment ROBO1,/2 une fois que
leurs axones ont traversé la ligne médiane afin de connecter les deux hémispheres.
SLIT, exprimé par la ligne médiane, se lie aux récepteurs ROBO, permet la répulsion
axonale et une croissance axonale le long de la ligne médiane. netrine-1 exprimé par
la ligne médiane, se fixe sur le récepteur DCC et favorise lattraction axonale (Selon
Bisiak et al, 2019F%. | : latéral, P : postérieur, A : antérieur, D : dorsal, V : ventral

La signalisation SLIT-ROBO joue donc un réle crucial lors de la formation d’axones
dans la moelle épiniére.
«  Netrine-1/DCC

La fixation de ligand netrine-1 a DCC permet un signal d’attraction, celle de
SLIT2 a ROBO1 favorise un signal de répulsion.

ROBO3 régule le franchissement de la ligne médiane en inhibant la répulsion
induite par ROBO1/2 a partir des ligands SLITs exprimés par la ligne médiane et en

potentialisant attraction des axones vers la ligne médiane induite par netrine-1/DCC>*,
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Le gene ROBO3 subit un épissage alternatif pres du domaine codant le C-
terminal. Cet épissage génére deux isoformes ROBO3.1 et ROB0O3.2°. ROBO3.1 est
exprimé avant de franchir la ligne médiane et supprime la répulsion induite par
SLIT/ROBO1/2°%®. En revanche, ROBO3.2 contribue aux effets répulsifs des ligands
SLIT et ne sexprime qu’aprés que les axones ont traversé la ligne médiane®®* (Figure
27).

A linverse, FLRT3 identifié comme un corécepteur de ROBO1, peut activer la

réactivité axonale de DCC/netrine-1°%°,

*  c-ABL/MENA

Un autre mécanisme permettant la répulsion ou lattraction axonale a été mis en
évidence. Chez la drosophile, la tyrosine kinase Abelson (c-ABL) et son substrat
Enabled (ENA) (MENA chez les vertébrés), jouent des rbles opposés dans la
transduction du signal SLIT/ROBO. c-ABL et MENA se lient a la sous-unité CC2 de
ROBO. MENA favorise la répulsion axonale tandis que c-ABL inhibe la répulsion induite

par ROBO en phosphorylant la Tyrosine 1073 de la sous-unité CC15%° (Figure 28).

————————————————————————————————————————————————

Polymérisation
d'actine

Figure 28 : Régulation du guidage axonal par SLIT/ROBO via lactivation des protéines
c-ABL ou MENA, régulateurs du cytosquelette dactine.

c-ABL et son substrat MENA jouent des rdles opposés dans la voie de signalisation
SLIT/ROBO. C-ABL inhibe le récepteur ROBOI1 et favorise la polymérisation du
cytosquelette dactine nécessaire a la traversée de la ligne médiane des axones. A
linverse, MENA inhibe la polymérisation de lactine et favorise la répulsion axonale.
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» RHO GTPases

Les petites GTPases de la famille RHO (RHO, RAC1 et CDC42) jouent un rdle critique
dans la signalisation SLIT/ROBO. Elles modulent le cytosquelette d’actine nécessaire
a la croissance et au guidage axonal. Ces RHO GTPases sont actives lorsqu'elles sont
lites au GTP et inactives lorsqu'elles sont liées au GDP. L'hydrolyse du GTP en GDP
est favorisée par des protéines activatrices des GTPases (GAP) tandis que la
substitution du GDP par du GTP est réalisée par des facteurs d'échange de nucléotides
guanyliques (GEF). Une nouvelle famille de GAP, spécifique de la voie SLIT/ROBO, a
été identifiée : les SRGAP (SLIT-ROBO RHO GTPase Activating Protein) nommées
srGAP1, srGAP2 et srGAP3. En présence de SLIT, srGAP1 se lie au domaine CC3 des
récepteurs ROBOs et inactive CDC42%!. srGAP2 favorise 'extension des axones durant
le développement cortical de la souris®®. srGAP3 inhibe l'activité de RAC1 et CDC42
en perturbant la dynamique du cytosquelette d'actine et des microtubules®*. Une autre
protéine de la famille RHO/GAP, appelée vilse crGAP se fixe au domaine CC2 de
ROBO et active la répulsion axonale de SLIT/ROBO en inactivant CDC42 et RAC1 de
la méme maniére que les srGAP>,

La présence de formes constitutionnellement actives de RAC1 et CDC42 permet aux
axones de traverser la ligne médiane. La voie de signalisation SLIT/ROBO empécherait
donc les axones de franchir la ligne médiane en diminuant l'activité de RAC1 et de
CDC42>%,

Cependant, SLIT active RACL. La protéine adaptatrice NCK se lie aux domaines CC2
et CC3 de ROBO, recrutant les protéines PAK (« p2l-activated protein kinase ») et
GEF SOS qui active alors RAC1°%>%  Cette voie de signalisation contréle la répulsion
et la dynamique du cytosquelette. L'activation et linhibition de RAC1 conduisent donc
a une répulsion axonale. Deux explications sont plausibles : ces GAPs et GEFs
fonctionnent en étapes distinctes, chacune étant requise pour différentes actions
moléculaires qui soutiennent la répulsion. Il est possible que RAC1 soit suffisant pour
la répulsion et ne dépende pas du maintien d'un niveau spécifique de RAC-GTP. Ces
résultats mettent en évidence limportance des GAPs et des GEFs dans la régulation
de la signalisation SLIT/ROBO en contrélant 'état d'activité des petites GTPases®®
(Figure 29).
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Figure 29 : Régulation du guidage axonal par SLIT/ROBO via lactivation des protéines
RHO GTPases, régulateurs du cytosquelette dactine.

La signalisation SLIT/ROBO régule la polymérisation de lactine, et donc le guidage
axonal, en contrélant le niveau dactivité des RHO GTPases. La signalisation SLIT/ROBO
recrute des srGAPs qui inactivent les petites RHO GTPases RHOA, CDC42 et RACL.
Dans dautres contextes, la signalisation SLIT/ROBO entraine la polymérisation de
lactine en recrutant NCK, qui & son tour recrute SOS GEF et PAK. SOS GEF active
RACI qui active PAK et la polymérisation de [actine.

e Angiogenése
ROBO4 est exprimé par les cellules endothéliales et contrble langiogenése et la
perméabilité des vaisseaux sanguins. SLIT2 présente plus daffinité pour ROBO1
suggérant que ROBO4 s’hétéro-dimérise avec ROBO1 pour lier SLIT2°Y.

Le VEGF induit l'angiogenése en activant une protéine G ARF6 puis RAC1°%. La
voie ROBO4/SLIT2 inhibe ARF6 et par conséquent langiogénése®®. De plus, ROBO4
interagit et active le récepteur vasculaire UNC5B conduisant a linhibition de
linteraction entre la kinase SRC et le récepteur VEGFR2. L’angiogenése et la
perméabilité des vaisseaux sont donc diminuées®®. La dérégulation de ce mécanisme
induit une angiogenése anormale notamment au niveau de la rétine, et entraine de
nombreux problemes de vue, allant de l'opacification cornéenne a l'augmentation de

la perméabilité rétinienne (Figure 30).
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Figure 30 : ROBO4 inhibe [angiogenése induite par VEGFR2

La voie de signalisation du VEGFRZ induit [activation dARF6 et de RACI et donc
langiogenése. ROBO4 shétéro-dimérise avec ROBOI et recrute la paxilline, ce qui
inhibe ARF6 et RACI et donc langiogenése. ROBO4 shétéro-dimérise avec UNC5B et
inhibe linteraction entre SRC et VEGFRZ2, inhibant ainsi angiogenése et la perméabilité
des vaisseaux.

Cependant, ROBO4 posséde des propriétés pro-angiogéniques, notamment en
induisant la migration des cellules endothéliales par lintermédiaire des RHO GTPases
CDC42 et RAC1>*.

SLIT2 sécrété par les cellules stromales mésenchymateuses multipotentes placentaires
et son récepteur ROBO4 induisent la migration des cellules endothéliales et la
formation de tubes pour moduler langiogenése dans le placenta®®

Les cellules endothéliales exprimant ROBO1 et ROBOZ2, interagissent avec ROBO4 pour
promouvoir la migration des cellules endothéliales HUVEC (« Human Umbilical Vein
Endothelial Cell »). SLIT2 se fixe sur les récepteurs hétéro-dimérisés ROBO et active
CDC42. Cette interaction permet le recrutement de la protéine WASP pour initier la

polymérisation d’actine et la formation de filopodes nécessaires a la migration des

cellules endothéliales favorisant angiogenése®®.
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Dans les vaisseaux sanguins, SLIT2-ROBO1/2 coopérent avec le VEGFR et activent les
protéines d’échafaudage NCK1/2 et RAC1 pour induire la néovascularisation de la

rétine au cours du développement>**>*.

e Organogenése
En plus de son role dans le développement des neurones, la signalisation SLIT/ROBO
intervient également dans le développement des reins, du cceur, des muscles et des
systémes, reproducteur, digestif et respiratoire.

SLITs et ROBO1/ROBO2 permettent le développement des reins®®. Chez la
souris, la perte de ROBO2 et SLIT2 induit la formation de reins multi-lobulaires®".
Méme apres le développement, ROBOZ2 est nécessaire pour la stabilité des podocytes
dans le rein de la souris®®, Le séquencage d’exomes de patients souffrant d’anomalies
congénitales des reins et des voies urinaires a identifié des mutations dans srGAP1
(GAP1 associée a SLIT/ROBO) et SLIT2. La mutation srGAP1 entraine son activation
constitutive qui inhibe RAC1. Les mutations SLIT2 se regroupent toutes dans les
régions codant pour les domaines LRR et empéche sa liaison avec ROBO>*.

La voie de signalisation SLIT/ROBO intervient lors du développement du cceur.
La perte de SLIT2/3 et de ROBO1/2 induit des malformations cardiaques chez la
souris®™®. Cette voie permet également le développement des glandes mammaires, en
limitant le nombre de ramifications lors de la morphogenése. ROBO1 et SLIT2/3
répriment PI3K/AKT et le facteur de transcription B-caténine, ce qui inhibe la
transcription de genes impliqués dans la prolifération. Les mutations de ROBO1 et
SLIT2/3 augmentent la prolifération cellulaire et donc le nombre de ramifications des
glandes mammaires>*.

Au cours du développement, la réorganisation des tubes intestinaux donne
naissance aux systémes digestif et respiratoire. Sa morphogenése appropriée nécessite
une séparation de la paroi corporelle, un processus perturbé chez les modeles murins
qui présentent des mutations de ROBO1/2%%,

La voie de signalisation SLIT/ROBO contréle l'allongement musculaire le long

des tendons. ROBO2 se lie a SLIT a la surface des tendons, facilitant le clivage de

SLIT et la formation d’oligomeéres SLITN. Les oligoméres SLITN présents sur les tendons
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se lient aux récepteurs ROBO1/3 exprimés sur le muscle et induisent une répulsion
ou un signal d’arrét de l'élongation musculaire®>,

La voie de signalisation SLIT/ROBO est nécessaire pour une morphogenése
appropriée des ilots de Langherans du pancréas™’. Les ligands SLIT2/3 sont exprimés
dans les tissus endocriniens et non endocriniens a la fin du développement du
pancréas. SLIT fonctionne comme un signal répulsif pour les cellules B afin gu’elles

se regroupent™®,

e Prolifération cellulaire et cellules souches

Lors de la formation du SNC, ROBO1/2 contribue a la prolifération des cellules
progénitrices neuronales. Le volume cortical et la densité des cellules souches en
mitose sont largement réduits aux premiers stades embryonnaires chez les souris
knock-out (KO) pour ROBO1/2%®.

La signalisation SLIT-ROBO controle également le mode de division des cellules
souches mammaires : en labsence de ROBOI, les divisions symétriques (cellules
souches), plutét qu’asymétriques (cellules différenciées), sont privilégiées, entrainant un
auto-renouvelement accru de la population des cellules souches et a une excroissance
mammaire®’.

ROBO4 coopere avec le récepteur CXCR4 pour spécifier la localisation des
cellules souches hématopoiétiques dans les niches de la moelle osseuse. Les souris

ROBO4 (-/-) surexpriment CXCR4 comme effet de compensation afin de maintenir

cette fonction biologique®,
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2. ROBO/SLIT et cancer

L’expression de SLIT et ROBO est altérée dans une longue liste de cancers. Il existe
des exemples de régulation a la fois a la hausse et a la baisse de ces genes. Ces
résultats suggerent que la voie SLIT/ROBO peut favoriser ou inhiber la survie, la

prolifération et la migration des cellules tumorales.

a. Altération de lexpression des ligands SLITs et des récepteurs ROBOs

Dans les cas les plus fréquents, expression de SLIT est diminuée.
Une délétion allélique de SLIT2 est observée dans 63% des carcinomes du sein, 35%
du carcinome du col de lutérus et dans plus de 60% des carcinomes pulmonaires a
petites cellules®™*®, Ainsi linhibition du géne SLIT induit directement l'altération de la
voie de signalisation SLIT/ROBO.
En plus de la perte du gene par délétion, le promoteur du geéne SLIT peut étre
également hyper-méthylé notamment dans les cancers de lovaire. L'inhibition de SLIT2
induit la croissance tumorale et, par conséquent, la réexpression de SLIT2 inhibe
considérablement la prolifération cellulaire®?. De la méme maniére, SLIT1 et SLIT3
sont inhibés par hyper-méthylation dans les lignées cellulaires tumorales de sein (41%),
de colon (33%) et de gliome (29%)°%. De plus, EZH2, un répresseur de la transcription,
est responsable de l'hyper-méthylation de SLIT2. Son inhibition pharmacologique,
rétablit U'expression de SLIT2. Chez des patients atteints de cancer de la prostate, une
faible expression de SLIT2 est associée a la surexpression d’EZH2, a lagressivité
tumorale et a la formation de métastases™’.
Une conséquence de I'hyper-méthylation de SLIT2 et SLIT3 est linhibition de microARNs
miARN-218-1 et miARN-218-2 codés par SL/T2 et SLITF%.
Les microARNs inhibent lexpression de ROBO1/2 et de GLCE. Ce dernier est
responsable de la synthése du HSPG qui stabilise la liaison SLIT2/ROBO1/2. Il s’agit
donc d’'une boucle de régulation négative. L'expression de ROBO1/2 a la surface des
cellules cancéreuses leur permet de migrer en réponse au ligand SLIT, produit par les
cellules non tumorales environnantes. L'inhibition des microARNs induit la liaison entre
SLIT2 et ROBO1 et permet la formation de métastases dans les cancers gastriques,
de la téte et du cou et du nasopharynx>*®*’. Ce mécanisme met en évidence le role

oncogénique de la signalisation SLIT/ROBO dans le cancer.
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L’altération de la voie de signalisation SLIT/ROBO peut aussi étre induite via
la délétion ou l'hyper-méthylation du promoteur des génes ROBOs.
Les genes SLIT2, ROBO1 et ROBO2 présentent une délétion ou une hyper-méthylation
dans le carcinome de l'utérus. La perte d’interaction SLIT2/ROBO1 et SLIT2/ROBO2
dans ce type de cancer est corrélée a un mauvais pronostic chez ces patients®®,
ROBO1 est délété dans la lignée cellulaire du cancer du poumon a petites cellules
U2020, d'ot le nom « Deleted in U twenty twenty », ou Duttl®®. Les génes ROBO1
et Duttl sont dérivés de promoteurs alternatifs du méme gene. Duttl est hyper-
méthylé dans le cancer du sein invasif primaire (19%), le cancer du rein a cellules
claires (18%) et le cancer du poumon non a petites cellules (4%). Cependant, les
tumeurs du sein et du rein présentent également des pertes alléliques dans la région
génomique contenant Duttl. Ces résultats suggerent le réle suppresseur de tumeurs
de Dutt1°".
Plus récemment, une hyper-méthylation aux loci des genes ROBOI et ROBOZ2 a été
rapportée dans les lésions dysplasiques du carcinome des VADS, ainsi que dans le
cancer du col de lutérus®’.
De plus, ROBO1 et ROBO3 sont inhibés respectivement par les micro-ARNs miARN-92
et miARN-383 notamment dans le cancer du pancréas®’#*’. De méme, ROBO4 est
transcriptionnellement activé par le complexe AP-1 et c-JUN. La dérégulation de ces
facteurs de transcription dans le cancer modifie lexpression de ROBO4 et favorise la
carcinogenése®*,
Enfin, USP33, une déubiquitinase qui stabilise ROBO1, est faiblement exprimée dans
les cancers du poumon et colorectaux. La dégradation de ROBO1 favorise donc la
progression tumorale.

Plusieurs études rapportent donc linhibition des ligands SLITs et des récepteurs
ROBOs permettant la progression tumorale. Une surexpression des ligands SLITs et
des récepteurs ROBOs est toutefois observée dans les cancers de la prostate®”.

Les changements dans lexpression de SLIT et ROBO affectent la survie, la prolifération

et la migration des cellules tumorales.
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b. SLITs et ROBOs en tant que suppresseurs de tumeurs

e Prolifération et survie

En plus de servir de médiateur du guidage axonal, le couple netrine-1/DCC

agit également comme facteur de survie pour les cellules cancéreuses pendant la
progression tumorale. Netrine-1 permet la progression des cancers gastriques via la
voie de signalisation ERK/MAPK®’® et induit la prolifération des cellules de cancers du
pancréas en activant MDM2 responsable de la dégradation de p53°".
SLIT/ROBO se lient et inhibent netrine-1/DCC lors de la répulsion axonale®®. Par
conséquent, SLIT/ROBO peuvent agir comme des facteurs pro-apoptotiques en inhibant
netrine-1/DCC. Cette boucle de régulation suggére un mécanisme par lequel SLIT
exerce une fonction antitumorale en favorisant apoptose des cellules cancéreuses.
L'inhibition des ligands SLITs, qui se produit dans de nombreux types de cancers,
pourrait donc contribuer a la prolifération des cellules.

La perte de SLIT2 dans les cellules de cancer de poumon active AKT, un
marqueur de la survie cellulaire®®. A linverse, la surexpression de SLIT2 dans les
cellules du cancer du sein inhibe lactivation de PI3K/AKT et réduit /n vivo la taille
de tumeurs expérimentales®®. La surexpression de SLIT2 favorise également l'apoptose
de cellules de carcinomes épidermoides et de fibrosarcomes in vitro et in vivo™®..

Le cancer de l'ovaire présente une faible expression de SLIT2, SLIT3, ROBO1, ROBO2
et ROBOA4. Le cortisol sécrété par les ovaires inhibe lexpression de SLIT/ROBO, ce
qui réduit lapoptose des cellules tumorales PEO-14 et SKOV-3 et favorise la croissance

582

tumorale®®. Dans l'adénocarcinome du pancréas, la perte d’expression de ROBO2 est

également associée a un mauvais pronostic chez les patients®®,

De plus, lutilisation d'un anticorps R5 ciblant le domaine extracellulaire de ROBO1,

empéche sa liaison avec SLIT2 et induit la prolifération des cellules de carcinomes

épidermoides oraux. La signalisation SLIT2/ROBO1 est donc importante pour la

réduction de la prolifération et linduction de lapoptose des cellules cancéreuses®®.
De plus, lexpression de ROBO4 diminue la prolifération des cellules de gliome

in vitro. ROBO4 inhibe notamment la voie de signalisation VEGFR2 impliquant PI3K/AKT,

responsable de la croissance tumorale®®. Des niveaux faibles d’expression de ROBO4

et SLIT3 favorisent la progression des carcinomes hépatocellulaires®°,
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e Invasion et métastases

ROBO inhibe en aval de sa voie de signalisation des kinases cytoplasmiques,
responsables de la polymérisation de l'actine, de la réorganisation du cytosquelette
des microtubules, et donc de la migration cellulaire : Hakai, Famille RHO (RAC, CDC42,
RHOA) et c-ABL.

SLIT2 inhibe la GTPase GEF responsable de lactivation de CDC42 et s’oppose
a linvasion des cellules de médulloblastome et de gliome. L'utilisation d’'un ARN
interférent ciblant ROBO1 ou SLIT2 rétablit lactivation de CDC42 et linvasion tumorale.
A linverse, les cellules de gliome surexprimant SLIT2 présentent une activité réduite
de CDC42°8788,
SLIT2/ROBO1 inhibe également CDC42, induit par la voie de signalisation HGF/c-MET
et par conséquent linvasion de différentes lignées cancéreuses®.
SLIT2 active la GTPase srGAP1 responsable de linhibition de CDC42. Linhibition de

srGAP1 induit lactivation de CDC42 et la migration cellulaire®®.

Dans le cancer
colorectal, lactivation de srGAP1 par SLIT2/ROBO1, réprime CDC42 et par conséquent
la migration cellulaire®!. De la méme maniére, 'expression de la protéine SrGAP2 est
réduite ou absente dans plusieurs échantillons d’ostéosarcome primaire, ce qui favorise
la formation de métastases®®. SLIT inhibe donc la migration des cellules tumorales
en régulant négativement la RHO GTPase CDC42 ; par conséquent, une perte de
lexpression de SLIT par les cellules durant la progression tumorale induit de fagon
inappropriée la migration.

L'invalidation du gene SL/72 (SLIT2-/-) entraine la translocation de la B-caténine dans
le noyau permettant la surexpression de Snail. Il inhibe alors la production de [E-

cadhérine et augmente le potentiel métastatique des cellules cancéreuses de

poumon®”® (Figure 31A).
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Figure 31 : SLIT/ROBO inhibe la prolifération et la migration en induisant la
dégradation de la B-caténine

(A) SLIT2/ROBO1 induit la dégradation de la p-caténine en activant la protéine GSK-
3B Cette voie inhibe la translocation de la p-caténine et lactivation de Snalil.
Lexpression de [F-cadhérine est préservée ce qui diminue la migration cellulaire. (B)
SLIT2/ROBO3 sauto-dimérise avec la P-cadhérine et induit la transcription de SLIT2
correspondant a une boucle de rétroaction et contribue a la dégradation de la p-
caténine.

SLIT2 facilite linteraction entre ROBO3 et la P-cadhérine. Ce complexe induit la
dégradation de la B-caténine et la transcription de SLIT2 dans une boucle de
rétroaction pour permettre la migration cellules des carcinomes oraux** (Figure 31B).
L’expression de SLIT3 est également inhibée dans les cancers du poumon ce qui
favorise 'EMT, par la diminution de IE-cadhérine et augmentation de la vimentine et
des métalloprotéases MMP2/MMP9>**. La perte de SLIT3 favorise la migration et
linvasion des cellules cancéreuses de poumon. En outre, le traitement par SLIT3 réduit
la migration des cellules de mélanome. SLIT3 inhibe lactivation d’AP-1 et de de ses
génes cibles, et donc la migration®®. La surexpression de SLIT2 dans un modéle murin
de cancer du pancréas, inhibe la migration et linvasion des cellules cancéreuses™®

(Figure 32).
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ROBO4 diminue la migration des cellules de gliome /n vitro en inhibant la voie de
signalisation VEGFR25®

Les cellules métastatiques répondent a des facteurs de croissance (PDGF, HGF)
et des cytokines (CXCL12). Dans ce contexte, la voie SLIT/ROBO inhibe la migration
induite par ces différents facteurs, notamment l'axe CXCL12/CXCR4.
CXCR4 est associé a un mauvais pronostic dans le cancer du sein et du pancréas.
La perte de SLIT2, SLIT3 et ROBO1 dans des modeles cellulaires et xénogreffes de
de cancer du sein induit la surexpression de CXCR4. La protéine SLIT2 recombinante
inhibe les métastases des cellules cancéreuses du sein induites par CXCL12/CXCR4>.
SLITZ2 inhibe la migration induite par CXCL12 des cellules de cancer du sein possédant
les récepteurs CXCR4 et ROBO1, en inhibant la phosphorylation et l'activation de FAK,
paxilline, PI3K, MAPK ou bien MMP2/9°% (Figure 32).
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Figure 32 : Mécanismes de la voie SLIT/ROBO en tant que géne suppresseur de
tumeur dans la progression tumorale

Le signal SLIT2/ROBOI1 diminue la progression tumorale. ROBO/SLIT3 inhibe les
métalloprotéases MMPZ2 et MMP9, API et la vimentine qui favorisent la migration et
linvasion. Le signal SLIT2/ROBO1 inhibe les réponses induites par c-MET/HGF, réduit
lactivation du CDC42 et de RACI et, par conséquent, inhibe la prolifération, la survie
et la migration cellulaire. SLIT2/ROBO1 inhibe les effecteurs MAPK, PI3K/AKT, FAK et
la paxilline de la voie CXCL12/CXCR4 en réprimant linvasion, la migration et la
prolifération.

e Angiogenése
Comme rapporté précédemment, ROBO4 inhibe angiogenése en bloquant le récepteur
VEGFR2°%>%_ |La perte de ROBO4 dans les cellules cancéreuses modifie ce mécanisme
et favorise 'angiogenése.
Ainsi, ROBO4 représente un marqueur de bon pronostic dans le cancer du poumon*
et de la prostate®®.
ROBO4 se lie a SLIT2 et inhibe la formation de vaisseaux dans le gliome. La premiere
stratégie de ciblage ROBO4 est linjection de fortes doses de la protéine SLIT2

recombinante. Llinhibition de ROBO4 (-/-) dans des modéles murins de gliome
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augmente le nombre de vaisseaux sanguins et diminue lexpression de ZO-1 une
protéine présente sur les jonctions serrées des cellules épithéliales tumorales®®.

