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INTRODUCTION

1. Le stress oxydant cellulaire

1.1 Introduction et définitions

La cellule est continuellement soumise a une production plus ou moins intense de
formes réactives de l'oxygene (FRO), contrdlées par un systéme de détoxification. Cet
équilibre entre la production et la détoxification des FRO peut étre perturbé sous I'effet de
plusieurs sources de stress qui sont liées notamment a des toxines, a des carences
nutritionnelles, des chocs, ou des ischémies. Une production excessive de FRO, dépassant les

capacités de détoxification entraine des altérations des tissus ou des organes.

La notion de radicaux libres a été identifiée par les chimistes depuis les années 1930.
Cependant c'est seulement dans les années 1970 avec la mise en évidence d'une enzyme clef
intracellulaire, la Superoxyde Dismutase (SOD), que cette notion a pu étre précisée. Enfin, ce
n'est que depuis la fin des années 1990 que le role délétére des radicaux libres a été associé
aux phénomenes d'apoptose, de stress, d'autophagie et a de nombreuses affections notamment

les cancers, les maladaies neurodégénratives, et le veillissement.

Les radicaux libres sont définis comme étant toute espéce chimique capable d'une
existence indépendante et possédant une orbitale dont un électron (ou plus) est non apparié
(figure 1). Ce radical va pouvoir réagir avec d'autres molécules, de différentes maniéres, en
générant ainsi des actions déléteres sur la molécule atteinte, mais également en engendrant la
formation d'un nouveau radical, source d'une réaction en chaine auto accélérée en l'absence de
substances anti-radicalaires. Chaque atome est formé de deux éléments : un noyau, composé
de protons et de neutrons, et d’électrons gravitant autour du noyau. Les électrons prennent

place sur une orbitale ou ils sont appariés deux a deux.

12



Etat de la question

Figure 1: Les radicaux libres des formes réactives de I’oxygéne [1]

Ils contiennent un ou plusieurs électrons non appariés dans leurs orbitales moléculaires extérieures. La figure
montre les électrons dans l'orbitale externe de I’anion superoxyde (a), du radical hydroxyle (b) et de I'hydroxyde
(c). Les électrons appariés sont indiqués en vert et les électrons non appariés sont en rouge.

Lorsque les électrons ne sont pas appariés, leur tendance naturelle est d’interagir avec
les électrons de molécules ou d’atomes voisins pour reformer des liaisons chimiques
covalentes. Cette propriété confeére aux atomes ayant des électrons non appari€és ou aux
molécules qu’ils forment, une grande instabilité et par-la méme une extréme réactivité

chimique [2, 3]. Les radicaux libres peuvent étre formés par la perte ou le gain d’un électron :

>
7

e- + X" :réaction d’oxydation

X + e- > X : réaction de réduction

Plusieurs radicaux libres dérivent de I'oxygene par la perte d'un électron. C'est le cas
de l'anion superoxyde (O;") et du radical hydroxyle (OH"). D'autres molécules correspondent
a des dérivés de 'oxygene et peuvent étre des précurseurs de radicaux. Parmi ces molécules
dites espeéces actives de l'oxygene, on peut citer le peroxyde d'hydrogéne (H,O) ou le
nitroperoxyde (ONOOH). Les radicaux libres et leurs précurseurs dérivés de l’oxygéne
correpondent aux FRO [2, 3]. Les FRO vont oxyder