Cependant, ROBO4 inhibe ARF6 une protéine qui favorise l'angiogenése. Linhibiteur
spécifique d’ARF6, SecinH3, diminue la croissance tumorale chez la souris, les
métastases pulmonaires et rétablit Uexpression de la protéine ZO-1 dans les cellules

endothéliales®.

c. SLITs et ROBOs en tant que promoteurs de tumeurs

e Prolifération et survie
Plusieurs SLITs et ROBOs se sont également exprimés de maniere aberrante au cours
du développement du cancer de l'ovaire, de 'endomeétre, du col de l'utérus et de la
prostate®.
Des niveaux élevés de SLIT et de ROBO sont présents dans de nombreux types de
tumeurs et la signalisation SLIT/ROBO favorise la croissance tumorale.
Des niveaux élevés de ROBO1 et ROBOZ2 favorisent la progression tumorale des
carcinomes hépatocellulaires et sont associés a un mauvais pronostic3.
ROBO1 et ROBO4 sont surexprimés dans le carcinome colorectal en comparaison aux
tissus normaux. L'expression de ROBO1 est élevée dans les cellules tumorales, tandis
que ROBO4 est surexprimé dans les cellules endothéliales des vaisseaux tumoraux®®,
La surexpression de SLIT2 et ROBO1 favorise la progression tumorale et est associée
a une survie globale plus courte chez les patients atteints de carcinome colorectal®®
ou de cancer du sein®®,
L'utilisation d’'un anticorps R5 permettant de rompre la liaison SLIT/ROBO inhibe la
prolifération des cellules cancéreuses de glandes salivaires, MC3°,
SLIT/ROBO favorise aussi la prolifération cellulaire via c-ABL. La protéine Cables
favorise la liaison c-ABL et B-caténine. C-ABL phosphoryle la B-caténine sur la Tyrosine
489. La B-caténine transloque ensuite dans le noyau et permet la transcription de

génes impliqués dans la prolifération®®. (Figure 33).
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Figure 33 : SLIT/ROBO favorise la prolifération
SLIT/ROBO permet la translocation de la p-caténine qui favorise la transcription de
génes induisant la prolifération cellulaire.

e Migration et invasion

La surexpression de SLIT2 favorise le développement de cancer de la peau. Les
modeles murins surexprimant SLIT2 développent plus de tumeurs de la peau que les
souris contréles, et montrent une surexpression de MMP9 induisant la migration
cellulaire. L’anticorps R5 inhibe linvasion des cellules de carcinome de la peau®®. La
voie de signalisation SLIT2/ROBO1 induit linvasion des cellules du cancer du sein via
la surexpression de MMP9®®,

La surexpression de ROBO3 favorise la prolifération, linvasion et la migration des
cellules cancéreuses du pancréas /n vitro et la croissance de xénogreffes chez la
souris. La surexpression de ROBO3 active la B-caténine et permet la transcription de
génes favorisant TEMT>"2,

La transcription de SLIT2/ROBO1 est réprimée par SRC. Cependant, cette kinase active
c-ABL qui stabilise la protéine ROBO1 et conduit a lactivation de CDC42 et RACI, et

la migration des cellules cancéreuses®® (Figure 34).
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Figure 34 : SRC active c-ABL pour stabiliser l'expression de ROBOI pour favoriser la
migration cellulaire

SRC réprime la transcription de ROBO1 mais active c-ABL qui stabilise ROBOI et
conduit a la migration cellulaire.

La surexpression de srGAP2 est associée a un mauvais pronostic chez les patients
atteints d’un carcinome hépatocellulaire et induit la migration et linvasion des cellules
cancéreuses indépendamment de U'EMT. Le séquencage ARN des cellules cancéreuses
srGAP1 KO a montré limplication de voies de signalisation du métabolisme®™.

La surexpression de SLIT2 et ROBO1 est associée un risque métastatique élevé et a
une survie globale plus courte chez les patients atteints d’'un carcinome colorectal. La
surexpression de SLIT2/ROBO1 active lubiquitine ligase Hakai qui dégrade [|E-
cadhérine par le lysosome et permet 'EMT®™ La surexpression de Hakai favorise la
tumorigenese et la formation de métastases /n vivo. Hakai représente donc une cible
thérapeutique pertinente pour inhiber la formation de métastases®®. L’inhibition d’Hakai
favorise la sensibilité des cellules au cisplatine dans le cancer du poumon®? (figure

35).
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Figure 35 : SLIT2/ROBOI1 favorisent la migration cellulaire

La voie SLIT/ROBO stimule la migration cellulaire en recrutant [ubiquitine ligase Hakai
en E-cadhérine. Hakai induit la dégradation lysosomale de ['E-cadhérine entrainant la
migration cellulaire.

e Angiogenese

L’expression de ROBO1 et ROBO4 a été observée dans les cellules endothéliales
vasculaires. SLIT2 est sécrété dans un large spectre de lignées cellulaires tumorales
et interagit avec ROBO1 exprimé sur les cellules endothéliales associées a la tumeur.
Ainsi, les cellules endothéliales migrent vers la tumeur et forment de nouveaux
vaisseaux sanguins®',

L’'anticorps R5 empéche langiogenése tumorale et la croissance tumorale dans un
modeéle de carcinome épidermoide de peau induit chimiquement. A linverse, la
surexpression SLIT2 /n vivo induit la formation de métastases dans les ganglions
lymphatiques de souris porteuses de tumeurs expérimentales de pancréas®. Linhibition
de ROBO1 par le microARN-218 inhibe langiogenése dans les cancers gastriques®®.
Ainsi, la signalisation SLIT2/ROBO1 favorise l'angiogenése tumorale.

De plus, lutilisation d’ARNs interférents ciblant ROBO1 et ROBO4 diminue la motilité

endothéliale et perturbe la formation de tubes via la protéine WASP®'®,
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Les patients atteints de leucémie myéloide aigué (LAM) qui surexpriment ROBO3 et
ROBO4, ont une survie globale plus courte. La surexpression de ROBO4 augmente le
nombre de vaisseaux tumoraux chez ces patients®’18,

Les souris vaccinées contre ROBO4 montrent une diminution de croissance du
carcinome pulmonaire et dangiogenése par rapport aux souris contrdles®.
L’expression de ROBO4 est limitée aux sites d’angiogenése intra-tumoraux. Il représente
un marqueur pertinent de la vascularisation tumorale, contrairement au VEGFR2 qui
est aussi exprimé dans les vaisseaux non-tumoraux. La vaccination contre ROBO4 n’a
pas montré les effets indésirables connus des traitement anti-VEGF.

Ainsi, U'expression des ligands SLITs et des récepteurs ROBOs est dérégulée en fonction

des cancers. Leur inhibition ou leur surexpression régule positivement ou négativement

la progression et l'agressivité tumorale en fonction du type de cancer (Tableau 6).

Type de tumeur Statut SLIT/ROBO Fonction

Poumon ROBO4!, SLIT2!, SLIT3!, USP33J Suppresseurs de tumeur

Sein SLIT24, SLIT3Y Suppresseurs de tumeur
ROBO17T, SLIT2T Oncogenes

Ovaire ROBO1,2,3J, SLIT2,34 Suppresseurs de tumeur

Adénocarcinome ROBO2J, Suppresseurs de tumeur

Carcinome oral SLIT2), ROBO1!, ROBO2{ Suppresseurs de tumeur

Gliome ROBO1{, ROBO4!, SLIT2) Suppresseurs de tumeur

Carcinome ROBO44, SLIT3! Suppresseurs de tumeur

hépatocellulaire ROBO1T, ROBO2T, srGAP27T Oncogénes

Carcinome colorectal SLIT24 Suppresseurs de tumeur
ROBO1T, ROBO4T, SLIT2T Oncogenes

Ostéosarcome srGAP2) Suppresseurs de tumeur

Prostate ROBO4! Suppresseurs de tumeur

Utérus ROBO14, ROBO24, SLIT2) Suppresseurs de tumeur

Pancréas ROBO37T, SLIT2T Oncogénes

Carcinome de la peau SLIT27 Oncogenes

Leucémie aigiie myéloide ROBO3T, ROBO47T Oncogenes

Tableau 6 : Réle oncogéne et suppresseur de tumeur de la signalisation SLIT/ROBO
dans les cancers humains

L’hyper-méthylation de ROBO1 et ROBO2 dans les carcinomes épidermoides des VADS

induit lactivation de voies de signalisation impliquées dans la prolifération, la migration
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et linvasion tumorale. Ces récepteurs sont donc considérés comme suppresseurs de
tumeurs chargés de freiner la croissance tumorale.

L’azacitidine utilisée en tant que déméthylant, pourrait réhabiliter l'expression des
récepteurs ROBOs dont les promoteurs sont hyper-méthylés et donc inactivés.

A linverse, dans les tumeurs pour lesquelles SLIT/ROBO jouent le réle d’'oncogénes,
des anticorps de type R5 pourraient inhiber linteraction SLIT/ROBO et par conséquent

la progression tumorale.
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V. OBJECTIFS

Les carcinomes épidermoides des voies aéro-digestives supérieures représentent le
5éme cancer le plus fréquent en France, avec prés de 12 000 cas diagnostiqués par
an en France. De plus, 60-70% des cancers sont dépistés a des stades avancés.

Les traitements de référence sont la chirurgie en premier lieu, suivie d’'un traitement
par chimiothérapie (cisplatine) couplé a la radiothérapie. Ces traitements ont amélioré
la survie des patients. Néanmoins, environ 30 a 50% des patients présentent des
récidives locales ou distantes (métastases) en raison d’une résistance innée ou acquise
aux traitements. Plus récemment, limmunothérapie a base de pembrolizumab ou de
nivolumab (anticorps anti-PD-1) a montré sa forte efficacité mais chez seulement 20%
des patients. Le but de de ma thése, était donc de découvrir de nouvelles cibles et

de nouveaux traitements pertinentes pour les patients en impasse thérapeutique.

Dans un premier temps, je me suis intéressée a la thréonine kinase : la Polo
like kinase 1 (PLK1) et aux récepteurs a activité tyrosine kinase : AXL et c-MET. Les
cancers des VADS font partis des cancers qui surexpriment le plus ces protéines.
L'utilisation des lignées cellulaires résistantes a la chimiothérapie et a la radiothérapie
puis d’échantillons de patients au diagnostic et a la rechute, ont montré que leur
surexpression est associée a un mauvais pronostic et a une résistance aux traitements
de référence (la radiothérapie et le cisplatine).

Dans un deuxiéme temps, jai ciblé ces protéines avec deux inhibiteurs :
lonvansertib (inhibiteur de PLK1) et le cabozantinib (inhibiteur d’AXL et de c-MET) qui
ont montré une forte efficacité dans les cancers des VADS.

Ces deux premiers objectifs ont fait l'objet de deux articles :

e « The Polo-like kinase 1 inhibitor onvansertib represents a relevant treatment
for head and neck squamous cell carcinoma resistant to cisplatin and
radiotherapy » (publié dans Theranostics, 2021)

e « Cabozantinib, a promising therapeutic strategy for resistant head and neck
squamous cell carcinoma patients » (En révision dans Cell Reports Medicine,

2022)
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Dans un troisieme temps, je me suis focalisée sur les mécanismes de
surexpression de PLK1. ROBOZ2, un récepteur impliqué dans le guidage axonal lors du
développement du SNC, a montré une faible expression qui est inversement corrélée
a lexpression de PLK1 chez les patients. Considéré comme suppresseur de tumeurs
dans les cancers des VADS, son inhibition par délétion ou hyper-méthylation pourrait
expliquer la surexpression de PLKI.

Cet objectif fait l'objet d’'un troisieme article dont je présenterai les premiers résultats.
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RESULTATS




1. ARTICLE N°1

The polo-like kinase 1 inhibitor onvansertib represents a relevant
treatment for head and neck squamous cell carcinoma resistant

to cisplatin and radiotherapy

En tant que 5°¢ cancer le plus répandu dans le monde, les carcinomes épidermoides
des VADS représentent prés de 6% de tous les cancers. La résistance aux traitements
de référence associant chirurgie, radiothérapie et cisplatine entraine la mort de 50%
des patients. Le taux de prolifération élevé de HNSCC a stimulé lactivation de la
polo-like kinase (PLK1), un acteur clé du cycle cellulaire. L'analyse de la base de
données du TCGA a révélé que la surexpression de PLK1 était associée a un mauvais
pronostic chez les patients HNSCC. Par conséquent, nous avons étudié la pertinence
thérapeutique d'un inhibiteur spécifique de PLK1, l'onvansertib. Il provoque la mort par
apoptose de cellules HNSCC sensibles et résistantes au cisplatine et/ou a la
radiothérapie (CAL27, CAL33) a des concentrations de lordre du nanomolaire sans
aucune toxicité sur les cellules épithéliales normales. De plus, l'association de
'onvansertib, du cisplatine et de la radiothérapie s'est avérée tres efficace sur les
cellules de cancers des VADS a faibles doses. Ce résultat suggere que cette triple
combinaison conservera une efficacité élevée avec des effets toxiques limités.

L’'onvansertib a démontré son potentiel anti-tumoral et anti-métastatique dans deux
modeles expérimentaux de tumeurs /7 vivo : chez un modele de souris xénogreffe et
chez le poisson zebre. Le role antitumoral de l'onvansertib a ensuite été démontré
sur des coupes de biopsies prélevées sur des patients avec des tumeurs des VADS.
Nos résultats favorisent donc fortement le ciblage de PLK1 comme alternative
thérapeutique prometteuse pour les patients atteints de cancers des VADS au

diagnostic ou suite aux rechutes.
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Abstract

Rationale: Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) represent the 4th most aggressive cancer. 50%
of patients relapse to the current treatments combining surgery, radiotherapy and cisplatin and die two years
after the diagnosis. Elevated expression of the polo-like kinase | (Plkl) correlated to a poor prognosis in
epidermoid carcinomas.

Methods: The molecular links between Plkl and resistance to cisplatin/radiotherapy were investigated in
patients and cell lines resistant to cisplatin and/or to radiotherapy. The therapeutic relevance of the Plkl
inhibitor onvansertib, alone or combined with cisplatin/radiotherapy, was evaluated on the
proliferation/migration on HNSCC cell lines, in experimental HNSCC in mice, in a zebrafish metastasis model
and on patient-derived 3D tumor sections.

Results: Plkl expression correlated to a bad prognosis in HNSCC and increased after relapse on
cisplatin/radiotherapy. Onvansertib induced mitotic arrest, chromosomic abnormalities and polyploidy leading
to apoptosis of sensitive and resistant HNSCC cells at nanomolar concentrations without any effects on normal
cells. Onvansertib inhibited the growth of experimental HNSCC in mice and metastatic dissemination in
zebrafishes. Moreover, onvansertib combined to cisplatin and/or radiotherapy resulted in a synergic induction
of tumor cell death. The efficacy of onvansertib alone and in combination with reference treatments was
confirmed on 3D viable sections of HNSCC surgical specimens.

Conclusions: Targeting Plk1 by onvansertib represents a new strategy for HNSCC patients at the diagnosis in
combination with reference treatments, or alone as a second line treatment for HNCSCC patients
experiencing relapses.

Key words: Plk1; Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC); cisplatin resistance; radiation resistance;
onvansertib

Introduction

Head and neck squamous cell carcinomas resistance to chemotherapy and radiotherapy [1].

(HNSCC) represent the fifth most common cancer
worldwide and cause high mortality every year due
to the failure of reference treatments by surgery,
cisplatin and radiotherapy. Currently, 50% of patients
locally relapse and succumb to the disease because of

The principal risk factors of the pathology are
tobacco, alcohol [2, 3] and human papillomavirus
(HPV) infection [4].

HNSCC are characterized by a high proliferation
rate and tumor cells that undergo resistance to
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standard  therapies continue to  proliferate
uncontrollably. One of most important regulators of
the cell cycle is the Polo like kinase 1 (Plk1). PIk1 is
overexpressed in HNSCC and its overexpression
correlates to a bad prognosis [5-7].

Polo was first identified in Drosophila
melanogaster [8]. The family of polo-like serine/
threonine kinases is conserved in nearly all organisms
and includes 5 members: Plk1, Plk2, P1k3, Plk4 and
PIk5 [9]. Pkl comprises a C-terminal polo-box
domain which interacts with its substrates, and a
N-terminal kinase catalytic domain to phosphorylate
its substrates. PIk1 activates 622 substrates during the
different steps of the cell cycle [10]. It controls
centromere maturation, mitosis entry, chromosome
segregation and cytokinesis [11]. It plays a key role in
the DNA damage checkpoint [12] and it is an essential
actor of cell proliferation and maintenance of genomic
stability. PIk1 is activated by Aurora A and Bora [13]
to initiate mitosis’ entry. This major role in cell
proliferation appears relevant to stop tumor
progression by specific inhibitors of Plk1.

The depletion of Plk1 in cancer cells resulted in
cell cycle arrest, polyploidy, and apoptosis [14, 15].
Onvansertib, a Plkl-specific ATP competitive inhibi-
tor, blocks the phosphorylation of Plk1 substrates [16].
In vivo, onvansertib reduces osteosarcoma [17] and
ovarian carcinoma growth [18] and it increases
median survival of acute myeloid leukemia (AML)
patients [19]. Onvansertib is currently tested in solid
metastatic cancers. Three phase II clinical trials are
ongoing in AML (NCT03303339) and in metastatic
prostate (NCT0341403) and colorectal (NCT03829410)
cancers.

In this study, we showed that onvansertib is
more efficient on HNSCC cell lines as compared to
cell lines representative of other solid or hematologic
cancers. We generated for the first time, HNSCC cell
lines resistant to both cisplatin and radiotherapy.
Inhibition of Plkl by onvansertib induced mitotic
catastrophe and the death of cisplatin/radiotherapy-
sensitive and -resistant HNSCC cells. Onvansertib
strongly inhibited the growth of experimental
cisplatin/radiotherapy-sensitive = and  -resistant
HNSCC tumors in mice and the metastatic
dissemination of resistant HNSCC cells in zebrafishes.
Moreover, we clearly showed that onvansertib
combining with cisplatin and radiotherapy exerts a
synergistic inhibition on cell proliferation in vitro but
also on viable sections of surgical resections of
HNSCC. These experiments, in strong collaboration
with oncologists, pathologists and surgeons, showed
that onvansertib represents a relevant drug for the
treatment of HNSCC.

Methods

Cell lines

CAL33 (named 33) and CAL27 (named 27), two
human head and neck cancer cell from the Centre
Antoine Lacassagne have been used to establish cell
lines resistant to cisplatin (CAL27 cis-R and CAL33
cis-R), to radiotherapy (CAL33 rad-R) or to both
treatments (CAL33 RR and CAL27 RR).

CAL27 cis-R and CAL33 cis-R were obtained by
cultivating the cells with increased concentrations of
cisplatin until 10 pM. CAL33 rad-R cells were
obtained after 25 rounds of 8 Gy irradiation. CAL33
RR and CAL27 RR were obtained from CAL33 cis-R
and CAL27 cis-R and after 25 rounds of 8 Gy
irradiation.

Human fibroblast (FHN) and keratinocytes,
non-cancer cells, were obtained from ATCC. Cancer
cell lines BT549, Detroit, 786, Mel202, DU145 and
MDA-MB-231 were obtained from ATCC. NB4, U937,
U266 and 8226 were kindly provided by Dr Patrick
Auberger (C3M, Nice).

Cells were cultured in DMEM high glucose,
GlutaMAXTM Supplement, pyruvate - (Thermo
Fisher Scientific) and supplemented with 7% FCS and
0.1% penicillin streptomycin (10 000 pg/mL, Gibco®
Life Technologies).

Keratinocytes (given by Dr Magnaldo Thierry)
were obtained as waste tissues following plastic
mammary surgery of a 40 years-old female patient
after informed consent according to approval of the
local ethical comity. After trypsin/ EDTA dissociation,
primary keratinocytes were cultured on a feeder layer
of lethally irradiated 3T3-]2 Swiss mouse fibroblasts
(3T3-J2) in cFAD medium as described by Rheinwald
and Green [20]. When reaching about 60% confluency,
mouse cells feeder layer was removed by 5 min
incubation in 0.02% EDTA. Then, 48 h before
harvesting, sub-confluent keratinocytes were washed
twice in PBS and then solubilized in cell lysis buffer,
followed by sonication treatment.

Immunoblotting

Cells were lysed in SDS 7.5%; glycerol 30%; Tris
0.3 M pH 6.8 lysis buffer.

30 pg of proteins were separated on 10% SDS-
polyacrylamide gels and transferred on PVDF
membranes. The following primary antibodies were
used: Plkl (Abcam, abl7056, mouse) and ARD1
(home-made antibody, rabbit), Histone H3 (Cell
signaling, #9715), phospho-Histone H3 (Cell
signaling, #53348), NPM (Cell signaling, #3542),
phospho-NPM (Cell signaling, #3541), PARP (Cell
signaling, #9532), HSP90 (Cell signaling, #4877),
HSP60 (Cell signaling, #12165), GAPDH (Cell
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signaling, #2118), phospho-TCTP (Cell signaling,
#5251), phospho-Cdc25C (Cell signaling, #9529).

RNA interference

Plk1 siRNA was purchased from Ambion (Plk1,
Silencer Select siRNA, Standard, Cat#: 4390824).
Control siRNA was purchased from Sigma
(Universal, Negative Silencer #1). 150 000 cells were
plated and transfected with Plk1 siRNA or Control
siRNA (50 nM/ well for 6 well culture plates) using
the 500 pL of opti-MEM medium (Gebco) in presence
of 5 pL of Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen) and
2 mL of DMEM medium without penicillin
streptomycin. After 48 h, 96 h and 120 h post-
transfection, cells were analyzed.

Flow cytometry

50 000 cells of each line were cultured in a
6-wells plates with onvansertib (Selleckchem, NMS-
P937, NMS1296937) and/ or cisplatin for 48 h.

Apoptotic and dead cells were stained with
Annexin V-APC (Biolegend, 8 pg/ml) and propidium
iodide (PI, Biolegend, 0.5 mg/ml) for 15 min at 4 °C
and analyzed with FACSCalibur cytometer (BD
Biosciences).

To analyze cell cycle and polyploidy, 200 000
cells were cultured with onvansertib or cisplatin for
24 h and conserved in ethanol 70% at -20 °C. They
were incubated in PBS containing 3 ng/ml RNase A
and 40 pg/ml PI for 30 min at 4 °C and analyzed with
FACSCalibur cytometer (BD Biosciences).

XTT assays

5000 cells exposed to different concentrations of
onvansertib and/or cisplatin, were cultured in
96-wells plates for 48 h. XTT tests (Cell Proliferation
kit II, Sigma-Aldrich®) allowed to measure cell
metabolism at 490 nm (Promega GloMax®-
Microplate).

Colony formation assays

3000 cells were treated with onvansertib and/or
cisplatin and/or irradiated at 2 and 4 Gy. After 10
days, clones were colored with GIEMSA (Sigma-
Aldrich®).

Migration assays

50 000 cells were cultured in DMEM 0% FCS and
seeded in Boyden chambers. After 24 h, Boyden
chambers were washed with PBS. Migrative cells
were fixed with paraformaldehyde 3% and colored
with crystal violet.

Invasion assays

2000 cells were plated in 48 multi-wells plates
covered with agarose 0.8%. After two days, spheroids

were mixed with 200 pl matrigel (Corning®
Matrigel® Matrix), 100 pl collagen I (8 mg/ml;
corning), 80 pl HEPES 1M and DMEM 7% FCS in 12
multi-wells plates. 1 h after DMEM 7% FCS was
added with or without treatment. Pictures were
recorded every day.

Staining by hematoxylin eosin safran (HES)

10 000 cells were seeded in control condition or
in the presence of onvansertib. The staining was
performed by the pathology department of the
University Hospital of Nice (Dr Ambrosetti).

Analyses by RT-qPCR

RNA from cells were purified with the RNeasy
Mini Kit (Quiagen). The “QuantiTect Reverse
Transcription Kit” (Quiagen) was used for cDNA
obtention. The PCR program was executed on
“Professional Basic Thermocycler” (Biometra). SYBR
master mix plus (Eurogentec) was used for qPCR. The
mRNA level was normalized to 36B4 mRNA.

Mice models

106 CAL33 and CAL33RR cells were injected
subcutaneously into the flanks of 5-week-old nude
(nu/nu) female mice (Janvier, France). Tumor volume
was determined with a caliper (v = L*12*0.5). When the
tumor reached 80 mm?3, mice were treated five times a
week for 4 weeks by gavage with onvansertib (60
mg/kg), and once a week for 4 weeks with cisplatin (4
mg/kg) administered intraperitoneally. This study
was carried out in strict accordance with the
recommendations of the Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals. Our experiments were
approved by the “Comité national institutionnel
d’éthique pour l'animal de laboratoire (CIEPAL)”
(reference: 2018102510495275 - PEA 535).

Zebrafish models

All animal experiments were approved by the
Northern Stockholm Experimental Animal Ethical
Committee. Zebrafish embryos were raised at 28°C
under standard experimental conditions. Zebrafish
embryos at the age of 24-hpf were incubated in water
containing 0.2 mmol/L 1-phenyl-2-thio-urea (PTU,
Sigma). At 48-hpf, zebrafish embryos were
dechorionated with a pair of sharp-tip forceps and
anesthetized with 0.04 mg/mL of tricaine (MS-222,
Sigma). Anesthetized embryos were subjected for
microinjection. CAL33 RR tumor cells were labeled in
vitro with a Vybrant DiD cell-labeling solution
(LifeTechnologies). Tumor cells were resuspended in
PBS and approximatively 5 nL of the cell solution
were injected into the perivitelline space (PVS) of each
embryo by an Eppendorf microinjector (Femto]et
5247). Non-filamentous borosilicate glass capillaries
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needles were used for injection and the injected
zebrafish embryos were immediately transferred into
PTU aquarium water. Fish are immediately treated
with onvansertib (50 nM). For Figure 5E-F, 24 h after
injection, only zebrafish with metastasis were chosen
and treated with onvansertib (50 nM). Zebrafish
embryos were monitored 72 h for investigating tumor
metastasis using a fluorescent microscope (Nikon
Eclipse 90).

Patients

All patients gave written consent for the use of
tumor samples for research. This study was
conducted in accordance with the Declaration of
Helsinki.

TCGA cohort: HNSCC patients - Plkl mRNA analysis

Normalised RNA sequencing (RNA-Seq) data
produced by The Cancer Genome Atlas (TCGA) were
downloaded from cBioportal (www.cbioportal.org,
TCGA Provisional; RNA-Seq V2). Data were available
for 530 HNSCC tumor samples TCGA subjected to
mRNA expression profiling.

DFS and OS were calculated from patient
subgroups with Pkl mRNA levels (z-score) that were
less or greater than the third quartile value.

French cohort: HNSCC patients from Centre Antoine
Lacassagne

Centre  Antoine  Lacassagne  pathology
department provided us with paraffin embedded
samples of HNSCC at diagnosis and relapse. These
samples have been deparaffinized and RNA has been
extracted with RNeasy FFPE Kit (Quiagen 73504).
qPCR has been performed to measure Plkl
expression.

Treatment of primary HNSCC viable 3D
sections - HNSCC patients from Centre
Antoine Lacassagne

HNSCC tumors obtained just after surgery were
provided through a collaboration with the Centre
Antoine Lacassagne (Pr Bozec). Viable tumor sections
(250 pm, tumor samples were obtained with a
vibratome HM650V (Thermo Scientific) and the
presence of tumor cells was confirmed by a
pathologist (Dr Boyer). They were seeded in Airway
Epithelial Cell Growth Medium (PromoCell)
supplemented with Normocure™ (Invivogen) and
treated with a range of onvansertib, cisplatin
concentrations or radiotherapy, alone or in
combination. The ATP concentration (ATP
Bioluminescence Assay Kit CLS 1II, Roche) was
measured in the lyzed tumor sections and represented
a read-out of their viability. Tumor sections were then
paraffin-embedded and analysed using HES for the

quantification of necrotic areas or KI-67 staining to
quantify cell proliferation. Tumor sections were then
deparaffined and treated by TUNEL
immunofluorescence (In situ Cell Death Detection Kit,
Fluorescein, Roche) to evaluate the amounts of
apoptotic cells.

Immunohistochemistry

Xenograft model

Experimental HNSCC were embedded in
paraffin for immunostaining. Tumor sections were
incubated with CD31 (clone MEC 13.3, BD
Pharmingen, diluted at 1:500), Ki67 (clone MIBI,
DAKO, Ready to use) or aSMA (clone 1A4, DAKO,
Ready to use).

Statistical analysis

For in vitro and in vivo

Statistical analyses were performed with Prism 8
software. Results are expressed as the mean +/- the
standard error (SEM). Significance was determined by
Student’s t-test. ANOVA with Bonferroni post hoc
test was used for multiple comparisons.

For patients

The Student’s t-test was used to compare
continuous variables and chi-square test, or Fisher’s
exact test (when the conditions for use of the y2-test
were not fulfilled), were wused for categorical
variables. DFS was defined as the time from surgery
to the appearance of metastasis. PFS was defined as
the time between surgery and progression, or death
from any cause, censoring live patients and
progression free at the last follow-up. OS was defined
as the time between surgery and the date of death
from any cause, censoring those alive at the last
follow-up. The Kaplan-Meier method was used to
produce survival curves and analyses of censored
data were performed using Cox models.

For clonogenicity tests

Analyses of synergic effect has been done by the
statistic department of the Centre Antoine
Lacassagne. Potentialisation effect (synergy or
antagonism) were evaluated by using interaction test
for linear regression model. An interaction with p <
0.05 will be considered as significant (Figure S5E).

Results

Plkl is strongly expressed in HNSCC, is
associated with a poor prognosis and its
expression increased at relapse on cisplatin/
radiotherapy first-line treatment

Plk1 mRNA levels have been determined in solid
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cancers using the TCGA database. Plk1 mRNA levels
are high in kidney, lung, breast, ovarian, colon
cancers, melanoma and particularly in HNSCC
(Figure 1A). Pkl mRNA levels were higher in
HNSCC as compared to healthy tissue (p < 0.0001,
Figure 1B). They were also increased in node-positive
tumors (N1, aggressive and invasive tumor, p = 0.035,
Figure S1A). However, Pkl mRNA levels did not
depend on the HPV status (Figure S1B). In HNSCC
from the TCGA cohort, high levels of Plkl mRNA
correlated with shorter disease-free survival (DFS,
19.05 months vs 46.81 months, p = 0.006, Figure 1C)
and shorter overall survival (OS, 32.36 months vs
64.78, p = 0.0009, Figure 1D). Equivalently, in HNSCC
from the Centre Antoine Lacassagne (French cohort,
Table S1), high levels of Pkl mRNA correlated with
shorter DFS (27.45 months vs 53.27 months, p = 0.011,
Figure 1E) and shorter OS (78.13 months vs
undefined, p = 0.031, Figure 1F). Plk1 is overexpressed
in HNSCC that relapse after first-line treatment with
cisplatin and radiotherapy (p = 0.038, Figure 1G).
These observations suggested that Plk1 represents a
marker of poor prognosis and confirmed previous
results [7]. Our results suggested that Pkl is also a
marker of relapse/resistance in HNSCC and could
represent a relevant therapeutic target for these
cancers at the diagnosis as previously suggested [21,
22] but also at relapse on reference treatments by
chemo/radiotherapy.

Cisplatin and/or radiotherapy-
resistant cells are more aggressive

CAL33 and CAL27 cells resistant to cisplatin,
radiotherapy or both have been generated. Curiously,
no CAL27 cells only resistant to radiotherapy could be
obtained, suggesting that resistance to cisplatin favors
resistance to radiotherapy. CAL33 and CAL27 cells
overexpressed Plk1 as compared to human fibroblasts
(FHN) and keratinocytes, two healthy cell types
(Figure 2A). PIkl was expressed to a comparable
extent in sensitive and resistant CAL27 and CAL33
cells that already overexpress Plk1 (Figure S2A).

A clonogenicity test performed on CAL27 and
CAL33 sensitive and resistant cells after a 4 Gy
irradiation confirmed resistance to radiotherapy
(Figure 2B; Figure S2B). CAL33 Cis-R and CAL27
Cis-R cells formed clones after irradiation, suggesting
cross-resistance mechanisms.

CAL33 and CAL27 cell viability was strongly
decreased after exposure to moderate and high
concentrations of cisplatin (3-10 uM) which was not
the case for all resistant cells (Figure 2C; Figure S2C).
CAL33 Rad-R were resistant to cisplatin suggesting a
“cross resistance”.

All resistant CAL33 cells acquired migration

abilities but the ability to migrate was more important
for sensitive as compared to resistant CAL27 cells
(Figure 2D-E; Figure S2D and S2E). This result
suggests that CAL27 cells are intrinsically more
aggressive as compared to CAL33 cells. In 3D cell
culture conditions, CAL33 and CAL?27 resistant cells
were more invasive as compared to sensitive cells
(Figure 2F-G; Figure S2F-G). These observations
strongly suggest that cisplatin and/or radiation
resistant cells acquired a more aggressive phenotype.

Onvansertib, a Plkl inhibitor, is efficient on
sensitive and resistant HNSCC cells and
enhances cell death by mitotic catastrophe
and apoptosis

The efficacy of onvansertib was studied on
several types of cancer cells including HNSCC. The
translationally controlled tumor protein (TCTP) and
the dual specificity phosphatase Cdc25 are both
substrates of Plkl. The inhibition of Plkl by
onvansertib decreases the phosphorylation (specific
phosphorylation site by Plk1) of these two substrates.
This result favors the specificity of action of
onvansertib (Figure S3A).

The lowest IC50 was obtained for HNSCC cells
as compared to the other cancer cell lines.
Onvansertib showed low toxicity on healthy cells
even at high concentrations (250 nM, Table S2). The
low toxicity and the efficacy at low concentrations
suggest the relevance of onvansertib for the treatment
of HNSCC. The efficacy of onvansertib assessed by
viability tests was confirmed by clonogenicity tests
with increasing concentrations of onvansertib,
cisplatin and irradiation doses (Figure S3B-C).

Onvansertib inhibited the formation of naive
CAL33 and CAL27 cells from 10 nM (Figure 3A;
Figure S4A). Some clones persisted at 3 uM of
cisplatin. Onvansertib 25 nM inhibited the formation
of clones with all resistant CAL33 and CAL27 cells
(Figure 3A; Figure S4A) while 3 pM of cisplatin did
not. This experiment suggested the relevance of using
onvansertib at relapse on cisplatin/radiotherapy.

Since PIk1 plays a central role in mitosis’ entry
[23] , the impact of onvansertib on the cell cycle was
evaluated. Onvansertib induced a misalignment of
the chromosomes and therefore a mitotic defect in
CAL33 cells (Figure 3B). Onvansertib treatment
induced the accumulation of all sensitive and resistant
CAL33 and CAL27 cells in the G2/M phase in a dose
dependent manner (Figure 3C; Figure S4B). The
phosphorylation on serine 10 of histone 3 (p-H3) and
phosphorylation on threonine 199 of nucleophosmin
(p-NPM) are hallmarks of condensation of
chromosomes [24], duplication of centrosomes and
mitosis [25, 26]. Onvansertib increased the

http://lwww.thno.org



Theranostics 2021, Vol. 11, Issue 19 9576

phosphorylation of histone H3 and NPM and clearly = nuclei (accumulation of nuclei, from 8 to 16N, Figure
induced mitotic arrest of CAL33 and CAL27 cells 3E and Figure S4D) as it was shown for CAL27 RR
(Figure 3D; Figure S4C). Basal polyploidy was and CAL33 RR (Figure 3F; Figure S4E). These
observed in control condition, however onvansertib  observations are characteristics of the mitotic
enhanced polyploidy with an increased number of  catastrophe leading to cell death.
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Figure 1. Plkl is overexpressed in HNSCC patients and is associated with a poor prognosis. The tumors of HNSCC patients were analyzed for Plkl mRNA levels
(z-score). These results are in whole based upon data generated by the TCGA Research Network. (A) Comparison of Plkl mRNA levels in several cancer. (B) Comparison of
Plkl mRNA levels between healthy (n = 44) and HNSCC tissues (n = 519). (C-D) The levels of Plkl mRNA in tumors of HNSCC patients correlated with DFS (C) and OS (D).
(E-F) The levels of Plkl mRNA in patients’ tumors from Centre Antoine Lacassagne correlated with DFS (E) and OS (F). DFS and OS were calculated from patient subgroups
with mRNA levels that were less or greater than the third quartile value. Statistical significance (p value) is indicated. (G) Plkl mMRNA measured by qPCR in tumors from Centre
Antoine Lacassagne’s patients at diagnosis and after relapse to usual treatments (n = 20).
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Figure 2. Characterization of CAL33 sensitive and resistant cell lines. (A) Pkl immunoblotting on keratinocytes (kerat), human fibroblasts (FHN), CAL27 and CAL33
cells. GAPDH served as a loading control. (B) Clonogenicity assay of CAL33, CAL33 cis-R, CAL33 rad-R and CAL33 RR after 4 Gy of radiation (n = 2). (C) Cell viability of CAL33,
CAL33 cis-R, CAL33 rad-R and CAL33 RR after 48 h of cisplatin treatment (3 and 10 uM) (n = 3). (D-E) Cell migration using Boyden’s chamber assay on CAL27 and CAL33
sensitive and resistant cell lines. Results are expressed as the percentage of the control (n = 3). (F-G) Spheroids’ invasion using 3D culture cell assays on sensitive and resistance
CAL33 and CAL27 cells (n = 2). Results are expressed as arbitrary units (day 0 used as the control). Statistics were performed using ANOVA test: * p < 0.05, ¥ p < 0.01, *** p

< 0.001, *** p < 0.0001.

Onvansertib induced the apoptosis of sensitive
and resistant CAL33 and CAL27 cells in a dose
dependent manner (annexinV/propidium iodure
positive cells, Figure 3G; Figure S4F; PARP cleavage,
Figure 3H; Figure 54G).

We confirmed that decreased expression of Plk1
expression by Plkl siRNA induced apoptosis cell
death like onvansertib (Figure S4H).

Onvansertib also inhibited the growth of
spheroids and invasive properties of sensitive and
resistant CAL33 and CAL27 cells (Figure 3I-J; Figure
S41). Therefore, by targeting Plk1, onvansertib inhibits
several hallmarks of cancer aggressiveness in vitro.

Onvansertib inhibits the growth of
experimental HNSCC in nude mice

Experimental tumors were generated by
xenografting CAL33 and CAL33 RR in nude mice.
Onvansertib and cisplatin efficacy was compared

when tumors reached 100 mm?3. Onvansertib strongly
reduced the growth of tumors generated with
sensitive (CAL33) cells while cisplatin was less
efficient (Figure 4A). Cisplatin did not affect the
growth of tumors generated with resistant (CAL33
RR) cells confirming the inefficacy observed in vitro.
However, onvansertib inhibited the growth of tumors
generated with CAL33 RR as efficiently as those
generated with sensitive cells (Figure 4A). The
onvansertib-treated tumors were smaller (Figure 4B)
and necrotic (Figure 4C). The number of proliferating
cells assessed by KI-67 (Figure 4D) and the blood
vessels density determined by aSMA staining by IHC
(Figure 4E) or VEGFA, aSMA and CD31 mRNA levels
(Figure 4F-H) were reduced in onvansertib-treated
tumors. These results strongly suggest that
onvansertib efficacy not only relies on the blockade of
tumor cell proliferation but also on the inhibition of
angiogenesis.
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Figure 3. Onvansertib effects on sensitive and resistant CAL33 cell lines. (A) Clonogenicity assay of sensitive and resistant CAL33 cell lines after onvansertib (10 nM
and 25 nM) or cisplatin (3 uM) treatment (n = 2). (B) Hematoxylin eosin saffron staining of sensitive and resistant CAL33 cell lines treated with onvansertib (25 nM) for 24 h.
Abnormal mitosis was indicated with an arrow. (C-D) Cells were treated with onvansertib (25 nM, 50 nM or 100 nM) for 24 h. Cell cycle was measured by flow cytometry (n
= 3) (C), G2/M arrest was evaluated by phospho-NPM and, phospho-H3 immunoblotting. HSP90 served as a loading control (n = 2) (D). (E-F) Polyploidy (number of nuclei 8N
and 16N) was assessed by flow cytometry (n = 3) (E). Representation of polyploidy in CAL33 RR (F). (G) Cells were treated with onvansertib (25 nM and 50 nM) for 48 h. Cell
death was evaluated by flow cytometry. Cells were stained with propidium iodure (Pl) and Annexin V (AV). Histograms show AV+/PI- cells (early apoptosis) and AV+/PI* cells
(late-apoptosis or another cell death) (n = 3). (H) Immunostaining of PARP expression on CAL33 cell lines after exposure to onvansertib (100 nM) for 24 h. HSP60 served as
loading control (n = 2). (I-J) Invasion of sensitive and resistant CAL33 cells using 3D cell culture assay (spheroids) after 6 days of onvansertib treatment (100 nM) grown in (I).
Results are represented as arbitrary units (the no-treatment condition was used as a control) (n = 2) (J). Statistics were analyzed using ANOVA tests: * p < 0.05, ** p < 0.01, ***
p <0.001, ¥+ p < 0.0001.
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Figure 4. Onvansertib inhibits the growth of experimental tumors in mice. 106 CAL33 or CAL33 RR cells were subcutaneously injected in the flank of nude mice.
When the tumors reached 100 mm3, mice were treated with onvansertib (60 mg/Kg) or with cisplatin (4 mg/Kg). (A) The tumor volume was measured twice a week. (B) At the
end of the experiment, the weight of tumors has been evaluated and representative pictures of tumors treated or not with onvansertib are shown. (C) Necrosis was quantified
in control and onvansertib-treated tumors (HES staining). (D) Pictures and quantification of proliferative cells measured by KI-67 staining. (E) Pictures of blood vessels and
quantification evaluated by IHC of aSMA. (F-H) Murine VEGFA (mVEGFA, F), aSMA (maSMA, G) and CD31 (mCD31, H) mRNA levels in tumors were determined by qPCR.
Results are expressed as percent of control. Statistics were performed using an unpaired Student’s t test: * p < 0.05, ** p < 0.001, **** p < 0.0001.

Onvansertib inhibits metastatic spreading and
the growth of metastases in the zebrafish

Zebrafishes were used as a relevant model of
metastatic dissemination of tumor cells from the site

of injection to the tail [27]. Onvansertib inhibited the
local invasion after 72 h of treatment (Figure 5A-B)
and the formation of distant metastases from 24 h
(Figure 5A-C). From 48 h, onvansertib decreased the
size of distant metastases that settled in the tail
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(Figure 5D) compared to the control group. metastases (Figure 5E-F). These results suggest that
Onvansertib reduced the size (more than 60%  onvansertib is as efficient on primary tumors as on
reduction) and the number of already existing distant  metastases.
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Figure 5. Onvansertib inhibits the formation and growth of CAL33 RR metastases in zebrafish. (A-D) Zebrafish embryos (n = 28) were injected with CAL33 RR
(labelled in red) into the perivitelline space and immediately treated with onvansertib (50 nM) for 72 h. Representative images of zebrafishes are shown at 24 h, 48 hand 72 h (A).
Quantification and representative images of no, few and high local metastases in the head after 72 h of treatment (B). Percentage of zebrafishes with tumor cells in the tail (distant
metastasis) at 24 h were quantified (C). Area of distant metastases at 72 h were quantified (D). (E-F) Zebrafish embryos (n = 48) were injected with CAL33 RR (labelled in red)
into the perivitelline space. 24 h later, zebrafish embryos with metastases were treated with onvansertib (50 nM) for 48 h. Representative image of zebrafish are shown (E) and
variations of the metastases area before and after treatment were quantified (F). Statistics were performed using an unpaired Student’s t test: ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Synergic effect of onvansertib with cisplatin
and radiotherapy

To determine a potential synergy, we chose
concentrations/doses of each treatment that do not
affect clone formation (onvansertib: 5 nM, cisplatin: 1
uM, irradiation: 2 Gy, Figure S5). In all CAL27 and
CAL33 cells, the decrease of clones was obtained with
onvansertib 5 nM/2 Gy of irradiation (Figure S5A-B)
and onvansertib 5 nM/cisplatin 1 uM (Figure S5C-D).

For a clinical perspective we then tested the
triple combination. Sensitive and resistant CAL27 and
CAL33 cells were irradiated at 8 Gy and exposed to
onvansertib 25 nM and cisplatin 3 uM for 72 h (higher
but suboptimal doses of each treatment because of a
short exposure). Apoptotic cell death increased in
sensitive and resistant cells (Figure 6A; Figure S6A).
For colony formation assays, we used 2.5 nM
onvansertib (Onvansertib 5 nM was lethal when used
in a triple combination), cisplatin 1 uM and 2 Gy of
irradiation. The number of clones was reduced as
compared to the double combination experiments
(Figure 6B-C; Figure S5).

The triple combination (onvansertib 25 nM,
cisplatin 3 pM and 2 Gy) reduced the invasive
properties of CAL33 RR and CAL27 RR grown in 3D
(Figure 6D-E; Figure S6D-E).

These results suggest that onvansertib could be
associated with low concentrations of cisplatin and
low doses of irradiations to limit toxicity however
inducing a robust therapeutic effect.

Onvansertib alone or in combination with
reference treatments induces the death of
tumor cells in sections from surgical
specimens of HNSCC

HNSCC were operated from six patients, and
biopsies were analysed by a pathologist to choose
viable parts of the tumors. Two samples correspond
to primary HNSCC and three to local relapses after
cisplatin and radiotherapy (Table S3).

250 microns sections of these different samples
were obtained using a vibratome and contained all the
cell populations of the tumor environment. They were
treated with increasing concentrations of onvansertib
and cisplatin for 4 days. ATP levels were then
quantified as a read out of cell viability (illustration of
the process in Figure 7A). HES staining detected the
different architecture of healthy and tumor tissue.
Onvansertib (100 nM) induced necrosis (Figure 7B).
Onvansertib (100 nM) and irradiation (2 Gy)
presented a high and equivalent efficacy as compared
to cisplatin (3 pM). However, irradiation was more
toxic on healthy tissue as compared to onvansertib

(Figure S7). Moreover, we observed differences in the
viability of sections treated with cisplatin or
irradiation, suggesting an heterogenous response of
the patients (Figure 7C). In combination with cisplatin
(3 pM) and/or irradiation (2 Gy), onvansertib at 50
nM presented a higher efficacy as compared to the
treatment alone (Figure 7D). This association showed
a low toxicity on healthy tissues (Figure S7). The
reference treatments induced heterogeneous efficacy
suggesting that half of patients would not experience
objective rate response (ORR, Figure 7D). A TUNEL
quantification has been done on sections following
treatments to evaluate the number of tumor apoptotic
cells. This technique eliminates the possible biases
encountered with the ATP quantifications. The
number of apoptotic cells was higher in sections
treated with onvansertib (50 nM and 10 nM) as
compared to cisplatin (3 pM) and irradiation (2
Gy)-treated sections (Figure 7E). The number of
apoptotic cells was higher with the triple combination
onvansertib (50 nM), cisplatin (3 uM), 2 Gy as
compared to onvansertib alone or cisplatin plus
radiotherapy (Figure 7F). The number of apoptotic
cells was equivalent to those obtained with
onvansertib 100 nM (Figure 7G). Onvansertib, and the
combination of onvansertib with the reference
treatments also decreased the number of proliferative
cells assessed by KI-67 staining (Figure 7H-I).
Onvansertib and the triple combination were as
effective on primary tumors as on local relapse after
cisplatin/radiotherapy.

These experiments represent an upgraded
determination of onvansertib relevance on human
HNSCC specimens. We suggest its use as a
combination treatment with cisplatin/radiotherapy in
the first line or alone at relapse. Predetermination of
efficacy on diagnostic biopsies may serve to
determine the patients eligible for such treatment.

Discussion

To our knowledge, double resistant HNSCC cells
to cisplatin and radiotherapy has never been
described. They represent ideal tools to identify
mechanisms responsible for the relapses in HNSCC.
These cells acquired increased migratory and invasive
capacities. Unexpectedly, cisplatin resistant cells
acquired resistance to radiotherapy and cells resistant
to radiotherapy acquired cisplatin resistance. We can
consider the term of “cross resistances” induced by
radiotherapy and cisplatin. The intercalating agent
properties of cisplatin and the induction of DNA
breaks by radiotherapy could explain this
phenomenon which depends on DNA damages.
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Figure 6. Onvansertib effects in combination with reference treatments (cisplatin and radiotherapy) on sensitive and resistant CAL33 cell lines. (A) Cells
were treated 72 h with onvansertib (25 nM) in combination with cisplatin (3 uM) and radiotherapy (8 Gy). Cell death was evaluated by flow cytometry (n = 3). Cells were stained
with Propidium lodure (Pl) and Annexin V (AV). Histograms show AV+/PI- cells (early-apoptosis) and AV+/PI* cells (late-apoptosis or another cell death). (B-C) Cells were
treated with onvansertib (2.5 nM), cisplatin (I uM) and radiotherapy (2 Gy). Quantification (B) and representative image of clonogenicity assay (C) (n = 3). (D-E) 3D cell culture
assay (spheroid) was treated with the combination of the three treatments: onvansertib (25 nM and 50 nM), cisplatin (3 uM) and radiation (2 Gy) and evaluated after 6 days.

Quantification (D) and representative image of invasion assay (E) (n = 2). Statistics were analyzed using ANOVA test: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001 and
unpaired Student’s t test: * p < 0.05, ** p < 0.01, ¥** p < 0.001, **** p < 0.0001.
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Figure 7. Onvansertib on human tumor sections from HNSCC patients. (A) Tumors from HNSCC patients surrounded by agarose and tumor sections were done
using a vibratome. These sections were cultured in a specific medium and treated for 4 days with onvansertib or/and cisplatin or/and radiotherapy. Analyses were then performed
(n = 6). (B) Necrosis of biopsies’ sections assessed using HES (Hematoxylin Eosin Saffran) staining. (C-l) Biopsies’ sections treated with onvansertib (50 nM and 100 nM),
cisplatin (3 uM and 10 pM) or radiotherapy (2 Gy) (C, E and H), or treated with onvansertib alone or in combination with cisplatin and radiotherapy (D, F and H). (C-D) ATP
quantification of biopsies’ sections. (E-G) Quantification of cell death by apoptosis by TUNEL assays on biopsies’ sections. (H-I) Pictures and quantification of cell proliferation

evaluated by KI-67 staining. Statistics were performed using ANOVA test: * p < 0.05, ** p < 0.01, ¥ p < 0.001, *** p < 0.0001 and unpaired Student’s t test: * p < 0.05, ** p <
0.01, ** p <0.001, *** p <0.0001.
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Our objectives were to identify new therapeutic
targets to eradicate persistent and/or resistant cells to
cisplatin and radiotherapy. PIk1 is a promising target.
It is the most investigated member of the Plk family, it
plays a central role in the cell cycle [11] and it is
overexpressed and associated with a poor prognosis
in many cancers including HNSCC [6, 7], melanoma
[28], and colon cancer [29] . Hence, we considered
PIk1 as an interesting target in these cancers [30]. By in
silico analysis, we showed that HNSCC express the
most Plkl transcript and its overexpression is
associated with a poor prognosis. In the French cohort
from Centre Antoine Lacassagne, Plk1 overexpression
is higher in patients who relapsed after cisplatin and
radiotherapy treatments which strongly suggests an
important role during tumor genesis and progression.

Surprisingly, both resistant and sensitive cell
lines express the same level of Plkl. Plkl levels of
sensitive cells therefore probably reached a maximal
no-modifiable threshold in the resistant cells. This
high level is probably due to the low degradation of
the protein by the proteasome, a process already
described [31]. Moreover, Plk1 interacts with proteins
essential for the cell cycle. Dysfunction of these
interactions could be associated with the
overexpression of Plkl and its capacity to induce
tumor development. Bora/Aurora A activates Plk1 at
mitosis entry and have an essential role in ovarian
tumor development [32]. E2F and FoxM1, two
transcription factors regulate Plk1 expression [33, 34],
thus they could be closely related to Plkl-dependent
tumor development [35]. Plkl contributes to
carcinogenesis through communication with multiple
pathways promoting cancer. Several partners of Plk1l
are either tumor suppressor genes or oncogenes. In
CAL27 and CAL33, p53 is mutated and inactive. This
tumor suppressor is mutated in HNSCC 50% of
tumors. Its principal role is to repress Plk1 expression
to curb cellular proliferation [36]. However, Plkl
phosphorylates and inhibits p53 activity to avoid its
anti-proliferative role [37]. Non-functional p53 does
not repress Plkl expression, allowing its
overexpression and the increase of cell proliferation.
PIk1 also interacts with tumor suppressors presented
as “guardians of genome”. They are involved in
checkpoints like DNA damage checkpoints [38, 39]
and spindle assembly checkpoint [40-42] to abrogate
cell cycle and protect stability of genome. However, in
tumor cells, PIk1 deregulation inhibits the activity of
checkpoint actors, maintains cell cycle activity,
promotes chromosomal instability and tumorigenesis
[43].

The hypomethylation of Plkl promoter could
also explain its overexpression and the aggressiveness
of HNSCC cells [44].

In addition of its role in tumorigenesis, Plk1 is
involved in EMT which leads to cancer -cell
dissemination and metastasis through c-RAF-ERK
signaling among others [45]. Plk1 inhibition using
siRNA or pharmacological inhibitors abrogates cancer
cell invasion in various cancers like gastric cancer [46].

These arguments are in favor of targeting Plk1 at
the diagnosis or after relapse under standard
treatments.

Different inhibitors of Plk1 were tested in clinical
trials for hematologic and solid tumors, alone or in
combination with reference treatments. Rigosertib
(ON01910.Na), a non-ATP competitive molecule and
a specific inhibitor of Plk1 and PI3K [47], was tested in
phase I in patients with advanced solid tumors. An
objective response was described for HNSCC
patients, but it did not improve the overall survival of
patients with pancreatic carcinoma in combination
with gemcitabine in phase III [48].

Volasertib is an ATP-competitive and specific
inhibitor of Plk1. It has been tested in phase I of
advanced solid tumors, in combination with
nintedanib. An objective response was obtained and
the treatment was well tolerated [49]. In a phase III
trial in combination with cytarabine, no benefit was
described for patients with relapse/refractory acute
myeloid leukemia (clinicaltrials.gov, NCT01721876).

Onvansertib is the most specific and selective
PIk1 inhibitor. It shows 5000-fold selectivity for Plk1
compared to P1k2/PIk3 [16] while Plk1 inhibition by
volasertib exhibits only 6- and 65-fold greater
selectivity against Plk2 and PIk3 respectively.
Rigosertib targets Plkl and shows only a 30-fold
greater selectivity against Plk2, PDGFR, Fltl, BCR-
ABL, Fyn, Src, and CDK1 [50]. These observations
confirmed that onvansertib presents a higher
specificity for Plkl as compared to the others Plkl
inhibitors.

Onvansertib is already tested in clinical trial and
is now in phase Il trials to determine its efficacy on a
larger sample of patients. These trials involve patients
with untreated acute myeloid leukemia (clinicaltrials.
gov, NCT03303339), metastatic colorectal cancer
(clinicaltrials.gov, NCT03829410) and metastatic
castration-resistant prostate cancer (clinicaltrials.gov,
NCT03414034). The patients received onvansertib in
combination with reference treatments usually used
in each type of cancers.

Despite these clinical trials using onvansertib,
HNSCC is the cancer for which the inhibition of Plk1
is the most promising regarding our results (Table S2).
Hence, testing onvansertib in clinical trials to increase
the lifespan of HNSCC patients represents an
important follow-up of our experiments.
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PIk1 inhibition results in mitotic catastrophe
leading to the decrease of proliferation, cell cycle
arrest and apoptosis in HNSCC cells. Onvansertib
inhibitor is promising since it has low toxicity on
healthy cells and high efficacy on HNSCC sensitive
and resistant cells. The inhibition of Plk1 function by
onvansertib induced a cell cycle arrest, a defect of
mitosis, polyploidy, and apoptosis in resistant and
sensitive cells. Onvansertib inhibits their capacities to
proliferate, to invade and to form metastases. To
complete this in vitro study, we also used onvansertib
in vivo, in two different and complementary models
(mice and zebrafish). Tumor growth and metastasis
formation were reduced with onvansertib in both
models. Plkl inhibition also induced sensitivity to
cisplatin like in ovarian cancer [51] and also to
radiotherapy in glioblastoma [52] and osteosarcoma
[53]. The association of onvansertib and cisplatin
and/or radiotherapy, increased cell death meaning
that PIkl inhibition potentiated cisplatin and
radiotherapy effects and re-sensitized resistant cell
lines to cisplatin and radiotherapy treatments. The
association of the three treatments should reduce
concentrations of each treatment to avoid toxicity and
side effects in patients. Hence, onvansertib could be
combined to radiotherapy and cisplatin at the
diagnosis (reduce doses to limit toxicity and increased
anti-tumor efficacy) but also when patients relapse.

To complete in vitro and in vivo experiments,
onvansertib has been tested on tumors sections of
biopsies from HNSCC. It presented a higher efficacy
at low concentrations compared to cisplatin and
radiotherapy. By combining onvansertib with
cisplatin and radiotherapy, its concentration has been
divided by two and its efficacy was improved. This
association re-sensitize to cisplatin and radiotherapy
all tumors that are resistant to these treatment (60% of
HNSCC patients tested have already have
cisplatin/radiotherapy treatment and relapse). In
patients, reduced concentrations of each treatment
should decrease their toxicity and side effects while
maintaining high efficiency. Moreover, this triple
association is as efficient in primary tumors as in local
relapse. Thus, onvansertib could be used as a first-line
treatment in combination with cisplatin and
radiotherapy to increase their efficacy and to prevent
acquired resistance but also when patients relapse to
cisplatin/radiotherapy.

This study represents a proof of concept to
initiate clinical trials using onvansertib for patient in
therapeutic failure or in the first line in combination
with cisplatin and radiotherapy. Based on our results
we can expect spectacular responses with increase
progression free or overall survival.

Supplementary Material

Supplementary figures and tables.
http:/ /www.thno.org/v11p9571s1.pdf
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Figure S1. Impact of Plk1 expression on lymph node invasion and HPV status.
(A) Analysis of the levels of Plk1 mRNA in HNSCC patients with (N1) or without (NO)
lymph node metastasis. (B) Analysis of the levels of Plk1 mRNA in HNSCC patients

with or without (NO) HPV infection.

Figure S2. Characterization of CAL27 sensitive and resistant cell lines. (A) Plk1
Immunoblotting realized on CAL33 and CAL27 sensitive and resistant cell lines.
GAPDH and ARD1 served as loading controls. (B) Clonogenicity assays of CAL27,
CAL27 cis-R and CAL27 RR after 4 Gy of radiation (n = 2). (C) Cell viability evaluated
by XTT assays on CAL27, CAL27 cis-R and CAL27 RR after 48 h of cisplatin treatment
(n = 3). (D-E) Cell migration using Boyden’s chamber assay on CAL27 sensitive and
resistant cell lines (D). Results are expressed as the percentage of the control (n = 3)
(E). (F-G) Spheroids’ invasion using 3D culture cell assays on sensitive and resistance
CAL27 cells (F). Results are expressed as arbitrary units (day 0 used as the control)
(n = 2) (G). Statistics were performed using ANOVA test. * p < 0.05, ** p < 0.01,

% 5 < 0.001, *** p < 0.0001.

Figure S3. Specificity and efficacity of onvansertib. (A) Onvansertib inhibits the
phosphorylation of two Plk1 substrates, TCTP and Cdc25C. The phosphorylation of
TCTP and Cdc25C in CAL27RR (left) and CAL33RR (right) was determined by
immunoblots. GAPDH served as a loading control. (B) Quantification of the number of
colonies in naive, Cis-R, Rad-R, and RR CAL33 and CAL27 cells treated with
increasing doses of onvansertib, cisplatin and radiotherapy. (C) Clonogenicity assays
on sensitive and resistant CAL33 and CAL27 cells treated with increasing doses of
onvansertib, cisplatin and radiotherapy. Statistics were performed using ANOVA test:

*p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <0.001; **** p < 0.0001.



Figure S4. Onvansertib effects on sensitive and resistant CAL27 cells. (A)
Clonogenicity assays on sensitive and resistant CAL27 cells after treatment by
onvansertib (10 nM, 25 nM) or cisplatin (3 uM) (n = 2). (B-C) CAL27 cells were treated
with different concentrations of onvansertib (10 nM, 25 nM, 50 nM) for 24 h. Cell cycle
was measured by flow cytometry (n = 3) (B). G2/M arrest was evaluated by phospho-
NPM and, phospho-H3 immunoblotting. HSP90 served as a loading control (n = 2) (C).
(D-E) Polyploidy (number of nuclei 8N and 16N) was assessed by flow cytometry (D).
Representation of polyploidy in CAL27 RR (n = 3) (E). (F) Cells were treated with
onvansertib (25 nM, 50 nM) for 48 h. Cell death was evaluated by flow cytometry. Cells
were stained with Pl and Annexin V. Histograms show AV*/PI~ cells (apoptosis) and
AV*/PI* cells (post-apoptosis or another cell death) (n = 3). (G) Immunostaining of
PARP expression on sensitive and resistant CAL27 cells after an exposure to different
concentrations of onvansertib (100 nM) for 24h. HSP60 antibody was used as a
loading control (n = 2). (H) Apoptosis mediated by siRNA dependent inhibition of Plk1
expression evaluated by annexin V and propidium iodide staining after 96 h and 120
h. Effects of Plk1-directed siRNA on Plk1 expression by immunoblot after 48 h. GAPDH
is shown as a loading control. Statistics were performed using Student’s t test: *** p <
0.001 (n = 3). (I) Spheroid invasion using 3D cell culture assay on sensitive and
resistant CAL27 cells after 6 days of onvansertib treatment (100 nM). Results are
represented as arbitrary units (CT condition used as the reference 100%) (n = 2).
Statistics were performed using ANOVA test. * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001,

%% < (0.0001,

Figure S5. Efficacity of onvansertib alone or in combination with cisplatin or
radiotherapy. (A-D) Clonogenicity assays realized on sensitive and resistant CAL33

and CAL27 cells treated with onvansertib (5 nM) in combination with radiotherapy (2



Gy) (A-B) or in combination with cisplatin (1 uM) (n = 3) (C-D). (E) Analyzes of synergic
effects of onvansertib (2.5 nM or 5 nM) in combination with cisplatin (1 uM) or

radiotherapy (2 Gy) or both (n = 3).

Figure S6. Onvansertib effects in combination with reference treatments
(cisplatin and radiotherapy) on sensitive and resistant CAL27 cells. (A) CAL27
cells were treated with onvansertib (25 nM) in combination with cisplatin (1 yuM) and
radiotherapy (8 Gy) for 72 h. Cell death was evaluated by flow cytometry (Pl and
Annexin V). Histograms show AV*/PI~ cells (apoptosis) and AV*/PI* cells (post-
apoptosis or another cell death). (B-C) Cells were treated with onvansertib (2.5 nM),
cisplatin (1 uM) and radiotherapy (2 Gy). Representative images (B) and quantification
(C) of clonogenicity assays. (D-E) Spheroids were treated with onvansertib (25 nM),
cisplatin (3 uM) and radiotherapy (2 Gy) for 6 days. Results are represented as
arbitrary units (no treatment condition used as the reference 100%) (n = 2). Statistics
were performed using ANOVA test: * p <0.05, ** p<0.01, *** p <0.001, **** p < 0.0001

and unpaired Student’s t test: * p < 0.05, ** p < 0.01, **** p < 0.0001.

Figure S7. onvansertib effects in combination with reference treatments
(cisplatin and radiotherapy) on healthy tissues. ATP quantification of healthy
tissues treated with onvansertib (100 nM), cisplatin (10 uM) and radiotherapy (2 Gy)

alone or in combination.

Table S1. Characteristics of the patients included in the study (n = 20).

Table S2. IC50 for cell viability (XTT assays) under onvansertib on different cancer

cell lines.



Table S3. Clinical parameters of HNSCC patients from which biopsies were obtained
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Diagnostic

Relapse
after

radiotherapy +
platin treatment

Number 20

Sex

Female 5 (15%)

Male 15 (75%)

pT

1/2 7 (77.8%) 6 (54.5%)
3/4 2 (22.2%) 5 (45.5%)
X 11 9

pN

0 3 (33.3%) 10 (90.9%)
=1 6 (66.7%) 1(9.1%)
X 1 9

pM

0 20 (100%) 16 (80%)
1 0 (0%) 4 (20%)
Location

Oral cavity 10 (50%) 5 (25%)
Oropharynx 7 (35%) 13 (65%)
Larynx 3 (15%) 0 (0%)
Lung 0 (0%) 2 (10%)
DFS (median) 37 months

OS (median) 119.1 months

Supplementary Table 1. Hagege et al.




onvansertib

cell lines cancer type IC50 (nM)
FHN (fibroblasts) healthy > 250
keratynocytes healthy > 250
BT-549 Carcinoma breast ductal 150
Detroit 562 Squamous cell carcinoma 25
CAL33 Squamous cell carcinoma 25
CAL33 cis-R Squamous cell carcinoma 25
CAL33 rad-R Squamous cell carcinoma 25
CAL33 RR Squamous cell carcinoma 25
CAL27 Squamous cell carcinoma 25
CAL27 cis-R Squamous cell carcinoma 25-50
CAL27 RR Squamous cell carcinoma 25-50
NB4 Acute promyelocytic leukemia (LAM) 100
uo37 Histiocytic lymphoma 50
U266 Multiple Myeloma 50
8226 Multiple Myeloma 100
786 Renal cells carcinoma (RCC) 125
Mel202 Uveal melanoma 125
DU-145 Prostate cancer 250
MDA-MB-231 Breast carcinoma 200

Supplementary Table 2. Hagege et al.




HNSCC patients

Number 6
Tumor from

Diagnostic 3 (50%)
Relapse after after radiotherapy + 3 (50%)
platin treatment

Sex

Female 3 (50%)
Male 3 (50%)
pT

1/2 1 (20%)
3/4 5 (80%)
pN

0 3 (70%)
21 2 (30%)
X 1
pM

0 5 (80%)
1 1 (20%)
Location

Oral cavity 4 (70%)
Oropharynx 2 (30%)

Supplementary Table 3. Hagege et al.




2. ARTICLE N°2

Cabozantinib, a promising therapeutic strategy for resistant head

and neck squamous cell carcinoma patients

Le carcinome épidermoide de la téte et du cou (HNSCC) représente le 5°™ cancer le
plus agressif au monde. 50% des patients rechutent consécutivement aux traitements
de référence combinant chirurgie, radiothérapie et cisplatine et décedent deux ans en
moyenne apres le diagnostic.

Nous nous intéressons a UAXL et au c-MET, de nouvelles cibles thérapeutiques
potentielles, pour le HNSCC. c-MET et AXL sont surexprimés dans les tumeurs. lls
induisent la tumorigenése, la propagation métastatique et sont associés a une survie
plus courte.

Par une analyse transcriptomique, nous montrons une surexpression de c-MET et d’AXL
dans des lignées cellulaires résistantes a la radiothérapie et au cisplatine générées
dans notre laboratoire. Cette surexpression induit de fortes capacités de migration et
d’invasion, les rendant plus agressives et pourrait étre la cause de leur résistance aux
traitements de référence.

Nous avons donc choisi de cibler AXL et le ¢c-MET a laide d’'un inhibiteur déja utilisé
en 2°™ ligne de traitement des cancers du rein métastatiques : le cabozantinib. /n
vitro, il inhibe la phosphorylation des substrats d’AXL et de c-MET tels que les kinases
SRC et AKT. Le cabozantinib inhibe la migration, linvasion et la prolifération cellulaire.
Il induit également l'apoptose par catastrophe mitotique des lignées cellulaires des
cancers des VADS. Le cabozantinib a montré sa forte efficacité antitumorale et
antimétastatique /7 vivo, dans un modele de xénogreffe de souris immunodéprimées
ainsi que chez le poisson-zebre. Le rble antitumoral du cabozantinib a ensuite été
démontré sur des sections 3D de biopsies prélevées sur des patients atteints de
cancers des VADS.

Nos résultats favorisent donc fortement le ciblage d’AXL et c-MET par le cabozantinib

en 2°™ ligne chez les patients HNSCC résistants aux thérapies actuelles.
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SUMMARY

Local or metastatic relapse following surgery, radiotherapy, and chemotherapy (cisplatin) is the
leading cause of death of patients with head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC).
Our study showed that acquired resistance to radiotherapy and cisplatin of HNSCC cells and
patients is dependent on overexpression of c-MET and AXL.

We demonstrated that Cabozantinib, an inhibitor of VEGFR, ¢-MET and AXL, decreased
migration, invasion and proliferation, and induced mitotic catastrophe and apoptotic cell death
of naive and radiotherapy- and cisplatin-resistant HNSCC cells.

Cabozantinib inhibited the growth and metastatic spread of experimental HNSCC in zebrafish
and the growth of experimental HNSCC in mice by blocking tumor cell proliferation and
angiogenesis. The efficacy of cabozantinib was further confirmed on viable sections of
surgically removed specimens of human HNSCC and in one multi-treated HNSCC patient.
These results suggest that cabozantinib is highly relevant for the treatment of HNSCC patients

following relapses after radiotherapy and cisplatin.
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INTRODUCTION

As the sixth most common cancer in the world, head and neck squamous cell carcinomas
(HNSCC) represents nearly 6% of all cancers, with two-thirds of cases occurring in developing
countries.

Addiction to tobacco +/- alcohol and infection with the human papilloma virus (HPV)
are risk factors for the development of HNSCC.

HNSCC causes the death of more than 140 000 patients every year following relapse after
surgery, radiotherapy, chemotherapy, or a radio/chemotherapy combination. 30 to 50% of
patients develop local relapse related to acquired resistance to conventional treatments resulting
in the patients’ death within a few months. Moreover, the radiotherapy-dependent destruction
of the salivary glands significantly reduces the quality of life of cured patients. FDA approved
therapies include methotrexate, 5 - fluorouracil, bleomycin, cisplatin, cetuximab, docetaxel and,
more recently, immunotherapy (anti-PD-1, pembrolizumab or nivolumab) (1,2).

High levels of Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) and its receptors
(VEGFR1/2/3) are frequently observed in HNSCCs and correlate with shorter survival (3).
Hence, high levels of VEGF in HNSCC may play a radioprotective role, which lowers the
efficacy of radiotherapy and contributes to relapse (5,6). Anti-VEGF and anti-angiogenic
therapies may potentiate the effect of radiotherapy on the tumor vasculature (4).

In addition to the involvement of angiogenesis in HNSCC, lymphangiogenesis seems to
play an important role in the aggressiveness of this pathology. Indeed, lymph node invasion
represents the main pathway for metastatic dissemination of HNSCC. Lymphangiogenesis is
the most significant detrimental prognostic indicator for these cancers (7).

VEGFC and VEGFD stimulate respectively VEGFR2 and VEGFR3. They are the main
"drivers" of lymphangiogenesis. High levels correlate to lymphatic vessel density, lymph node

metastasis, and poor prognosis in HNSCC (5). We have previously shown that radiotherapy
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stimulates VEGFC expression in HNSCC cells resulting in increased aggressiveness (ability to
form fast growing experimental tumors when injected into nude mice) (8).
Moreover, anti-angiogenic drugs (bevacizumab, axitinib, sunitinib or sorafenib) combined with
radiotherapy lead to additive therapeutic effects in HNSCC (3,9). Combining bevacizumab with
chemotherapy did not improve the overall survival (OS) but improved the response rate and
progression-free survival (PFS) with increased toxicity in HNSCC.
c-MET (MET) is a tyrosine kinase receptor (RTK) stimulated by the hepatocyte growth factor
(HGF). Activation of this pathway promotes epithelial-mesenchymal transition (EMT), a
process characterized by enhanced cell migration, drug resistance, invasion, proliferation, and
metastasis in HNSCC and other types of cancers (10). MET and AXL are overexpressed in
HNSCC and their expression correlates with high grade tumors, distant metastasis, and shorter
relapse-free survival. Proliferation, migration, and invasion of HNSCC cells depend on AXL
in these tumors (11).
Cabozantinib is a small-molecule tyrosine kinase inhibitor administered per os. It displays a
potent inhibitory activity against VEGFR2, MET, AXL, and other RTKs such as RET, KIT and
Tie2, which are involved in cancer development and progression (12,13). Targeting these RTKs
leads to inhibition of angiogenesis, tubule formation, tumor cell migration, and extensive
endothelial and tumor cell apoptosis. Cabozantinib is approved for the treatment of medullary
thyroid cancers, advanced renal cell carcinomas with an intermediate or poor risk and following
prior VEGF-targeted therapy and hepatocellular carcinomas that were previously treated with
sorafenib.

Our study showed that resistance to cisplatin and/or radiotherapy depends on
overexpression of AXL and MET resulting in increased tumor aggressiveness. AXL and MET
may be used as predictive markers of resistance to standard treatments and subsequent tumor

relapse. Based on these results, we proposed that cabozantinib is a relevant treatment for
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HNSCC patients experiencing relapse after cisplatin and radiotherapy. We provided compelling

experimental evidence to support the clinical relevance of our findings.

RESULTS

HNSCC resistant cells are more aggressive and overexpress AXL and MET.

Sensitive cells (CAL33 (33) and CAL27 (27)) were made resistant to cisplatin (CAL33R (33R)
and CAL27R (27R) (Figures 1A and 1B), radiotherapy (CAL33xR (33xR) (Figures 1C and 1D;
Figure S1B)) or both (CAL33RR (33RR) and CAL27RR (27RR) (Figures 1A-D; Figure S1B)).
Unexpectedly, the 33R and 27R cells were also resistant to radiotherapy (Figures 1C and 1D;
Figure S1B) and radiotherapy-resistant cells were resistant to cisplatin (Figures 1A and 1B).
While we were unable to generate CAL27xR cells, we obtained 27RR cells from cisplatin-
resistant cells (27R). These results suggest that resistance to cisplatin and radiotherapy involves
common molecular mechanisms.

CAL33 cells had a low capacity to migrate while all resistant cells (33R, 33xR and 33RR)
acquired high capacities to migrate. CAL27, 27R and 27RR cells had the same ability to migrate
(Figures 1E and 1F; Figure S1C). 33R, 33xR, 33RR, 27R and 27RR cells easily formed
spheroids (anchorage independent proliferation, a characteristic of aggressive tumor cells) and
invaded the matrix from the spheroids. Resistant cells were more invasive compared to sensitive
cells (33 and 27) (Figures 1G and 1H; Figure S1D).

A RNAseq analysis showed that AXL was overexpressed in 33RR and 27RR cells and MET
was overexpressed in 33RR cells (Figure S1A). Transcriptomic results were further challenged
by analyzing the levels of AXL and MET mRNA and protein. MET mRNA was up-regulated
only in 33xR and in 33RR cells (Figures 11 and 1J). However, MET and its phosphorylated
form (p-MET) were increased in all resistant cells (33R, 33xR, 33RR, 27R and 27RR)
suggesting a transcriptional and a post-transcriptional level of regulation, which ultimately

resulted in overexpression and over-activation of MET in resistant cells (Figures 1K and 1L).
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AXL mRNA and protein levels and activity (p-AXL) were increased in all resistant cells, 33R,
33xR, 33RR, 27R and 27RR (Figures 11-L).

Hence, cisplatin and/or radiotherapy-resistant HNSCC cells exhibited increased aggressiveness
compared to sensitive cells based in part on the two major drivers of cell proliferation and

invasiveness, MET and AXL.

MET and AXL are overexpressed in tumors from patients at relapse on cisplatin and
radiotherapy and correlate with shorter survival.

Analysis of the TCGA cohort showed that the MET and AXL mRNA levels were higher in
HNSCC samples compared to healthy tissue (p<0.0001, Figure 2A).

In a French cohort from the Centre Antoine Lacassagne, the Cancer Center of Nice, FRANCE,
(n=20, Table S1), the mRNA levels of MET (p=0.04) and AXL (p=0.015) increased following
relapse on cisplatin and radiotherapy (Figure 2B). Moreover, in the primary untreated tumor,
high levels of MET (median OS: 78.1 vs 119.1 months, p=tendency, Figure 2C) and AXL
mRNA (median OS: 75.1 vs more than 140 months, p=0.0035, Figure 2D) correlated with
shorter OS.

High levels of MET mRNA correlated with shorter disease-free survival (DFS, median: 25 vs
45 months, p=0.15, Figure S2A) and shorter OS (median: 45.8 vs 60.4 months, p=0.0213,
Figure 2E) in the samples of the TCGA cohort (n=520). High AXL mRNA levels correlated
with shorter DFS (median: 25.5 vs 42.8 months, p=0.0098, Figure S2B) and shorter OS
(median: 26.5 vs 60.4 months, p=0.0007, Figure 2F). High AXL protein levels (available for
212 patients) correlated with shorter DFS (median: 18.2 vs 49.9 months, p=0.0275, Figure S2C)
and shorter OS (median: 22.8 vs 56.4 months, p=0.048, Figure S2D).

Since the two targets of the clinically approved drug cabozantinib, AXL and MET, are

overexpressed in resistant cells, we evaluated the impact of other cabozantinib targets
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(VEGFR2 and VEGFR3) and their respective ligands (VEGF and VEGFC) on the prognosis of
HNSCC. VEGF, VEGFR2 and VEGFR3 mRNA expression had no impact on DFS (Figures
2E-G). However, high levels of VEGFC mRNA correlated with shorter DFS (median: 12.2 vs
42.8 months, p=0.027, Figure S2H).

These observations suggested that VEGFC, MET, and more importantly AXL, are relevant
markers of poor prognosis for HNSCC patients and could represent relevant therapeutic targets

for these cancers.

Cabozantinib inhibits migration and invasion of HNSCC cells.

While considering the relevance of MET and AXL as markers of HNSCC aggressiveness, we
tested the efficacy of cabozantinib on naive and resistant HNSCC cells.

Cabozantinib inhibited the activity of AXL and MET, (p-AXL, p-MET) and two downstream
signaling pathways, AKT and SRC (p-AKT and p-SRC), in 33RR and 27RR cells (Figure 3A
and Figure S3A).

Cabozantinib inhibited the migration of 33R, 33xR and 33RR cells (Figure 3B) and cell
sprouting from spheroids, a phenomenon mimicking invasion, of all resistant cells (33R, 33xR,
33RR, 27R and 27RR, Figure 3C and Figure S3B).

Hence, cabozantinib inhibited the aggressiveness of sensitive or cisplatin and/or radiotherapy-

resistant HNSCC cells.

Cabozantinib decreases the proliferation and induces the death by mitotic catastrophe of
HNSCC cells.
Cabozantinib inhibited the clonogenic potential and decreased the viability of sensitive and

resistant HNSCC cells (Figures 4A and 4B; Figures S3C-E).
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The decreased number of viable cells prompted us to evaluate the cell cycle and the effects of
cabozantinib on cell death. Cabozantinib arrested the cell cycle of sensitive and resistant cells
in the G2M phase (Figure 4C; Figure S4A). This G2M arrest was accompanied by an increased
number of nuclei (polyploidy, Figure 4D, Figures S4B and S4C), a phenomenon known as
mitotic catastrophe (34).

Cabozantinib decreased the expression of Plkl, one of the major events involved in mitotic
catastrophe (14) (Figure 4E). Polyploid cells underwent apoptosis, visualized by the cleavage
of PARP (Figure 4E; Figure S4D) and annexinV/propidium iodide labeling (Figure 4F; Figure
S4E). Hence, the anti-tumor effects of cabozantinib depend on accelerated cell death by mitotic
catastrophe.

These results suggested that cabozantinib is relevant as first-line therapy but also following

relapse to reference treatments.

Cabozantinib has a strong anti-tumor effect on experimental HNSCC in mice.

When compared to cisplatin, cabozantinib inhibited more efficiently the growth of experimental
HNSCC generated from sensitive cells (CAL33, Figure SA). It completely inhibited the growth
of experimental tumors obtained with resistant cells (CAL33RR, Figure 5B) while cisplatin had
no effect. Tumors generated with sensitive and resistant cells and recovered from mice treated
with placebo (CT) or cisplatin (cis) weighted significantly more compared to tumors from
cabozantinib (cabo)-treated mice (Figures 5C). “Cabo tumors” presented high levels of necrosis
(Figures 5D; Figure S5A), decreased activation of AXL and MET (p-AXL and p-MET, Figure
SE), fewer proliferating cells (Ki67 labeling, Figure 5F), and a lower number of blood vessels
reaching the cells (Figure S5B). The downregulation of CD3/ mRNA levels (Figure S5C), and
the decrease in the blood vessel density (CD31 staining, Figure 5G) confirmed cabozantinib-

dependent inhibition of angiogenesis.
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These results suggest that the dual effects of cabozantinib on tumor cells and blood vessels are

responsible of its anti-tumor efficacy.

Cabozantinib inhibits metastatic spread and decreases the size of existing metastases in
zebrafish.

Zebrafish were used as a relevant model of metastasis by assessing dissemination of tumor cells
from the site of injection to the tail (21). In this model, 33 and 33RR cells were highly invasive,
formed local metastases (Figure S6A and S6B) and metastasized to the tail (distant metastases).
At 24 h, 33RR cells formed more distant metastases compared to 33 cells (Figure S7C), and
after three days, the volume of the total metastases was higher (Figures S6D-F) suggesting
seeding and growth of distant metastases.

We evaluated the efficacy of cabozantinib on the most aggressive cells, ie the 33RR cells.
Cabozantinib inhibited the appearance of local and distant metastases (Figures 6A and 6D). At
24 h, cabozantinib inhibited the appearance of more than 60% of distant metastases (Figure 6B)
and local invasion (Figure 6C) when compared to the control group.

Cabozantinib reduced the size and the number of pre-existing distant metastases (Figure 6E).
While metastases from untreated zebrafish grew after 48 h, cabozantinib reduced their size by
more than 50% (Figure 6F). These results strongly suggest that cabozantinib prevents metastatic

dissemination and inhibits the growth of metastases.

Cabozantinib induces tumor cell death of viable tumor sections from HNSCC patients.

Surgically resected HNSCC tumors were analyzed and sampled by a pathologist (JB). Two
samples’ biopsies from primary HNSCC and three from local relapses after cisplatin and
radiotherapy treatments (Table S2) were used. Sections of these tumor specimens (Figure 7A)

that conserved all the cells of the tumor microenvironment and tumor architecture are a highly
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relevant model to evaluate the efficacy of standard or innovative therapies. These sections were
exposed to cabozantinib or cisplatin for 4 days and the ATP levels that indirectly reflect the cell
viability were evaluated. Cabozantinib (SuM) decreased the viability of tumor sections more
efficiently when compared to a high concentration of cisplatin (10uM, Figure 7B).
Cabozantinib induced necrosis (HES staining, Figure 7C), inhibited tumor cell proliferation
(Ki67 staining, Figure 7D) and tumor cell death (TUNEL staining, Figure 7E) in tumors
sections.

Hence, the higher anti-tumor efficacy of cabozantinib (when compared to cisplatin) that was
observed in experimental tumors (mouse and zebrafish), was confirmed with surgical
specimens of human HNSCC. These results strongly suggest that cabozantinib is highly

relevant for the treatment of HNSCC.

Cabozantinib is efficient in a multi-resistant HNSCC patient.

Mr A, a 56 years-old patient, was diagnosed with a localized oropharyngeal HNSCC in 2012
and underwent an oropharyngectomy. In 2015, a first locally-advanced relapse was treated with
a sub-glosso-laryngectomy followed by radiotherapy. In 2019, a second relapse in irradiated
fields was treated by surgery and followed by anti-PD1 checkpoint inhibitor. In October 2019,
a third locally advanced relapse was treated in a palliative intent with a combination of cisplatin
75 mg/m?, docetaxel 75 mg/m?, cetuximab 400 mg/m? then weekly 250mg/m?, 4 cycles
followed by maintenance with cetuximab. In April 2020, he progressed and was rechallenged
with an anti-PD1 checkpoint inhibitor (May to July 2020). Molecular analyses were performed
after prescription of the molecular tumor board of PACA-East region (Nice, FRANCE) and
showed an amplification of MET and CCNDI genes. Hence, he received cabozantinib
60mg/day from January to September 2021. A stabilization followed by a partial and confirmed

response were observed between December 2020 and June 2021. In June, the dosage of
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cabozantinib was decreased to 40mg/day then 20mg/day because of adverse events (diarrhea).
The treatment was stopped after progression of the disease observed in September 2021. The
treatment of this patient with cabozantinib in the fifth-line of treatment showed a clinically
significant efficacy with a reduction of the tumor mass by 39% (47 to 29mm in the longest axis,
Figure 7F). The duration of cabozantinib efficacy was therefore clinically significant for a

heavily pretreated recurrent HNSCC patient.

DISCUSSION

Our study showed that acquired resistance of HNSCC to radiotherapy and cisplatin (HNSCC
cell lines and patients) depends on MET and AXL. Moreover, high expression of MET or AXL
correlates with shorter survival.

Cabozantinib is a first in class inhibitor of VEGFR, MET and AXL. Promising effects of
cabozantinib were observed in several cancers especially metastatic renal cell carcinoma (15).
Our results pave the way to early phase clinical trials to validate cabozantinib as a second-line
treatment for HNSCC patients following relapse on radio/chemotherapy. Moreover,
comparison of cabozantinib to cisplatin with several in vitro and in vivo models but also with
human HNSCC specimens suggests better efficacy of the targeted therapy. The inhibition of
MET and AXL that results in decreased migration and invasion and then death of tumors cells
plus inhibition of angiogenesis depending on VEGFR blockade explains in part the anti-tumor
effects of cabozantinib. Hence, inhibiting angiogenesis alone (bevacizumab) in such tumors is
insufficient and does not increase survival of HNSCC patients (35)

Like cabozantinib, other multitarget antiangiogenic agents, such as lenvatinib, an anti-VEGFR,
anti-FGFR and anti-RET showed promising results in combination with pembrolizumab (anti-

PD1) in the first-line for HNSCC patients (36). A phase III clinical trial (NCT04199104)
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combining pembrolizumab and lenvatinib for patients with HNSCC is ongoing after
encouraging results in phase IB/II (37).

PIk1 is a mitotic kinase, which is expressed in proliferating cells during the G2 and M
phases of the cell cycle. High levels of Plkl correlate with HNSCC aggressiveness (33).
Degradation of cabozantinib-dependent Plk1 correlated with mitotic catastrophe resulting in
generation of multinucleated giant cells that ultimately died from apoptosis and/or other modes
of cell death (34).

Two somatic mutations of MET have been identified in HNSCC: Y1230C, known as
the MET germline mutation, which predisposes to hereditary renal cell carcinoma, and Y1235D
that induces a constitutive kinase activity (16). Despite a low frequency of mutations in MET,
overexpression of HGF and its receptor was observed in more than 80% of HNSCC. MET
signaling, which is activated by HGF, results in receptor dimerization and phosphorylation
leading to the recruitment of a network of intracellular adapters and effector proteins such as
phosphoinositide 3-kinase (PI3K), phospholipase Cy 1 (PLCy1), growth factor receptor-bound
protein 2 (Grb2), Grb2-associated binding protein 1 (GaB1), and signal transducer and activator
of transcription 3 (STAT3). Consequently, activated MET stimulates several intracellular
signaling pathways, including the PI3K/AKT, STAT3, SRC/FAK (FAK, focal adhesion kinase)
and mitogen-activated protein kinase (MAPK)/ERK pathways. Activation of these pathways
results in increased cell proliferation, survival, inhibition of apoptosis, migration, invasion, and
metastasis. HGF/MET signaling correlates with increased rates in relapse and shorter survival
of HNSCC patients (17,18). In addition, the HGF/MET pathway mediates resistance to anti-
EGFR inhibitors that entered the therapeutic arsenal of HNSCC (19-21).

AXL, which stems from the Greek word for uncontrolled “anexelekto,” is a RTK belonging to
the tumor-associated macrophage (TAM) family, including TYRO-3, AXL, and MER (22). The

MET-RTK family, includes MET and RON, and shares a high degree of sequence similarity
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with the kinase domain of AXL. Gas6/AXL signaling mediates survival, proliferation, motility,
and invasion by harnessing a diverse repertoire of signaling networks. Gas6/AXL signaling
stimulates the expression of antiapoptotic proteins such as Bcl-2 and Bcel-xL, phosphorylation,
and activation of NF-kB, phosphorylation and stabilization of Bad, and inhibition of
proapoptotic proteins such as caspase 3. Moreover, AXL activates the MET signaling pathway
(23).

Overexpression of AXL induces resistance to cetuximab (24), erlotinib (25) and radiotherapy
(26) in HNSCC. AXL activation stimulates the PI3K pathway and induces overexpression of
PD-LI1 resulting in resistance of HNSCC to radiotherapy (26).

Despite the benefits of immune checkpoint inhibitors, their use as a monotherapy was
disappointing. Indeed, the efficacy of anti-PD-1 or anti-PD-L1 as monotherapy in first- and
second-line therapy for recurrent or metastatic HNSCC (15 to 20 % ORR) was modest.
Various combinations of inhibitors of angiogenesis and anti-PD-1 and anti-PD-L1 antibodies
are in clinical development for patients with advanced solid tumors, with promising results.
Increased levels of local and circulating VEGF have immunosuppressive effects (30). VEGF
inhibits differentiation of monocytes into dendritic cells and promotes the accumulation and
proliferation of immunosuppressive cell types such as myeloid-derived suppressor cells
(MDSCs) and regulatory T cells.

AXL excludes T-cells from tumors and inhibits the dendritic cell activity (27). In experimental
tumors in mice, AXL inhibits the expression of MHC class I proteins and reduces the levels of
infiltrated immune cells and the production of cytokines (28). In patients with metastatic
melanoma, high levels of AXL mRNA correlate with resistance to anti—-PD-1 (29).

HGF/MET signaling stimulates the expression of PD-L1 by tumor cells resulting in

immunosuppressive effects (31,32). In vivo, cabozantinib reduced the number and activity of
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MDSCs, impairing their ability to inhibit the proliferation of effector T cells, and increased
tumor CD8" T-cell infiltration (30).

Importantly, our preliminary results showed that cabozantinib, stimulates the expression
of immune checkpoint PD-L1 and PD-L2. Hence, we anticipate that the combination of
cabozantinib and anti-PD-1 or anti-PD-L1 could represent a highly relevant combination as
first-line treatment.

The combination of cabozantinib and nivolumab is very efficient for the treatment of
metastatic renal cell carcinoma (phase III clinical trial, intermediate results, median PFS = 16.6
months). Cabozantinib should decrease angiogenesis and the number of blood vessels.
Moreover, by inhibiting VEGFR2, AXL and MET, cabozantinib should enhance the efficacy
of anti-PD1 with an increase in CD8+ T lymphocytes within the tumor and a decrease in the
number of immunosuppressive MDSC.

Based on these hypotheses, a phase 2 clinical trial combining pembrolizumab (anti-PD-1) and
cabozantinib in recurrent or metastatic HNSCC (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03468218)
is ongoing. Based on our results, these patients should overexpress AXL and MET (relapse
after cisplatin/radiotherapy) and should benefit from cabozantinib.

We also obtained the first proof-of-concept for the efficacy of cabozantinib in a multi-treated
HNSCC patient. Cabozantinib was administered in the fifth line and was efficient for 8§ months.
In conclusion, our results strongly suggest that cabozantinib is very relevant to treatment of
HNSCC at relapse following radiotherapy and cisplatin. These very encouraging results require

clinical validation.

METHODS

Cell culture
CAL27 HNSCC cells were purchased from the American Tissue Culture Collection. CAL33

HNSCC cells were purchased from DSMZ. CAL27R and CAL33R are cisplatin resistant cells
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and were obtained by chronic exposure to increasing concentrations of cisplatin up to 10 pM.
CAL33xR cells are resistant to irradiation and were obtained with 25 rounds of 8 Gy irradiation.
CAL33RR and CAL27RR cells are resistant to cisplatin and irradiation and were obtained from

CAL33R and CAL27R cells and after 25 rounds of 8Gy irradiation.

Cell viability (XTT)

5x10° cells were incubated in 96-well plates with different effectors for the times indicated in
the figure legends. 50 pl of sodium 3'-[1-phenylaminocarbonyl)-3,4- tetrazolium]-bis(4-
methoxy-6-nitro) benzene sulfonic acid hydrate (XTT) was added to each well (Roche). The
assay is based on the cleavage of the yellow tetrazolium salt XTT to form an orange formazan
dye by metabolically active cells. Absorbance of the formazan product, reflecting cell viability,

was measured at 490 nm. Each assay was performed in quadruplicate.

Cell number - ADAM

Cell viability and cell death was assessed using the ADAM-MC apparatus (NanoEnTek, Guro-
gu, Seoul, Korea) based on fluorescent propidium iodide staining according to the

manufacturer's instructions.

Colony formation assays
HNSCC cells (3000 cells per condition) were treated or not with cabozantinib (BMS-907351,
Cat No.S1119). Colonies were detected after 10 days of culture. Cells were then washed, fixed

and stained with GIEMSA (Sigma).
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Immunoblotting

Cells were lysed in buffer containing 7.5% SDS, 30% glycerol, 0.3 M Tris pH6.8. 30 to 50 pg
of proteins were separated on 10% SDS-PAGE, transferred onto a PVDF membrane
(Immobilon, Millipore) and then exposed to the appropriate antibodies. Proteins were
visualized with the ECL system using horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-
mouse secondary antibodies. The following primary antibodies were used: Plkl (Abcam,
ab17056, mouse), phospho-AXL (Cell signaling, #5724S), phospho-MET (Cell signaling,
#3077S), phospho-ERK (Cell signaling, #9101S), phospho-AKT (Cell signaling, #92715),
phospho-SRC (Cell signaling, #2101S), ERK 1/2 (abcam, ab32538), AKT (Cell signaling,
#9272) SRC (Cell signaling, #2109S), MET (Invitrogen, 37-0100), PARP (Cell signaling,

#9532), HSP9O0 (Cell signaling, #4877) and HSP60 (Cell signaling, #12165).

Flow cytometry

Analysis of apoptosis

Following incubation with cabozantinib, cells were washed with ice-cold PBS and stained with
the annexin-V-fluo and propidium iodide (PI) according to the manufacturer’s procedure
(Biolegend). Fluorescence was measured using the FL2 and FL3 channels of a fluorescence-
activated cell sorter apparatus (FACS-Calibur cytometer).

Cell cycle analysis

After treatment, cells were washed, fixed in ethanol 70% and, finally, left overnight at -20°C.
Cells were next incubated in PBS, 3 pg/ml RNase A and 40 pg/ml of PI for 30 min at 4 °C.
Cellular distribution across the different phases of the cell cycle or DNA content was analyzed

with a FACS-Calibur cytometer.
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Quantitative Real-Time PCR (qPCR) experiments

lug of total RNA was used for the reverse transcription, using the QuantiTect Reverse
Transcription kit (QIAGEN, Hilden, Germany), with a blend of oligo (dT) and random primers
to prime first-strand synthesis. SYBR master mix plus (Eurogentec, Liege, Belgium) was used

for qPCR. The mRNA level was normalized to 36B4 mRNA.

Migration assays

8x10* cells were seeded into the top chamber of cell culture inserts with 8.0 pm pore
transparent PET membrane (Corning, Falcon, Cat No: 353097) in medium without FBS, while
medium with 10% FBS was present in the bottom chamber. After 24 h, media and remaining
cells were removed from the top chamber. Inserts were fixed with 3% PFA. Cells that migrated
through the filter and adhered to the lower surface were stained for 10 min with 0.5% crystal

violet in 25% ethanol and were analyzed and quantified.

Tumor spheroid invasion assays

A cell suspension of 1.5 x 10* cells/ml was prepared and 200 pl of this suspension were seeded
in 24 wells containing solidified agarose 1% incubated at 37°C for 48 h. Spheroids containing
3000 cells each were placed on the inside face of the cover of a culture dish and incubated at
37°C. Formed spheroids were transferred into 12 wells containing 50 puL of the following mix:
200 pl matrigel (Corning® Matrigel® Matrix), 100 pl collagen I (8mg/ml; corning), 80 pl
HEPES 1 M and 320 uLL DMEM 7% FCS and grown for the designated time. The diameters of
spheroids were monitored with a EVOS optical microscope. Cell invasion through the
surrounding matrigel/collagen was measured using ImagelJ software and the final spheroid size

was compared to the initial size at time zero.
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Tumor xenograft experiments

5x10° CAL33 or CAL33RR cells were injected subcutaneously into the flanks of 5-week-old
nude (nu/nu) female mice (Janvier, France). The tumor volume was determined with a caliper
(v = L*12*0.5). When the tumor reached 80 mm?, mice were treated five times a week for 4
weeks, by gavage with placebo (dextrose water vehicle), cabozantinib (40 mg/kg) or by
intraperitoneal injection three times per week with cisplatin (4 mg/kg). This study was carried
out in strict accordance with the recommendations of the Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals. Our experiments were approved by the ‘‘Comité national institutionnel

d’éthique pour I’animal de laboratoire (CIEPAL)’’ (reference: 2018102510495275 — PEA 535).

Toxicity evaluation
At the end of the experiment, blood from mice was drawn. The blood formula was tested using

Hemavet (HV950FS - Drew Scientific) after treatments (alone or combined).

Immunohistochemistry
Sections of formol-fixed and paraffin-embedded tumors were stained with HES and necrotic
area were quantified. Sections were incubated with anti-mouse CD31 (clone MEC 13.3, BD

Pharmingen, diluted at 1:500) or Ki67 (clone MIB1, DAKO, Ready to use) antibodies.

Zebrafish metastatic tumor model

All animal experiments were approved by the Northern Stockholm Experimental Animal
Ethical Committee. Zebrafish embryos were raised at 28°C under standard experimental
conditions. Zebrafish embryos at the age of 24 hpf were incubated in aquarium water containing
0.2 mmol/L 1-phenyl-2-thio-urea (PTU, Sigma). At 48 hpf, zebrafish embryos were

dechorionated with a pair of sharp-tip forceps and anesthetized with 0.04 mg/mL of tricaine
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(MS-222, Sigma). Anesthetized embryos were subjected to microinjection. CAL33RR tumor
cells were labeled with a Vybrant DiD cell-labeling solution (LifeTechnologies). Tumor cells
were resuspended in PBS and approximately 5 nl of the cell solution was injected into the
perivitelline space (PVS) of each embryo by an Eppendorf microinjector (FemtoJet 5247). Non-
filamentous borosilicate glass capillarie needles were used for injection. The injected zebrafish
embryos were transferred into PTU aquarium water. For figure 6, fish were treated with
cabozantinib (1 pM). For figure 7, 24 h after injection, only zebrafish with metastases were
chosen and treated with cabozantinib (1 uM). Zebrafish embryos were monitored for 72 h to

investigate tumor metastasis using a fluorescent microscope (Nikon Eclipse 90).

Patients

Informed consent was obtained from all individual participants included in the study. All
patients gave written consent for the use of tumor samples for research. This study was
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki (Centre Antoine Lacassagne
Biological Resource Center).

HNSCC patients from Centre Antoine Lacassagne - Treatment of primary HNSCC viable 3D

sections

Five HNSCC tumor specimens obtained just after surgery were provided through collaboration
with the Centre Antoine Lacassagne (Pr A. Bozec). Viable tumor sections (250 pm, tumor
samples were confirmed by a pathologist (Dr J. Boyer)) were obtained with a vibratome
HM650V machine. They were seeded in Airway Epithelial Cell Growth Medium (PromoCell)
supplemented with NormocureTM (Invivogen) and treated with a range of cabozantinib (5 uM)
or cisplatin concentrations (3 pM and 10 uM) . Tumor sections were then paraffin-embedded
and analyzed using HES for the quantification of necrotic areas and TUNEL staining (In

Situ Cell Death Detection Kit, sigma) for the quantification of dead cells. Tumor sections were
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lysed and the ATP concentration evaluated (ATP Bioluminescence Assay Kit HSII, Roche),
normalized to the protein concentration and represented as a read-out of viability (see Figure 7;

Table S2).

French cohort: HNSCC patients from the Centre Antoine Lacassagne — mRINA analysis

The mRNA level of different genes was analyzed in tumor/metastasis, for the same patients, at
diagnosis and at relapse after cisplatin and radiotherapy for twenty HNSCC patients (see Table
S1).

OS was calculated from patient subgroups with mRNA levels that were less or greater than the

median value.

TCGA cohort: HNSCC patients - mRNA analysis:

Normalized RNA sequencing (RNA-Seq) data produced by The Cancer Genome Atlas (TCGA)
were downloaded from cBioportal (www.cbioportal.org, TCGA Provisional; RNA-Seq V2).
Data were available for 530 HNSCC tumor samples TCGA subjected to mRNA expression
profiling.

DFS and OS were calculated from patient subgroups with mRNA levels (z-score) that were less

or greater than the third quartile value.

Statistical analysis

For in vitro and in vivo:

Statistical analyses were performed with Prism 8 software. Datas are expressed with mean +/-
the standard error (SEM). Significance was determined with the Student’s 7-test. The ANOVA

with Bonferroni post hoc test was used for multiple comparisons.
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For patients:

The Student’s #-test was used to compare continuous variables and the chi-square test, or
Fisher’s exact test (when the conditions for use of the y*-test were not fulfilled), were used for
categorical variables. DFS was defined as the time from surgery to the appearance of metastasis.
OS was defined as the time between surgery and the date of death from any cause, censoring
those alive at the last follow-up. The Kaplan-Meier method was used to produce survival curves

and analyses of censored data were performed using Cox models.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 HNSCC resistant cells are more aggressive and overexpress AXL and c-MET.
(A) Naive (33), cisplatin resistant CAL33 (33R), irradiation resistant CAL33 (33xR) and double
resistant (33RR) CAL33 cells were incubated with cisplatin for 48 h. Cell viability was
evaluated with XTT assays.

(B) Naive (27), cisplatin resistant CAL27 (27R) and double cisplatin and irradiation resistant
(27RR) CAL27 cells were incubated with cisplatin for 48 h. Cell viability was evaluated by
XTT assays.

(C and D) 33, 33R, 33xR, 33RR, 27, 27R and 27RR cells were irradiated with 4Gy and the
clonogenic potential was evaluated after 10 days (see Figure S1A)

(E and F) Serum-stimulated cell migration after 24 h was analyzed using Boyden chamber
assays for 33, 33R, 33xR, 33RR, 27, 27R and 27RR cells. (see Figure S1B).

(G and H) 33, 33R, 33xR, 33RR, 27, 27R and 27RR cell invasion after 3 days was evaluated
using spheroid assays.

(I and J) AXL and MET mRNA levels in 33, 33R, 33xR, 33RR, 27, 27R and 27RR cells were
determined by qPCR. Control conditions were considered as the reference value (1) (see Figure
S1C).

(K and L) phospho-AXL (p-AXL), AXL, phospho-MET (p-MET), MET were evaluated by
immunoblotting of 33, 33R, 33xR, 33RR, 27, 27R and 27RR cells. HSP60 served as a loading
control.

Statistics were performed using the ANOVA test: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

Figure 2 MET and AXL are overexpressed in patient tumors following relapse after

cisplatin plus irradiation and correlate to poor prognosis.
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(A) The levels of MET and AXL mRNAs in healthy tissue and in HNSCC (TCGA cohort) were
compared.

(B) The levels of MET and AXL. mRNA in HNSCC at diagnosis were compared with the levels
in HNSCC after relapse on cisplatin plus irradiation (paired samples for each patient at
diagnosis and relapse, French cohort, see Table S1).

(C to F) The levels of MET (C and E) and AXL (D and F) mRNA in HNSCC patients
(diagnosis) from the French (C and D) and the TCGA cohorts (E and F) correlated with OS.
The Kaplan-Meier method was used to produce survival curves and analyses of censored data

were performed using Cox models. Statistical significance (p values) is indicated.

Figure 3 Cabozantinib inhibits migration, invasion and proliferation of HNSCC cells.
(A) CAL33RR cells were treated with cabozantinib (5uM) for 1 to 24 h. phospho-AXL (p-
AXL), AXL, phospho-MET (p-MET), MET, phospho-AKT (p-AKT), AKT, phospho-SCR (p-
SRC), SCR were evaluated by immunoblotting. Actin served as a loading control.

(B) Serum-stimulated cell migration, with cabozantinib (cabo) after 24 h was analyzed using
Boyden chamber assays in 33, 33R, 33xR and 33RR cells. Representative images are shown.
(C) 33, 33R, 33xR and 33RR cells were treated with cabozantinib (5uM) and cell invasion was
evaluated after 3 days using spheroid assays. Representative images are shown.

Statistics were performed using the ANOVA test: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Figure 4 Cabozantinib induces cell cycle arrest, polyploidy and cell death.

(A) 33, 33R, 33xR and 33RR cells were treated with increasing concentrations of cabozantinib
for 48 h. Viable cells were evaluated with ADAM assays.

(B) 33, 33R, 33xR and 33RR cells were treated with cabozantinib 2.5 or 5SuM and clonogenic

potential was evaluated after 10 days. Representative images are shown (see Figure S2D).
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(C) 33, 33R, 33xR and 33RR cells were treated with SuM cabozantinib for 24 h. The cell cycle
was analyzed by cytometry.

(D to F) 33, 33R, 33xR and 33RR cells were treated with 5uM cabozantinib for 48 h.

(D) Cells were labeled for 15 min with PI and analyzed by flow cytometry. Histograms
represent the percentage of cells with a DNA content of 4N, 8N and 16N.

(E) Plk1, PARP and cleaved PARP (reflecting apoptosis) were detected by immunoblotting.
HSP90 served as a loading control.

(F) Cells were stained with PI/AV. Histograms showed AV*/PI" cells (apoptosis) and AV*/PI*

cells (post-apoptosis and/or another cell death).

Statistics were performed using ANOVA test: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Figure 5 Cabozantinib has a strong anti-tumor effect on experimental HNSCC in mice
5x10° CAL33 or CAL33RR cells were injected subcutaneously into the flanks of nude mice.
When the tumors reached 80 mm?, mice were treated five times a week for 4 weeks, by gavage
with placebo (dextrose water vehicle), cabozantinib (40 mg/kg) or by intraperitoneal injection,
three times per week with cisplatin (4 mg/kg).

(A and B) The tumor volume was measured twice weekly as described in the materials and
methods.

(C) The tumor weight was measured at the end of the experiment.

(D) Necrosis was evaluated (HES staining).

(E) Detection of p-MET and p-AXL expression in the tumor. Representative images are shown.
(F) Ki67 IHC (proliferative cells). Representative images are shown.

(G) Detection of blood vessel CD31+ by IHC. Representative images are shown.

Statistics were performed using ANOVA test: p value are indicated.
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Figure 6 Cabozantinib inhibits appearance of HNSCC metastases and decreases the size
of pre-existing HNSCC metastases in zebrafish

(A to D) Zebrafish embryos (n=30) were injected with 33RR cells (labeled with red DiD) into
the perivitelline space and treated with cabozantinib for 72 h (cabo, 1uM). Zebrafish embryos
were monitored for tumor metastases using a fluorescent microscope. Representative images
are shown, and the area of metastases was quantified.

(A) Representative images of local and distant metastases. Arrow indicates injection space at
t0.

(B) Percentage of fish with distant metastases after 24 h.

(C) Evaluation of invasion of local metastases after 72 h.

(D) Quantification of the area of distant metastases during 72 h.

(E and F) Zebrafish embryos (n=20) were injected with 33RR cells (labeled with red DiD) into
the perivitelline space. 24 h later, only zebrafish with metastases were chosen and treated for
48 h with cabozantinib (cabo, 1 uM). Zebrafish embryos were monitored to visualize tumor
spreading using a fluorescent microscope.

(E) Representative images are shown.

(F) Comparison of the area of distant metastases between the cabozantinib and control-treated
groups. Representative images are shown.

Statistics were performed using the ANOVA test: ** p<0.01, *** p<0.001.

Figure 7 Cabozantinib is efficient on 3D viable sections of surgically resected HNSCC.

Samples of HNSCC obtained from patients following surgery were analyzed by a pathologist
(HNSCC samples, Table S2). The tumor samples were surrounded by agarose and viable 3D
tumor sections (250um) were obtained with a vibratome. Viable 3D tumor sections were

cultured in a specific medium and treated for 96 h with cabozantinib (5uM) or cisplatin (3 and
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10uM). The results of the sections of tumors from diagnosed patients are shown in black and
from patients who relapsed after cisplatin and radiotherapy are shown in red in the different
panels.

(A) The experimental protocol is shown.

(B) The concentration of ATP provides a read-out of the tumor section viability.

(C to E) Viable 3D tumor sections were paraffin-embedded and stained with HES to quantify
the areas of necrosis (C), with Ki67 to quantify cell proliferation (D), and with TUNEL to
quantify apoptotic cells (E). Representative images are shown.

Statistics were performed using the ANOVA test, p value are indicated.

(F) A HNSCC patient treated with cabozantinib. Mr A had a HNSCC and was treated in fifth-
line with cabozantinib 60mg/day from January to September 2021 at the Centre Antoine
Lacassagne. The tumor burden was stable form December 2020 to March 2021 followed by a
partial response from March to September 2021. CT-scans of the tumor mass enhanced with
contrasting product are shown (baseline, after 3 months of cabozantinib, after 6 months of

cabozantinib).
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Figure S1 HNSCC resistant cells are more aggressive and overexpress AXL and c-MET.
(A) Results from RNAseq of CAL33 vs CAL33RR and CAL27 vs CAL27RR cells.

(B) Quantification of the clonogenic potential of 33, 33R, 33xR, 33RR, 27, 27R and 27RR cells
irradiated with 2 or 4 Gy.

(C) The quantification of serum-stimulated cell migration after 24 h was analyzed using Boyden
chamber assays in 33, 33R, 33xR, 33RR, 27, 27R and 27RR cells.

(D) 33, 33R, 33xR, 33RR, 27, 27R and 27RR cell invasion after 4 or 7 days was evaluated
using spheroid assays. Day 0 was considered as the reference value (1).

Statistics were performed using the ANOVA test: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Figure S2 MET and AXL are associated with a poor prognosis of HNSCC.

HNSCC patients’ samples were analyzed for MET, AXL, VEGFR2 and VEGFR3 mRNA or
protein (AXL) levels (z-score). These results are in whole or in part based upon data generated
by the TCGA Research Network. The levels of MET (A), AXL (B), VEGFR2 (E), VEGFA (F),
VEGFR3 (G) and VEGFC (H) mRNA in HNSCCs correlated with DFS. The AXL protein
levels correlated with DFS (C) and OS (D). DFS and OS were calculated from patient
subgroups with mRNA or protein levels that were less or greater than the third quartile value.
The Kaplan-Meier method was used to produce survival curves and analyses of censored data

were performed using Cox models. Statistical significance (p value) is indicated.

Figure S3 Cabozantinib inhibits migration, invasion and proliferation of HNSCC cells.
(A) CAL27RR cells were treated with SpM cabozantinib (cabo) for 1h and phospho-AXL (p-
AXL), phospho-MET (p-MET) and phospho-AKT (p-AKT) were evaluated by

immunoblotting. GAPDH served as a loading control.
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(B) 27, 27R and 27RR cells were treated with cabozantinib 5 uM (cabo) and cell invasion after
3 days was evaluated using spheroid assays. Representative images are shown.

(C) 27, 27R and 27RR cells were treated with increasing concentrations of cabozantinib for 48
h. Viable cells were evaluated with ADAM assays.

(D) 27, 27R and 27RR cells were treated with cabozantinib 2.5 or 5 uM and the clonogenic
potential was measured after 10 days. Representative images are shown.

(E) 27, 27R and 27RR cells were treated with cabozantinib 2.5 or 5 uM and the clonogenic
potential was determined after 10 days. Representative images are shown.

Statistics were performed using the ANOVA test: *** p<0.001.

Figure S4 Cabozantinib induces cell cycle arrest, polyploidy and cell death.

(A) 27, 27R and 27RR cells were treated with cabozantinib 5 uM for 24 h. The cell cycle was
analyzed by cytometry.

(B to E) 27, 27R and 27RR cells were treated with cabozantinib 5 uM for 48 h.

(B) Cells were labeled for 15 min with PI and analyzed by flow cytometry. Histograms
represent the percentage of cells with a DNA content of 4N, 8N and 16N.

(C) Representative cell cycles and polyploidy are shown (27RR cells).

(D) PARP and cleaved PARP (reflecting apoptosis) were evaluated by immunoblotting. HSP60
served as a loading control.

(E) Cells were stained with PI/AV. Histograms show AV*/PI" cells (apoptosis) and AV*/PI*

cells (post-apoptosis and/or another cell death).

Statistics were performed using the ANOVA test: *** p<0.001.
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Figure S5 Cabozantinib induces necrosis and acts as an anti-angiogenic drug in
experimental HNSCC.

(A) Representative images of necrosis of tumors from control and cabozantinib-treated mice at
different magnifications (x40, x100, x200).

(B) Representative images of tumors with blood vessels are shown.

(C) Mouse CD31 mRNA levels were measured by qPCR.

Figure S6 Comparison of the ability of CAL33 and CAL33RR cells to form local and
distant metastases in zebrafish.

(A to F) Zebrafish embryos (n=30) were injected with CAL33 or CAL33RR cells (labeled with
red DiD) into the perivitelline space. Zebrafish embryos were monitored for tumor metastases
using a fluorescent microscope.

(A) Representative images of local metastases (without, few or high local metastases).

(B) The appearance and development of local metastases were visualized during 72 h.

(C) Percentage of fish with distant metastases after 24 h.

(D) Evaluation of the development of distant metastases after 72 h.

(E) Determination of the development of CAL33 cell distant metastases during 72 h.

(F) Evaluation of the development of CAL33RR cell distant metastases during 72 h.

(G) Zebrafish embryos (n=20) were injected with CAL33RR cells (labeled with red DiD) into
the perivitelline space. 24 h later, only zebrafish with metastases were chosen and treated for
48 h with cabozantinib (cabo, 1 uM). Zebrafish embryos were monitored for tumor metastasis
using a fluorescent microscope. Areas of distant metastases were quantified. Statistics were

performed using the ANOVA test. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Table S1 The characteristics of the HNSCC patients (French cohort) included in the study

(see Figure 2).

Table S2 The characteristics of the HNSCC patients included in the study (see Figure 7).
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Diagnostic

radiotherapy +

Relapse
after

platin treatment

Number 20

Sex

Female 5 (15%)

Male 15 (75%)

pT

1/2 7 (77.8%) 6 (54.5%)
3/4 2 (22.2%) 5 (45.5%)
X 11 9

pN

0 3 (33.3%) 10 (90.9%)
21 6 (66.7%) 1(9.1%)
X 11 9

pM

0 20 (100%) 16 (80%)
1 0 (0%) 4 (20%)
Location

Oral cavity 10 (50%) 5 (25%)
Oropharynx 7 (35%) 13 (65%)
Larynx 3 (15%) 0 (0%)
Lung 0 (0%) 2 (10%)
DFS (median) 37 months

OS (median) 119.1 months

Table S1




HNSCC patients

Number 5
Tumor from

Diagnostic 2 (40%)
Relapse after radiotherapy + platin treatment 3 (60%)
Sex

Female 2 (40%)
Male 3 (60%)
pT

1/2 1 (20%)
3/4 4 (80%)
pN

0 3 (75%)
> 1 1 (25%)
X 1
pM

0 5 (100%)
1 0 (0%)
Location

Oral cavity 3 (60%)
Oropharynx 2 (40%)

Table S2



3. ARTICLE N°3

Le suppresseur de tumeur ROBO2 réduit 'expression de PLK1 et

agressivité des cancers des VADS

INTRODUCTION

Les carcinomes épidermoides des voies aéro-digestives supérieures (VADS)
représentent le cinquieme cancer le plus fréquent au monde. Il induit une forte
mortalité en raison de la prise en charge tardive et de l'échec des traitements de
référence par chirurgie, cisplatine et radiothérapie. Actuellement, 50% des patients
rechutent localement et succombent a la maladie en raison de la résistance a la
chimiothérapie et a la radiothérapie. Les cancers des VADS sont tres agressifs et
caractérisés par plusieurs altérations génétiques, induisant de fortes capacités
prolifératives et métastatiques'?.

PLK1 a été identifiée chez Drosophila melanogaster et présente un domaine
catalytique trés conservé chez la majorité des especes. PLK1 appartient a une famille
de sérine thréonine kinases qui comprend cing membres : PLK1, PLK2, PLK3, PLK4 et
PLK53. Tous les membres possédent deux domaines : un domaine kinase en N-terminal
de 252 acides aminés excepté PLK5, et un domaine polo-box en C-terminal, contenant
deux polo-box excepté PLK4 qui n’en contient qu’une seule de 60 a 70 acides aminés®.
PLK1 est exprimée dans les cellules en division. Elle est essentielle a la prolifération
cellulaire et au maintien de la stabilité du génome®.

622 protéines partenaires peuvent se lier a PLK1 pendant les différentes étapes du
cycle cellulaire® et son expression augmente en phase G2 du cycle cellulaire. Son
activité catalytique atteint son maximum en phase M (mitose) et diminue a la fin de
la mitose.

Lors de la phase G2, PLK1 est activée par la kinase Aurora A et son cofacteur Bora’.
En début de mitose, PLK1 phosphoryle Cdc25C pour former le complexe Cdk1/Cycline
B qui permettra la progression du cycle cellulaire®. Durant la mitose, PLK1 permet la
maturation des centrosomes, la réponse aux dommages a I'ADN, lattachement des
microtubules aux kinétochores, la ségrégation des chromosomes et la cytokinése. En
fin de mitose, PLK1 est alors dégradée par le protéasome ce qui met fin a la mitose®.
PLK1 est seulement exprimée dans les cellules qui proliferent dans le thymus, la rate
et les organes reproducteurs. En revanche, son expression est fortement augmentée
dans de nombreuses tumeurs comme les cancers des VADS. Cette surexpression
favorise la résistance aux traitements et est associée a un mauvais pronostic'®,

ROBO2 (Roundabout Guidance Receptor 2) fait partie la famille ROBO
comprenant quatre membres : ROBO1, ROBO2, ROBO3 et ROBO4. Cette famille de
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récepteurs membranaires fait partie de la superfamille des immunoglobulines. ROBO2
est stimulé par SLIT2, une glycoprotéine sécrétée appartenant a une famille
comprenant trois membres, SLIT1, SLIT2, SLIT3. SLIT2 lie par son domaine LRR2
(régions riches en leucines) le premier domaine Igl (immunoglobuline 1) de ROBO2*.
Le complexe ROBO2-SLIT2 a été découvert chez la drosophile’® et se forme
majoritairement dans le systéme nerveux mais aussi dans certains organes tels que
les reins et les poumons.

Les couples ROBO/SLIT induisent la mise en place des circuits neuronaux lors du
développement des vertébrés et des invertébrés'. Ils favorisent lorganogenése*’® et
également langiogenése en permettant la motilité des cellules vasculaires
endothéliales!®'’. Une dérégulation de l'expression de ROBO/SLIT est responsable du
développement et de la progression tumorale et a long terme, de métastases. En
fonction des cancers, la voie de signalisation ROBO/SLIT est activée ou inhibée. Elle
est considérée comme oncogene dans les cancers colorectaux et les carcinomes

1820 mais posséde un réle anti-tumoral dans les cancers du sein?, de

hépatocellulaires
la vessie?’, des ovaires®® et lostéosarcome®.

L’hyper-méthylation du promoteur de ROBO2 diminue son expression et stimule la
prolifération, la migration et linvasion des cellules tumorales dans les cancers des
VADS?. Aucune étude n’a encore fait le lien entre PLK1 et ROBO2. Nous supposons
ici que linhibition par hyper-méthylation de ROBO2 serait a lorigine de la surexpression

de loncogeéne PLK1 conduisant & un mauvais pronostic chez ces patients.
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MATERIELS ET METHODES

e Culture cellulaire et transfection
Les cellules CAL27 ont été achetées auprés de ATCC (« UAmerican Tissue Culture
Collection »). Les cellules CAL33 ont été achetées auprées de DSMZ (« German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures »). Les fibroblastes sains humains ont
été isolés a partir d’'un tissu sain de patient, qui nous a été donné par le centre de
ressources biologiques du Centre Antoine Lacassagne (patient identifié H20-3893). Les
cellules ont été cultivées dans un milieu DMEM (glutaMAX™, Thermo Fisher Scientific)
complémenté avec du sérum de veau feetal 7% et 1% de pénicilline/streptomycine
(10 000 ug/ mL, Gibco® Life Technologies).
Les cellules CAL27 et CAL33 ont été transfectées avec un plasmide vide résistant a
Chygromycine (pcDNA3.1/Hygro(+), V87020, addgene) ou avec un plasmide ROBO2
résistant a 'hygromycine (Human ROBO?2 transcript variant 2 natural ORF mammalian
expression plasmid, HG10310-UT, Sino Biological Inc). Les clones CAL27 et CAL33 ont
été sélectionnés respectivement avec de 200 pg/mL et 400 pg/mL d’hygromycine B
Gold (100 mg/mL, ant-hg-5, invivogen). Les clones survivants ont été repiqués puis
amplifiés et testés. Les clones positifs pour ROBO2 ont été a nouveau sélectionnés
avec de 'hygromycine pour confirmer leur pureté, puis amplifiés et testés. Trois clones
postifs pour ROBO2 et 2 clones contréles ont été sélectionnés.
Comme inhibiteurs, le bortezomib (Velcade ®) (100nM) et le QVD (20uM) (Sigma,
SMLO063-1MG) ont été utilisés respectivement pour inhiber le protéasome et la mort
cellulaire.

e Test de clonogénicité
5000 cellules par condition ont été ensemencées en diametre 60. Les colonies ont
été détectées aprés 10 jours de culture. Les cellules ont ensuite été lavées, fixées et
colorées avec du GIEMSA (Sigma).

e Immunoblots
Les cellules ont été lysées dans un tampon contenant 7,5% de SDS, 30% de glycérol,
0,3 M Tris pH6,8. 30 a 50 pg de protéines ont été séparés sur des gels polyacrylamide
8-10% de SDS-PAGE, transférés sur une membrane PVDF (Immobilon, Millipore) puis
exposés aux anticorps appropriés. Les protéines ont été visualisées avec le systeme
ECL a laide d’anticorps secondaires conjugués a la peroxydase de raifort anti-lapin
ou anti-souris. Les anticorps primaires suivants ont été utilisés : PLK1 (Abcam,
ab17056), ROBO2 (Cell signaling, #45568S), ERK 1/2 (abcam, ab32538), AKT (Cell
signaling, #9272), c-ABL (Santa Cruz, sc-23), PAK1 (Cell signaling, #2602T), p38
(Abcam, ab32142), CDC42 (BD Biosciences, 610929), RAC1 (BD Biosciences, 610651),
phospho-ERK (Cell signaling, #9101S), phospho-AKT (Cell signaling, #9271S), phospho-
p38 (Cell signaling, #), phospho-ABL (Cell signaling, #2865S), phospho-PAK1 (Cell
signaling, #2601T).
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e Analyses par RT-qPCR
L’ARN des cellules a été purifié avec le kit RNeasy (Quiagen). Le kit « QuantiTect
Reverse Transcription » (Quiagen) a été utilisé pour obtenir TADNc. Le programme de
PCR a été exécuté sur lappareil « Professional Basic Thermocycler » (Biometra). Le
SYBR green (Eurogentec) a été utilisé pour la gPCR. Le niveau d’ARNm a été normalisé
avec de 'ARN messager controle 36B4.

e ARN interférent

Le siRNA de PAK1 et le siControle ont été obtenu auprés d’Ambion (siPAK1 Silencer®
Select - Validated (S10019) Cat#t: 4390824 ; Silencer™ Select Negative Control No. 1
siRNA Cat#f: 4390843). Le siROBO2 a été obtenu aupres de ThermoFisher (s12094).
150 000 cellules ont été ensemencées et transfectées avec les siRNAs PAK1 ou
Contréle (100nM/puit en plaque de culture de 6 puits) en utilisant 500 pL de milieu
opti-MEM (Gebco), en présence de 5 uL de Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen) et de
2 mL de milieu DMEM sans pénicilline/streptomycine. Aprés 48 h de transfection, un
immunoblot a été effectué.

e Test dlinvasion en matrigel
2000 cellules ont été ensemencées dans une plaque 48 puits, recouvertes d’agarose
0,8%. Apres deux jours, les sphéroides ont été mélangés avec 200 pL de matrigel
(Corning® Matrigel® Matrix), 100 uL de collagéne | (8 mg/mL; corning), 80 uL HEPES
1M et DMEM 7% FCS dans une plaque 12 puits. Le milieu de culture DMEM 7% a été
ajouté apres 2h, une fois le matrigel polymérisé. Des photos ont été effectuées a JO,
J2, J6 et J10.

e Test de migration par scratch assay (test de blessure)
Le test de blessure permet de mesurer la vitesse de migration cellulaire. Les cellules
sont cultivées jusqu'a la confluence (50 000-75 000 cellules respectivement pour les
CAL33 et CAL27 dans 75ulL) dans les puits « ibidi » en diamétre 35 (Culture-Insert 3
Well in p-Dish 35 mm, high, ibidi, 80366). Le lendemain matin (CAL27) et le lendemain
soir (CAL33) les puits sont enlevées et les cellules au bord de la plaie se polarisent
et migrent dans lespace de la plaie. Des photos sont prises a JO, J12 et J24.

e Expérience de Pull-down

Le pull-down est une méthode /n witro utilisée pour détecter ou confirmer les
interactions entre plusieurs protéines.

Ce test est similaire dans la méthodologie aux expériences de co-immunoprécipitation
dans son utilisation d'un ligand d'affinité pour capturer des protéines d’interaction.
L'approche pull-down utilise une protéine purifiée et étiquetée comme « appat » pour
lier toutes les protéines en interaction. 150uL de billes GST-PAK/condition (Laboratoire
C3M, Equipe Laurent Boyer) sont resuspendues dans 100uL de tampon RAC/condition.
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Les cellules sont ensemencées a confluence et lysée dans 1mL de tampon RAC (25mM
Tris pH 7.5 + 150mM NaCl + 5mM MgCI2+ 0,5% Triton-X100 + 4% glycérol + 10mM
NaF dans 100mL d'eau). Le lysat est centrifugé pendant 10 min a 4°C. 65uL de
surnageant est resuspendu dans du Laemmli 4X (lysat total).

Le reste du surnageant est mélangé a 100puL de billes GST-PAK puis incubés 1h a 4h
sur agitateur a rotation. Le surnageant est aspiré puis les billes sont lavées trois fois
avec du tampon RAC. Le culot est ensuite resuspendu dans du Laemmli 4X. les
échantillons sont chauffés 5min a 95°C. Le surnageant est récupéré a la seringue
Hamilton. Un immunoblot est ensuite réalisé sur les échantillons des lysats totaux et
GST-PAK.

e Patients

Tous les patients ont donné leur consentement écrit pour lutilisation d’échantillons
de tumeurs pour la recherche. Cette étude a été menée conformément a la Déclaration
d’Helsinki.

Cohorte TCGA : patients atteints d'un cancer des VADS - Analyse de 'ARN messager
de PLK1 et de ROBOZ2 : Les données sur le séquencage normalisé de UARN messager
(RNA-Seq) produites par The Cancer Genome Atlas (TCGA) ont été téléchargées a
partir de cBioportal (www.cbioportal.org, TCGA Provisional ; ARN-Seq V2). Les données
sont disponibles pour 530 échantillons de tumeurs VADS soumis a un profilage
d’expression d’ARNm.

La survie sans progression (DFS) et la survie globale (OS) ont été calculées a partir
de sous-groupes de patients dont les niveaux de ROBO2 (z-score) étaient inférieurs
ou supérieurs a la valeur du 1°¢ quartile. Les corrélations entre l'expression de PLK1

et de ROBOZ2 ont été établies a partir de sous-groupes de patients dont les niveaux
de ROBO2 ou PLK1 (z-score) étaient supérieurs au 1° quartile.

Cohorte de patients atteints d’'un cancer des VADS du Centre Antoine Lacassagne :
Le service d’anatomopathologie du Centre Antoine Lacassagne nous a fourni des
échantillons de tumeurs de patients (N = 20) en paraffine au moment du diagnostic
et de la rechute. Ces échantillons ont été déparaffinés et 'ARN a été extrait avec le
kit RNeasy FFPE (Quiagen 73504). Une RT-gPCR a été réalisée pour mesurer
lexpression de PLK1 et de ROBO2.

e Analyses statistiques
Des analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Prism 8. Les résultats sont
exprimés sous la forme de la moyenne +/- lécart-type. La signification statistique a
été déterminée par le test t de Student. LANOVA avec le test de Bonferroni a été
utilisée pour de multiples comparaisons.
Pour les patients :

Le test ¢ de Student a été utilisé pour comparer les variables continues et le testy?,
ou le test exact de Fisher (lorsque les conditions d'utilisation du test x* n’étaient pas
remplies), ont été utilisés pour les variables catégorielles. La survie sans progression
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(DFS) a été défini comme le temps écoulé entre la chirurgie et lapparition de
métastases. La survie globale (SG) a été définie comme le temps écoulé entre la
chirurgie et la date du déceés, quelle quen soit la cause, censurant les personnes
vivantes lors du dernier suivi. La méthode Kaplan-Meier a été utilisée pour produire
des courbes de survie et des analyses de données ont été effectuées a laide de
modeles de Cox.
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RESULTATS

La perte de ROBOZ2 est associée a un mauvais pronostic chez les patients atteints
d’'un cancer des VADS

Les niveaux d’ARNm de ROBO2 ont été déterminés chez les patients atteints de
cancers des VADS a laide de la base de données TCGA. 'ARNm de ROBO2 est plus
faible dans le tissu VADS en comparaison au tissu sain (p=0,05, Figure 1A). Dans les
cancers des VADS provenant de la cohorte du TCGA, de faibles niveaux d’expression
de ROBO2 sont corrélés a une survie sans progression (DFS, 56,9 mois vs 34,1 mois,
p=0,0151) et une survie globale (OS, 71,2 mois vs 67,7 mois, p=0,0397) plus courtes
(Figure 1B et 10Q).

L’expression de ROBO2 est plus faible chez les patients VADS (N = 20) en rechute
aprés une premiére ligne de traitement a base de cisplatine et de radiothérapie (p =
0,0444, Figure 1D).

In vitro, les lignées CAL33 et CAL27 montrent une trés faible expression de 'ARNm et
de la protéine ROBO2 en comparaison des cellules saines fibroblastiques (Figures 1E
et 1F). A linverse, les lignées CAL33 et CAL27 montrent une surexpression de PLK1
comparée aux cellules saines humaines fibroblastiques (Figure 1F).

Ces résultats suggerent donc le role de suppresseur de tumeur de ROBOZ2 dans les
cancers des VADS.

La surexpression de ROBOZ2 dans les lignées VADS diminue leur agressivité

Pour comprendre le réle de suppresseur de tumeur de ROBOZ2, nous avons surexprimé
ROBOZ2 dans les lignées CAL33 et CAL27 et nous avons évalué les effets biologiques
de cette surexpression. Trois clones surexprimant ROBOZ2 ont été sélectionnés pour
chaque lignée CAL27 et CAL33 (Figure 2A). La prolifération des clones (27 pROBO2
et 33 pROBO2) a été mesurée et comparée aux clones vides (27 pVide et 33 pVide).
Les clones 27 et 33 pROBO2 proliferent trois fois moins que les clones 27 et 33
pVide (Figure 2B et 2C). En test de clonogénicité les clones pVide et pROBO2 ne
different pas en termes de nombre. Cependant les clones 27 et 33 pROBO2 sont plus
petite que les clones 27 et 33 pVide, confirmant leur faible capacité de prolifération
(Figure 2D et 2E). En culture 3D, les clones 27 et 33 pROBO2 envahissent moins que
les clones 27 et 33 pVide (Figure 2F et 2G).

Le test de blessure appelé « scratch assay » mesure les capacités et la vitesse de
migration cellulaire. Les clones 27 et 33 pROBOZ2 migrent moins vite que les clones
27 et 33 pVide (Figure 2H). Ces résultats suggerent que ROBO2 diminue les capacités
migratoires des cellules tumorales des VADS.

L’inhibition de ROBOZ2 induit la surexpression de PLK1 dans les cancers des VADS

A partir des données du TCGA, la corrélation entre l'expression de PLK1 et ROBO2 a
été établie chez les patients VADS. Les patients avec un faible taux d’expression de
ROBO2 montrent une faible expression de PLK1 (p<0,0001). A linverse, les patients
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présentant une forte expression de PLK1 montrent une faible expression de ROBOZ2
(p=0,0162) (Figure 3A).

La corrélation entre l'expression de PLK1 et ROBO2 a également été établie chez 20
patients VADS provenant du Centre Antoine Lacassagne. Les patients qui surexpriment
PLK1 montrent une faible expression de ROBOZ2, avec un résultat proche de la
significativité statistique (p=0,0542). Cependant, les patients qui surexpriment ROBO2
montre une forte expression significative de PLK1 (p=0,0053) (Figure 3B).

In vitro, linhibition de ROBO2 par ARN interférent dans les fibroblastes humains issus
d’un tissu sain, induit laugmentation de lexpression protéique de PLK1 (Figure 3C).
La surexpression transitoire de ROBOZ2 dans les cellules CAL27 et CAL33 entraine une
diminution de PLK1 (Figure 3D). Les clones CAL27 et CAL33 pROBO2 montrent une
diminution significative de PLK1 (Figure 3E).

Nous faisons l'hypothése que la réexpression de ROBO2 entraine la dégradation de
PLK1 par le protéasome. Nous avons donc utilisé le Bortezomib (inhibiteur du
protéasome) et du QVD (inhibition des caspases et donc de lapoptose). Lutilisation
de ces deux inhibiteurs entraine une surexpression de PLK1 dans les clones
surexprimant ROBO2. Ainsi, la surexpression de ROBO2 diminue l'expression de PLK1
qui est dégradé par le protéasome (Figure 3F). La surexpression de ROBO2 dans les
CAL27 et les CAL33 diminue lexpression de PLK1 et baisse également lactivité des
voies de signalisation AKT (p-AKT), p38 (p-p38) et ERK (p-ERK) qui contrélent la
prolifération, la migration et linflammation. La surexpression de ROBO2 inhibe de ce
fait des parameétres d’agressivité tumorale (Figure 3G).

Les mécanismes de surexpression de PLK1 dans les cancers de VADS

Dans le contexte de la répulsion axonale lors du développement, la voie de
signalisation de ROBO2 inhibe l'activation de RAC1 et CDC42 via des GAPs liées a
SLIT/ROBO (srGAP et Vilse crGAP)®?, A linverse, la répression de ROBO2 dans les
cancers des VADS permettrait l'activation de RAC1 ou CDC42 et de la protéine PAK1
activant la polymérisation du cytosquelette d’actine et la migration axonale®.

Des expériences de Pull-down avec des billes GST-PAK montrent que seules les formes
activées RAC1-GTP et CDC42-GTP se lient aux billes. Les clones CAL27 et CAL33 pVide
montrent une forte expression de RAC1 et CDC42 activés. L'expression de RAC1-GTP
ne change pas dans les clones CAL27 et CAL33 pROBOZ2. En revanche ils présentent
une forme moins active de CDC42-GTP (Figure 4A).

La surexpression de ROBO2 dans ces cellules permettrait donc de diminuer activation
de CDC42. De plus les clones CAL27 et CAL33 pROBOZ2 montrent une activation plus
faible de PAK1 (P-PAK1) comparé aux clones CAL27 et CAL33 pVide (Figure 4B). La
perte d’activité de CDC42 empécherait donc lactivation de PAK1. Lutilisation d’'un ARN
interférent ciblant PAK1 (siPAK1) dans les clones 27 et 33 pVide entraine la diminution
de lexpression de PLK1 (Figure 4C). Ainsi, la surexpression de ROBO2 diminue
activation de CDC42 empéchant l'activation de PAK1 et la surexpression de PLK1.
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Cependant la diminution de PLK1 peut faire intervenir une autre voie de signalisation
de ROBOZ2. c-ABL inhibe le récepteur ROBO et favorise la polymérisation du
cytosquelette d’actine nécessaire a la migration axonale®. Linhibition de PAK1 n’induit
pas de différence dexpression de c-ABL (Figure 4C). De plus, les clones CAL27 et
CAL33 pROBO2 montrent une activation plus faible de c-ABL (p-ABL) comparé aux
clones CAL27 et CAL33 pVide (Figure 4D).

L'utilisation de limatinib (5uM), un inhibiteur spécifique de c-ABL, dans les clones 27
et 33 pVide entraine la diminution de lexpression de PLK1 a partir de 16h de
traitement et induit la surexpression de PAK1 (Figure 4E).

En condition physiologique, expression basale de ROBO2 inhibe lactivation de CDC42-
GDP en CDC42-GTP, empéchant la phosphorylation de PAK1 et donc de PLKI.

Dans le cas des cancers des VADS, la perte dexpression de ROBO2 par hyper-
méthylation induit l'activation de CDC42-GTP, permettant la phosphorylation de PAK1
puis lactivation de PLK1 sur la sérine 49% (Figure 4F).

En paralléle, Uexpression basale de ROBO2 réprime lexpression de c-ABL et donc
activation de PLK1. Dans les cancers des VADS, la perte de ROBO2 réactive
lexpression de c-ABL qui phosphoryle PLK1 sur la tyrosine 425% (Figure 4F).
Cependant, linhibition de c-ABL dans ces cancers pourrait induire lactivation de la
voie PAK1 comme mécanisme de secours.

La diminution de ROBOZ2 dans les cellules de carcinomes épidermoides stimule
lexpression de PLK1 et des voies de signalisations impliquées dans la prolifération,
linvasion et la migration des cellules cancéreuses. La surexpression de ROBO2 diminue
lactivation de ces voies, permettant de réduire les caractéristiques d’agressivité des
cellules cancéreuses. La cascade de signalisation entre ROBO2 et PLK1 impliquant
PAK1 et c-ABL ouvre de nouvelles pistes thérapeutiques dans les cancers des VADS,
notamment chez les patients résistants aux traitements actuels (radiothérapie et
cisplatine).
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LEGENDES AUX FIGURES

Figure 1 : ROBO2 est faiblement exprimé dans les cancers des VADS et est associé
a un mauvais pronostic

(A) Expression de 'ARN messager de ROBO2 dans des tissus sains (519) et tumoraux
(44) (données in silico obtenues sur GEPIA). (B-C) Les niveaux d’ARNm de ROBO2 dans
les tumeurs des patients atteints d’un cancer des VADS sont corrélés avec la DFS
(survie sans maladie) (B) et la survie globale (OS) (C). (D) ARN messager de ROBO2
mesuré par qPCR dans les tumeurs des patients du Centre Antoine Lacassagne au
diagnostic et aprés rechute aux traitements de référence (N = 20). (E) Comparaison
de 'ARN messager de ROBO2 mesuré par gPCR dans les cellules saines fibroblastes
et, les cellules cancéreuses CAL27 et CAL33. (F) Comparaison de l'expression protéique
de ROBO2 mesurée par immunoblot dans les cellules saines fibroblastes et, les cellules
cancéreuses CAL27 et CAL33. GAPDH et ARD1 sont utilisés en tant que contrble de
charge. Les statistiques ont été réalisées a l'aide du test ANOVA : **** p<0.0001.

Figure 2 : Effets biologiques de la surexpression de ROBOZ2 dans les cellules
cancéreuses des VADS

(A) Expression protéique de ROBOZ2 mesurée par immunoblot dans les clones vides
CAL27 et CAL33 (pVide) et les clones surexprimant ROBO2 CAL27 et CAL33 (pROBO2).
L’actine est utilisée en tant que contréle de charge. (B-C) Mesure de la prolifération
cellulaire des clones CAL27 (B) et CAL33 (C) pVide et pROBO2 effectuée a JO (d0),
J2 (d2), J6 (d6) et J10 (d10). (D-E) Test de clonogénicité effectué sur les clones
CAL27 (D) et CAL33 (E) pVide et pROBO2. Le nombre de clones et l'aire occupée ont
été mesurés apres 10 jours. (F-G) Invasion des sphéroides a laide de tests cellulaires
de culture 3D effectuée sur les clones CAL27 (F) et CAL33 (G) pVide et pROBO2 a
JO (d0), J2 (d2), J6 (d6) et J10 (d10). Les résultats sont exprimés sous forme d’unités
arbitraires (JO utilisé comme controle). (H) Mesure de la migration cellulaire par
« scratch assay » (test de blessure) sur les clones CAL27 pVide n°1l et pROBO2 n°7
apreés 24h ainsi que sur les clones CAL33 pVide n°l et pROBO2 n°22 apres 12h. N=1
(duplicat) (t0 est utilisé comme controle).

Les statistiques ont été réalisées a laide du test ANOVA : * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001, **** p<0.0001.

Figure 3 : La surexpression de ROBO2 diminue l'expression de PLK1 et de l'agressivité
tumorale

(A) Corrélation inverse de lexpression de 'ARNm de ROBO2 et de PLK1 chez les
patients VADS du TCGA. (B) Corrélation inverse de l'expression de 'ARNm de ROBO2
et de PLK1 chez les patients VADS du Centre Antoine Lacassagne (N = 20). (C) ARN
interférent ciblant ROBO2 (48h) dans les fibroblastes isolés de tissu sain. L'expression
de PLK1 a été évaluée par immunoblot et ARD1 est utilisé comme contrdle de charge.
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(D) Expression de PLK1 évaluée par immunoblot, dans les cellules CAL27 et CAL33
surexprimant ROBO2. GAPDH est utilisé comme contrble de charge. (E) Comparaison
de lexpression de PLK1 dans les clones CAL27 et CAL33 pVide et pROBO2.
L'expression de PLK1 a ensuite été quantifiée. L'actine est utilisée comme contréle de
charge. (F) L'expression de PLK1 a été évaluée par immunoblot dans les clones CAL27
et CAL33 pROBO2 traités avec du bortezomib (100nM) et du QVD (20uM) pendant
48h. GAPDH est utilisé comme contréle de charge. (G) Evaluation de lactivation des
voies de signalisation de p-AKT, AKT P-ERK, ERK, p-p38 et p38 dans les clones CAL27
et CAL33 pVide et pROBO2 par immunoblot. L’actine est utilisée en tant que contréle
de charge. Les statistiques ont été réalisées a l'aide du test ANOVA : * p<0.05, ****
p<0.0001.

Figure 4 : Mécanismes de linhibition de PLK1 par ROBO2

(A) Expérience de Pull-down et mesure de lexpression de CDC42-GTP et RAC1-GTP
dans les clones CAL27 et CAL33 pVide et pROBO2. GAPDH est utilisée en tant que
contréle de charge (B) Mesure de lexpression de P-PAK1 et PAK1 évaluée par
immunoblot. L’actine est utilisée comme controle de charge. (C) ARN interférent ciblant
PAK1 (48h) dans les clones CAL27 et CAL33 pVide. Expression de PLK1 évaluée par
immunoblot. GAPDH est utilisé comme contréle de charge. (D) Expression de p-ABL et
c-ABL évaluée par immunoblot dans les clones CAL27 et CAL33 pVide et pROBOZ2.
L’actine est utilisée comme contréle de charge. (E) Les expressions de PLK1 et de c-
ABL ont été mesurées dans les clones CAL27 et CAL33 pVide traités par imatinib
(5uM) pendant 24h. GAPDH est utilisé comme contréle de charge. (F) Schéma
représentant les mécanismes d’inhibition de PLK1 lorsque ROBO2 est exprimé
(conditions physiologiques) et de surexpression de PLK1 lorsque ROBO2 est diminué
(cancer des VADS).
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DISCUSSION




Les carcinomes épidermoides des voies aéro-digestives supérieures (VADS)
représentent le 5°™ cancer le plus répandu dans le monde. Du fait de son agressivité
et de sa rapide progression, le dépistage de ce type de cancer est réalisé dans 60
a 70% des cas a des stades avancés de la maladie. Néanmoins, plusieurs traitements
existent pour soigner ces cancers : la chirurgie en premier lieu, suivie de la
radiothérapie et de la chimiothérapie a base de cisplatine.

Cependant, 50% des patients rechutent aprés ces traitements, a la suite de résistances
innées ou acquises et succombent a la maladie. Il est donc crucial pour ces patients
de trouver des alternatives thérapeutiques.

Mon projet de theése a consisté a identifier le role de plusieurs kinases : PLK1, c-MET
et AXL, surexprimées dans les cancers des VADS. Nous avons montré qu’elles induisent
une forte prolifération et une augmentation des capacités migratoires et invasives des
cellules cancéreuses. Elles sont également responsables des résistances et du mauvais
pronostic des patients. La compréhension des mécanismes de surexpression de ces
kinases, notamment de PLK1, a permis d’identifier une nouvelle protéine ROBO2, dont
linhibition par hyper-méthylation ou délétion chez ces patients, favoriserait la
surexpression de PLK1.

Des inhibiteurs spécifiques ont été utilisés pour cibler ces kinases : lonvansertib
(ciblage de PLK1) et le cabozantinib (ciblage d’AXL et de c-MET) entrainent la mort
par apoptose de cellules cancéreuses sensibles et résistantes générées dans notre
laboratoire. Ils réduisent fortement la croissance et linvasion tumorale chez la souris
immunodéprimée et le poisson zébre. Ces deux inhibiteurs sont efficaces sur des
coupes 3D réalisées a partir de biopsies de patients du Centre Antoine Lacassagne.
L’'onvansertib augmente lefficacité des traitements de référence permettant la réduction
de leurs doses et donc de leurs effets toxiques.

L'onvansertib et le cabozantinib offrent donc de nouvelles perspectives pour les
patients soit au diagnostic soit a progression sous traitement au cisplatine et a la

radiothérapie, un état représentatif d'une impasse thérapeutique.
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1. ARTICLE N°1

The polo-like kinase 1 inhibitor onvansertib represents a relevant
treatment for head and neck squamous cell carcinoma resistant
to cisplatin and radiotherapy

Dans cette étude nous nous sommes focalisés sur la Polo-like kinase 1. Elle possede
un réle majeur dans la prolifération cellulaire qui est une forte caractéristique des
carcinomes épidermoides. Elle favorise également la tumorigenese des cancers des
VADS. Le criblage a l'aide de 300 ARN interférents dans une lignée prénéoplasique, a
montré le role important de PLK1 dans la transformation des cellules normales en
cellules tumorales. Les cancers des VADS font partie des cancers qui surexpriment le
plus PLK1. Sa surexpression dans les cancers des VADS est associée a un mauvais
pronostic. L'inhibition de PLK1 induit la mort cellulaire par catastrophe mitotique des
cellules cancéreuses. Cette inhibition resensibilise ces cellules aux thérapies de
référence de type cisplatine et radiothérapie®. La surexpression de PLK1 peut donc
étre a lorigine de la résistance aux thérapies actuelles chez les patients VADS.

Ces arguments ont donc montré la pertinence de cibler PLK1 particulierement dans
les cancers des VADS.

Pour cibler PLK1, deux autres inhibiteurs, en plus de lonvansertib, étaient
candidats pour le traitement des cancers des VADS : le volasertib et le rigosertib. Le
volasertib associé a la cytarabine n’a pas obtenu d’approbation pour le traitement de
la leucémie myéloide aigué apres un essai de phase Il négatif. Un essai clinique
utilisant cet inhibiteur dans les cancers des VADS serait donc peu probable. Les essais
du volasertib ont été arrétés. De plus, il présentait une spécificité limitée pour PLK1
puisqu’il inhibait PLK2 et PLK3, membres de la famille Polo-like kinase, décrits comme
étant suppresseurs de tumeurs®*. Nous avons testé les effets du rigosertib sur la
viabilité des cellules normales et cancéreuses (Figure 1). Il inhibe la prolifération des
cellules des VADS avec une IC50 de 50-100nM, mais inhibe également la prolifération
des fibroblastes normaux (FHN) aux mémes concentrations. Nous aurions dii mesurer
lexpression dans les cellules saines des autres cibles du rigosertib : PLK2, PDGFR,

BCR-ABL, FLT1, SRC, FYN, CDK1. Jémets donc lhypothése que certaines cibles du
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rigosertib sont exprimées dans les FHN. Ainsi, le rigosertib inhibe également la
prolifération des FHN a la méme concentration que les cellules cancéreuses.
De plus, le rigosertib cible PLK1 avec une sélectivité 30 fois supérieure a PLK2 et

PLK3, mais reste moins spécifique que l'onvansertib.
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Figure 1 : Effets dose-dépendants du rigosertib sur la viabilité des cellules tumorales
(CAL33 et CAL27) et des fibroblastes normaux (FHN)

Les statistiques ont été réalisées a laide du test ANOVA : * p<0,05 ** p<0,01, ***
p<0,001.

Nous avons donc choisi d’utiliser lonvansertib, un inhibiteur spécifique de PLK1
qui cible la poche ATP, évitant ainsi la phosphorylation de ses substrats. Il a montré
des résultats encourageants, en essais cliniques de phase Il dans les leucémies aigués
myéloides, les cancers de la prostate, du col de lutérus et les cancers colorectaux.
Notre étude a montré une meilleure efficacité de lonvansertib dans les cancers des
VADS (IC50 = 25nM-50nM), comparé a d’autres lignées cancéreuses (IC50 = minimum
100nM). Ces résultats montrent donc la pertinence d’entreprendre des essais cliniques
dans les cancers des VADS.

En termes de spécificité, lonvansertib montre une sélectivité 5000 fois plus élevée
pour PLK1 par rapport a PLK2 et PLK3. Il ne présente pas de toxicité dans les cellules
saines de type fibroblastes et kératinocytes qui n’expriment pas PLK1. L’onvansertib

na donc pas deffets sur les cellules n'exprimant pas PLK1. Nous avons également
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utilisé différentes lignées de cellules cancéreuses. Les lignées cellulaires MDA-MB-231
et BT-549 (cancer du sein) ont une faible expression de PLK1 par rapport aux cellules
CAL33 et CAL27 et présentent une faible réponse a lonvansertib. Au contraire, les
cellules ACHN et A549 (respectivement cellules tumorales du rein et du poumon) qui
ont une expression quasi équivalente de PLK1 par rapport aux cellules CAL33 et
CAL27, sont sensibles a lonvansertib (Fjgure 2). De cette fagon, nous montrons un

indice sur la spécificité de cet inhibiteur envers PLK1.
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Figure 2 : Efficacité de lonvasnertib sur différentes lignées cancéreuses en fonction
au niveau d'expression de Plk1 (A) Niveaux de PLK1 déterminés par immunoblot dans
différentes cellules cancéreuses. GAPDH est utilisé comme contréle de charge. (B)
Inhibition dose-dépendante de la formation de colonies dans les différentes cellules
cancéreuses en test de clonogénicité. (C) Inhibition de la formation de colonies dans
les différentes cellules cancéreuses sous onvansertib (25nM) en fonction des niveaux
dexpression de PLKI.

L'onvansertib a montré sa forte efficacité dans les cancers des VADS a
seulement 25nM. Il induit la mort cellulaire par apoptoses des cellules sensibles et
résistantes, suggérant la possibilité de lutiliser a la fois sur les patients au diagnostic

et a la rechute. Il inhibe la croissance tumorale chez la souris et la formation de
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métastases chez le poisson-zébre. Lefficacité de lonvansertib a ensuite été déterminée
directement sur des coupes de biopsies de patients. Cette derniere technique originale
et prometteuse a permis en quelques jours de définir efficacité d'une molécule, en
mesurant la viabilité des cellules et la mort cellulaire par apoptose. La viabilité du
tissu en culture est conservée comme nous pouvons le voir dans les coupes controles
non-traitées. La limite se situerait seulement dans la taille de U'échantillon (biopsie)
qui rend les coupes difficiles a effectuer et peu nombreuses (maximum 25 coupes par
échantillon). La rapidité de cette technique permettrait de s’affranchir de la longueur
des modeles de xénogreffes chez des souris « avatar » (PDX) de cellules de patients
dont les résultats sont obtenus apres plusieurs semaines. La durée de ces expériences
est incompatible avec une délivrance optimale du médicament pour les tumeurs
sensibles. Les résultats sur les coupes vivantes sont obtenus seulement aprés quelques
jours, un temps compatible avec la prise en charge du patient.

Cependant, les résultats obtenus sur les coupes de patients auraient toutefois, pu
étre confirmés sur des modeles PDX. Les fragments restants de ces biopsies de
patients sensibles et résistants auraient pu étre a) dissociés afin d’établir des lignées
cancéreuses stables ou b) utilisés sur des souris nude ou NOD scie gamma (NSG).
a) L'onvansertib (de la méme maniére pour le cabozantinib dans le second article)
serait testé directement sur cette lignée, seul ou en combinaison avec la radiothérapie
et le cisplatine. La viabilité et la mort cellulaire auraient été mesurées sur les cellules
issues de patients sensibles et résistants afin de confirmer nos résultats observés sur
les coupes de biopsies.

b) Si le greffon n'est pas rejeté par les modeéles murins et si les cellules peuvent
proliférer et former une tumeur, alors ces modeles pourront étre traités avec
lonvansertib +/- cisplatine et radiothérapie. La taille de ces tumeurs serait ensuite
évaluée. Des marquages Ki67 et TUNEL seraient alors utilisés pour déterminer le

nombre de cellules en prolifération et en apoptose.

L'efficacité de l'onvansertib pourrait ne pas dépendre seulement de l'expression
de PLK1 dans ces cellules mais également d’autres marqueurs prédictifs d’efficacité.
Dans le cancer gastrique, la cycline Al est associée a la réponse aux inhibiteurs de

PLK1 (BI-2536 et volasertib). Une expression élevée du gene CCNA2 (cycline Al)
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confere une sensibilité aux inhibiteurs de PLK1 par une augmentation de la catastrophe
mitotique et de lapoptose. CCNA2 est un nouveau biomarqueur prédictif de la
sensibilité aux inhibiteurs de PLK1 pour le traitement du cancer gastrique avancé, en
particulier les cas porteurs de la mutation KRAS®?. ’expression de la cycline Al et
de PLK1 prédirait la réponse a lonvansertib chez les patients atteints d’'un cancer des
VADS.

L'utilisation de 'onvansertib en combinaison avec le cisplatine et la radiothérapie
resensibilise les cellules résistantes a 10uM de cisplatine et a 8Gy d’irradiation. Cette
combinaison a également réduit les concentrations de chaque traitement (3uM de
cisplatine, 2Gy d’irradiation, 50nM d’onvansertib) notamment sur les coupes de biopsies
de patients. Lirradiation et la chimiothérapie sont responsables du développement de
mucites chez les patients, rendant leur quotidien difficile. La réduction des doses si
associées avec lonvansertib, éviterait leurs effets toxiques tout en conservant leur
efficacité thérapeutique. La protonthérapie est de plus en plus utilisée pour le
traitement des tumeurs des VADS pour sa précision et ses faibles effets secondaires
sur les patients. Des combinaisons protonthérapie/onvansertib seraient particulierement
pertinentes. Des cellules résistantes a ce type dirradiation permettraient de
comprendre les mécanismes associés aux rechutes et donc de les anticiper. Les effets
bénéfiques de l'onvansertib sur ces cellules constitueraient des données scientifiques
solides pour son utilisation chez les patients en progression post protonthérapie.

Outre la radiothérapie et le cisplatine, lonvansertib pourrait étre aussi associé
a limmunothérapie. Dans 33 types de cancer différents (dont les cancers des VADS),
la corrélation entre la sensibilité aux inhibiteurs de PLK1 et limmunité tumorale dans
ces lignées cancéreuses a été effectuée. Les cancers avec des niveaux d'expression
plus élevés de PLK1 montrent une expression du CMH plus faible et une diminution
de linfiltration intra-tumorale des lymphocytes B et T (LBs et LTs), et des cellules
« Natural Killer » (NK). Linhibition de PLK1 favorise la réactivation du systéme
immunitaire, avec une augmentation du nombre de cellules immunitaires activées et
infiltrées dans la tumeur, une diminution du nombre de macrophages MZ2 anti-
inflammatoires et une augmentation du nombre de cellules dendritiques (CDs) et LTs

effecteurs (actifs).
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L’inhibition de PLK1 notamment par lonvansertib associée a une immunothérapie,
conduirait a une réponse anti-tumorale synergique. Le nivolumab et le pembrolizumab
sont utilisés en 1%° ou en 2°™ ligne de traitement chez les patients a des stades
avancés de la maladie ou bien lors des rechutes. La pertinence de combinaison de
lonvansertib avec limmunothérapie pourrait étre testée sur des tumeurs des VADS
expérimentales générées avec des cellules murines (cellules SCC), sensibles ou
résistantes au cisplatine et a la radiothérapie®®? L’activité et le nombre de cellules
immunitaires du micro-environnement tumoral mesurés par cytométrie en flux
permettrait une évaluation plus détaillée de lefficacité de ces traitements.
Le microenvironnement tumoral joue un role essentiel dans lapparition et la
progression du cancer. Les fibroblastes associés a la tumeur (CAFs) favorisent linvasion
et agressivité tumorale. Dans le cancer du sein, la signature génétique des fibroblastes
associés a la tumeur (CAFs) montre une surexpression de PLK1 et de ses facteurs de
transcription FOXM1 et E2F%3. Si lonvansertib diminue Uexpression de PLK1 dans les
CAFs, son utilisation permettrait alors d’inhiber le role pro-métastatique des CAFs.
Néanmoins, un effet négatif de l'association entre l'onvansertib et limmunothérapie
pourrait également exister. L'immunothérapie permet la réactivation des LTs mais induit
également leur prolifération. Or linhibition de PLK1 pourrait inhiber la prolifération des
cellules immunitaires et éventuellement induire leur mort. L'onvasnertib pourrait donc

bloquer leffet bénéfique de limmunothérapie.
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2. ARTICLE N°2

Cabozantinib, a promising therapeutic strategy for resistant head

and neck squamous cell carcinoma patients

Dans cette seconde étude nous nous sommes intéressés a AXL et c-MET.
Physiologiquement impliquées dans la régulation de linflammation, la phagocytose et
lorganogenése, leur surexpression induit la tumorigenése et favorise un mauvais
pronostic. Cependant, la surexpression d’AXL et de c-MET est également impliquée
dans la résistance aux traitements chez les patients contribuant a leur rechute. La
transcriptomique effectuée sur les CAL33 et CAL27 sensibles et résistantes au
cisplatine et a la radiothérapie, a montré une surexpression d’AXL et c-MET. L’analyse
des échantillons de patients du Centre Antoine Lacassagne au diagnostic et a la
rechute a montré une surexpression significative de c-MET et d’AXL chez les patients
en échec thérapeutique. Une analyse similaire utilisant les mémes échantillons a
montré une surexpression de PLK1 chez les patients en rechute. Si les tumeurs qui
expriment fortement AXL et c-MET sont les mémes que celles qui expriment PLK1, des
combinaisons cabozantinib et lonvansertib seraient particulierement pertinentes.

Le cabozantinib entraine une diminution de PLK1 a lorigine de la catastrophe
mitotique. Le foretinib, un inhibiteur de premiére génération d’AXL et c¢c-MET diminue
lexpression de PLK1, qui est dégradée par le protéasome dans les cellules de
Leucémie Myéloide Chronique®*. Nous supposons qu’AXL et/ou c-MET activerai(en)t
lexpression de la voie PI3K/AKT. PTEN étant muté dans les cancers des VADS, la voie
PI3K/AKT est suractivée et pourrait stimuler PLK1%3 directement ou via loncogéne c-
MYC®%, ’expression de PLK1 serait donc fortement liée a Uexpression d’AXL et c-MET.
Cependant, le cabozantinib induit la mort par catastrophe mitotique des cellules
sensibles qui montrent une activité faible d’AXL et c-MET. Le cabozantinib inhibe les
récepteurs AXL et c-MET, les membres de la famille AXL (TYRO3 et MERK) et c-MET
(RET) mais aussi VEGFR2%%, ROS1%¥, c-KIT®® et TIE-2 surexprimés dans les cancers
des VADS. L’inhibition de ces autres récepteurs a activité tyrosine kinase par le

cabozantinib, antagonise les voies de signalisation activées par c-MET et AXL
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notamment PI3K/AKT. Cette inactivation conduirait a lUinhibition de PLK1 et & la mort
cellulaire par catastrophe mitotique indépendamment d’AXL et c-MET.

En complément des études /n vitro, le cabozantinib a montré son efficacité sur les
coupes de biopsies patients au diagnostic et a la rechute.

Cependant, cette étude était surtout centrée sur les patients en rechute dont les
tumeurs surexpriment AXL et c-MET. Le cabozantinib a été testé en collaboration avec
le Centre Antoine Lacassagne sur un patient aprés cing lignes de traitements. Cet
inhibiteur a montré un effet impressionnant sur ce patient dont la survie sans
progression a atteint exceptionnellement 8 mois.

Plusieurs patients atteints de cancers des VADS sont traités au cetuximab
(inhibiteur d’EGFR) aprés rechute au cisplatine. Cependant, les récepteurs c-MET et
AXL contribuent au mécanisme de résistance des cancers des VADS au cetuximab*®,
AXL et c-MET favorisent également la résistance des cancers de locesophage au
lapatinib (inhibiteur d’EGFR) notamment via les voies PI3K/AKT et MAPK/ERK®%,

La surexpression de c¢c-MET a la suite de linhibition de 'EGFR conduit a l'activation de
la voie MAPK*2, La résistance au cetuximab active les voies de signalisation MAPK et
c-JUN responsables de la transcription d’AXL. Par transactivation, AXL maintient
lactivation d’EGFR*3, L’inhibition d’EGFR par le cetuximab, induit donc un mécanisme
de compensation impliquant c-MET et AXL qui maintiennent actives, les voies de
signalisation de la voie EGFR. Mais, la résistance au cetuximab et au cisplatine par
AXL et c-MET s’effectue aussi via c-ABL*>47°,

Des cellules résistantes au cetuximab auraient pu étre générées pour déterminer
lexpression d’AXL et c-MET mais aussi celle d'EGFR, HER2, HER3 et c-ABL. Le traitement
au cabozantinib pourrait alors inhiber AXL et c-MET et permettre de resensibiliser les
cellules au cetuximab, via linhibition d’EGFR, HER2, HER3 et c-ABL.

Cependant, c-ABL phosphoryle et active PLK1 dans les cancers du col de l'utérus®®.
AXL et c-MET pourraient donc favoriser la résistance au cetuximab et au cisplatine
via l'activation de la voie c-ABL-PLK1.

Dans les cellules résistantes au cisplatine, le cabozantinib devrait diminuer Uexpression
des récepteurs EGFR, HER2, HER3. Par mécanisme de compensation, linhibition d’AXL
et ¢-MET induirait la surexpression des récepteurs a activité tyrosine kinase qui a

terme favoriserait les rechutes thérapeutiques. Le ciblage d’AXL et c-MET par le
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cabozantinib inhiberait également c-ABL dans les cellules résistantes au cisplatine. A
son tour c-ABL pourrait étre responsable de linhibition de PLK1 et donc de la mort
des cellules résistantes.

Le cabozantinib est associé au cetuximab (anti-EGFR), (NCT03667482)) en essais
cliniques en phase | dans les cancers des VADS.

Nous avons également évalué l'expression de PD-L1 et PD-L2 dans les lignées
CAL33 et CAL27 sensibles et résistantes. Les cellules résistantes CAL33RR et CAL27RR
surexpriment PD-L1 et PD-L2 par rapport aux cellules sensibles (Figure 3A-C). La méme
caractéristique a été observée dans les tumeurs expérimentales générées avec les
cellules CAL33RR. Le cabozantinib augmente les niveaux d'/ARNm de PD-L1 et PD-L2
uniqguement dans les tumeurs expérimentales générées avec les cellules CAL33 (Figure
3D) et sur les cellules de microenvironnement (mPD-L1 et mPD-L2, Figure 3F). Bien
que le cabozantinib présente un effet antitumoral, il favorise la tolérance immunitaire
en surexprimant les points de controle du systeme immunitaire. Des résultats similaires
ont été obtenu avec le sunitinib (anti-angiogénique comme le cabozantinib) dans les
cancers du rein.

Par conséquent, des combinaisons cabozantinib plus anti-PD-1 ou anti-PD-L1 pourraient
étre pertinentes en tant que traitement de premiere intention ou seconde intention
chez les patients éligibles a limmunothérapie.

Des modeles murins immunocompétents injectés avec des cellules murines de
carcinomes épidermoides SCC sensibles ou résistantes au cisplatine et a la
radiothérapie auraient pu étre utilisés. L’étude du microenvironnement tumoral a la
suite du traitement par cabozantinib, aurait été intéressant a étudier. L'inhibition par
le cabozantinib d’AXL et de c-MET induirait lactivation du CMH | sur les CDs,
laugmentation du nombre de LTs cytotoxiques infiltrés et la diminution du nombre de
macrophages M2 anti-inflammatoires dans nos tumeurs générées avec les cellules SCC
sensibles et SCC résistantes.

De plus, les CAFs montrent une sécrétion importante de GAS6 et HGF, les ligands
respectifs d’AXL et c-MET. Nous aurions donc pu tester leffet du cabozantinib sur les
capacités de prolifération et de migration des cellules cancéreuses en coculture avec
des CAFs isolées de tumeurs de patients ou bien des modéles immunocompétents®.

Nous aurions pu étudier l'activation d’AXL (p-AXL) et de c-MET (p-MET) en immunoblot,

153



les capacités de migration en chambre de Boyden et de prolifération des cellules
cancéreuses.

Le cabozantinib est par ailleurs, utilisé en association avec le pembrolizumab
(NCT03468218) en essais cliniques de phase Il dans les cancers des VADS.
L'utilisation d’inhibiteurs spécifiques d’AXL (bemcentinib) ou c-MET (capmatinib), ou
d’ARN interférents aurait été intéressants a tester notamment sur nos cellules sensibles
et résistantes. Ces inhibiteurs ou ces ARN interférents nous auraient permis de valider
nos expériences avec le cabozantinib et d’étudier le réle spécifique d’AXL et c-MET
sur la prolifération, la migration et linvasion /n vitro mais aussi son lien direct avec

PLK1.
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Figure 3 : Expression de PD-L1 et PD-L2 dans des cellules sensibles et résistantes in
vitro et in vivo.

(A) Résultats de RNAseq sur CAL33 vs CAL33RR et CAL27 vs CAL27RR. (B) Les
concentrations dARNm PD-L1 et PD-L2 ont été déterminées par gPCR. Les conditions
de contréle ont été considérées comme la valeur de référence (1). (C) L'expression
membranaire des PD-L1 et PD-L2 a été évaluée par FACS. Les conditions de contréle
ont été considérées comme la valeur de référence (1). (D) Niveaux dARNm de PD-L1
et PD-L2 sur des tumeurs générées avec les cellules CAL33 et CAL33 RR Cellules
tumorales (humaines) niveaux dARNm de PD-L1 et PD-L2 de HNSCC expérimental. (E)
Niveaux dARNm de PD-L1 et PD-L2 des cellules de microenvironnement (souris)
provenant de tumeurs expérimentales.

CAL33/CAL27 (sensibles) CAL33R/CAL2Z7R (résistantes au cisplatine), CAL33xR
(résistantes a la radiothérapie), CAL33RR/CALZ7RR (résistantes au cisplatine et a la
radiothérapie). Les statistiques ont été réalisées a laide du test ANOVA : * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0.001.
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3. ARTICLE N°3

Tumor suppressor ROBO2 inhibits PLK1 and reduces the

aggressiveness of Head and Neck cancers

Dans cette troisieme étude, nous voulions comprendre le mécanisme de
surexpression de PLK1. Nous nous sommes intéressés au récepteur ROBO et a son
récepteur SLIT. Dans les cancers des VADS, ROBO1, ROBO2 et SLIT2 sont décrits
comme suppresseurs de tumeurs dans les cancers des VADS. Cependant, leur
expression est inhibée par hyper-méthylation dans ce type de cancer. Nous nous
sommes focalisés sur ROBOZ2 dans cette étude. Les patients dont les tumeurs
expriment faiblement ROBO2 montrent une plus faible survie. ROBO2 n’est pas exprimé
dans les cellules cancéreuses CAL27 et CAL33 en comparaison des cellules saines
fibroblastiques. Nous aurions pu également regarder l'expression de ROBO1 et SLIT2
eux aussi inhibés dans les cancers des VADS.

L'inhibition de ROBO2 dans les fibroblastes sains induit la surexpression de PLK1.
Nous avons donc voulu comprendre le lien entre PLK1 et ROBOZ2. La surexpression
de PLK1 et linhibition de ROBO2 favorisent la rechute des patients. De plus, les
cohortes de patients du TCGA et du Centre Antoine Lacassagne montrent une
corrélation inverse entre lexpression de ROBO2 et de PLK1. Linhibition de ROBO2
dans les fibroblastes sains a montré une surexpression de PLK1. La surexpression de
ROBOZ2 de maniere transitoire dans les cellules cancéreuses CAL27 et CAL33 diminue
lexpression de PLK1.

Nous avons donc généré des clones surexprimant ROBO2 de maniere stable, dans
chaque lignée CAL27 et CAL33. Ces clones ont montré une diminution de la
prolifération, de linvasion et de la migration cellulaire. SLIT2 étant diminué dans les
cancers des VADS, la protéine recombinante SLIT2 en tant que ligand aurait pu
également étre utilisée pour potentialiser les effets de la surexpression de ROBO2 sur
la prolifération, la migration et linvasion. Des expériences de tumorigenése chez la

souris auraient permis de cerner les effets /n vivo de ROBOZ2. Suivant nos résultats /n
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vitro, les tumeurs générées avec les clones ROBOZ2 devraient étre plus petites que les
tumeurs générées avec les clones contréles.

La surexpression de ROBO2 dans ces clones diminue lexpression de PLK1 mais
ninhibe pas totalement son expression. ROBO1 et ROBO2 peuvent s’homo-dimériser
et fonctionner ensemble dans différents contextes physiologiques. L'inhibition de PLK1
aurait pu étre maximale si ROBO1 et ROBOZ2 avaient été surexprimés ou si les cellules
avaient été traitées avec la protéine SLIT2 recombinante. La double expression
ROBO1/ROB0O2 dans le mécanisme de surexpression de PLK1 aurait été intéressant
a explorer. Cependant, nous avons fait le choix d’étudier principalement ROBO2 qui
présentait une corrélation inverse avec PLK1 plus significative.

Le mécanisme de régulation de PLK1 par ROBOZ2 a donc été étudié. La voie de
signalisation de ROBOZ2, impligue notamment la GTPase CDC42 sous forme GDP
(inactive) lorsque ROBO2 est activé. La surexpression de ROBO2 inhibe CDC42 qui est
alors sous forme GDP (inactive). Ils présentent également une inhibition de l'activation
de PAK1. Linhibition de PAK1 par ARN interférent diminue l'expression de PLK1. La
diminution de PLK1 étant faible, nous nous sommes intéressés a une voie de
signalisation de ROBOZ2 complémentaire impliquant c-ABL. Cette kinase favorise
lactivation de PLK1 et la croissance tumorale dans les cancers du col de l'utérus®®.
L'inhibition de c-ABL par limatinib diminue lexpression de PLK1 mais augmente
lexpression de PAK1. Il s’agirait donc d'un mécanisme de secours pour réactiver
ensuite lexpression de PLK1. Cependant la perte de PAK1l n’entraine pas
d’augmentation de c-ABL. La diminution maximale de PLK1 nécessiterait donc
linhibition de PAK1 et c-ABL que nous pourrions vérifier en utilisant des ARN
interférents.

Une étude similaire avait démontré la corrélation inverse entre le récepteur tyrosine
kinase EPHA2 et le récepteur ROBO1l. EPHAZ2 phosphorylé par AKT induisait la
prolifération des cellules cancéreuses des VADS. Son hétéro-dimérisation avec
ROBO1/SLIT2 atténuait fortement cet effet dans les cancers des VADS®*?. Notre étude
a montré une corrélation inverse entre ROBO1/ROB0O2 et PLK1 (données c-bioportal)
mais avec une meilleure significativité entre ROBO2 et PLK1. EPHA2 pourrait s’homo-
dimériser aussi avec ROBO2. EPHAZ2 peut activer c-MYC et favoriser la progression

tumorale notamment dans les cancers de sein triple négatifs®®*. Cependant c-MYC
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active PLK1 et induit la progression tumorale®”®. Il pourrait donc s’agir d’'un nouveau
mécanisme a explorer pour comprendre la surexpression de PLK1, inhibée par ROBO2.

ROBO2 est inhibé dans les cancers des VADS par des mécanismes dhyper-
méthylation. En utilisant de l'azacitidine, un inhibiteur des méthyltransférases de 'ADN
(DNMT), donc un inhibiteur de la méthylation. Nous avons remarqué une réexpression
de ROBO2 importante dans les CAL27 mais faible dans les CAL33, qui s'accompagne
d’'une diminution de lexpression de PLK1. L’azacitidine cible toutes les DNMTs de
UADN. Ainsi, la diminution de lexpression de PLK1 ne serait pas seulement due a la
déméthylation du géne ROBO2 (Fijgure 4). Ltilisation de TSA, un inhibiteur des
histones désacétylases (HDAC), n'a pas permis de réexprimer complétement ROBO2
dans les CAL33, nous signifiant que la répression de ROBOZ2 ne dépend pas des
histones désacétylases. (Figure non montrée). Linhibition de ROBO2 dans les CAL27
et les CAL33 dépend dévénements impliquant la méthylation. Ces résultats
préliminaires doivent étre confirmés par des expériences de méthylations spécifiques

afin de confirmer cette hypothese.
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Figure 4 : Déméthylation par lazacitine du géne ROBOZ2

(A) Mesure de lexpression du géne ROBOZ2 par RT-gPCR dans les cellules CAL27 et
CAL33 traitées avec lazacitidine (5uM). (B) Mesure de l'expression des protéines ROBO2
et Plkl par immunoblot dans les cellules CAL27 et CAL33 traitées avec lazacitidine
(5 et 10uM). HSP90 est utilisé en tant que controle de charge. Les statistiques ont
été réalisées a laide du test t de Student : * p<0,05, *** p<0,001.

PLK1 et ROBOZ2 présentent des expressions opposées chez les patients. Il
pourrait s’agir d’'une régulation croisée entre PLK1 et ROBO2. PLK1 pourrait-il permettre

une inhibition directe ou indirecte de la méthylation du promoteur de ROBOZ en
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activant les méthyltransférases 1 et 3a de 'ADN (DNMT1, DNMT3a) et/ou les histones
déacétylases (HDAC) responsables de méthylations de novo dans la tumorigenése ?
L'inhibition de PLK1 par ARN interférent augmente l'expression de ROBO2 (Figure 5A-
B). De la méme maniere, linhibition de PLK1 par son inhibiteur spécifique, 'onvansertib
augmente l'expression transcriptionnelle et protéique de ROBO2 (Fjgure 5C-D). Comme
nous lavons montré dans le premier article, lonvansertib ne bloque pas lexpression
de PLK1 mais, sa capacité a phosphoryler ses substrats tels que TCTP ou encore
Cdc25C. Il nest donc pas surprenant de ne pas voir de changements dans son
expression. Le QVD inhibe la mort cellulaire induite par lonvansertib et favorise donc
lexpression maximale de ROBO2 (Figure 5D). Le traitement de l'onvansertib, de tumeurs
générées avec des CAL33 et des CAL33RR dans des modeéles murins, augmente
lexpression de ROBO2 dans la majorité des tumeurs traitées. Plkl, en comparaison a
une autre chimiothérapie : le cisplatine (Fjgure 5£-F). Nous confirmons ces résultats
en immunoblot : les tumeurs traitées par onvansertib montrent en majorité une
augmentation de lexpression de ROBO2 (Figure 5G-H).

PLK1 jouerait donc un rbéle direct ou indirect dans linhibition de lexpression de
ROBO2.

Au vue de cette hyper-méthylation de ROBOZ2 et de cette double régulation
entre ROBO2 et PLK1, combiner lonvansertib avec lazacitidine dans des modéles
immunodéprimés ou dans des modeles immunocompétents serait particulierement
pertinent. La combinaison onvansertib/azacitidine pourrait étre envisageable pour les
patients présentant le profil PLK1 élevée/ROBO2 faible. Cependant, [utilisation de
azactidine permettrait de réexprimer ROBO2, ce qui diminuerait PLK1. Ces patients
pourraient donc étre moins sensibles a lonvansertib a cause de la diminution de

PLK1. Il s’agit donc d’une combinaison a tester et a discuter.
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DISCUSSION
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Figure 4 : Linhibition de PLKI favorise la réexpression de ROBOZ2

(A) Mesure de lexpression du géne PLK1 par RT-gPCR dans les cellules CAL27 et
CAL33 aprés inhibition du géne PLK1 par ARN interférent pendant 48h. (B) Mesure de
lexpression du géne ROBOZ par RT-gPCR dans les cellules CAL27 et CAL33 aprés
inhibition du géne PLKI par ARN interférent pendant 48h. (C) Mesure de [expression
du géne ROBOZ par RT-gPCR dans les cellules CALZ7 et CAL33 aprés traitement par
lonvansertib (25nM) pendant 48h. (D) Mesure de lexpression protéique de ROBOZ et
PLK1 par immunoblot dans les cellules CALZ7 et CAL33 apres traitement au QVD
(10uM) et a lonvansertib (25nM) pendant 48h. (E et F) Mesure de lexpression de
ROBOZ et PLK1 par RT-gPCR, dans des tumeurs, générées avec les cellules CAL33 et
CAL33RR de souris immunodéprimées et traitées avec [onvansertib ou avec du
cisplatine. (G et H) Mesure de lexpression protéique de ROBOZ dans les tumeurs
traitées ou non a lonvansertib. GAPDH et la Tubuline sont utilisés comme contréle de
charge. Les statistiques ont été réalisées a laide du test ANOVA et du test t de
Student : * p<0,05, ** p<0,01.
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DISCUSSION

Ma thése consistait a lélaboration de plusieurs stratégies thérapeutiques pour les

patients atteints d’'un carcinome épidermoides des VADS (voir schéma ci-contre) :

- Le ciblage de PLK1 par lonvansertib utilisé 1) en combinaison avec la radiothérapie
et la chiomiothérapie par cisplatine chez les patients au diagnostic ou 2) seul,
chez les patients lors de rechutes.

- Le ciblage d’AXL et c-MET par le cabozantinib utilisé seulement chez les patients
lors des rechutes.

Ces deux inhibiteurs bloquent les parameétres d’agressivité tumorale notamment les

capacités de prolifération, de migration et dinvasion des cellules cancéreuses.

- L’hyper-méthylation du promoteur du géene ROBOZ2 chez prés de 70% des patients
est lun des mécanismes conduisant a la surexpression de PLK1. Ce mécanisme

révele la pertinence d'utilisation de lazacitidine chez ces patients.
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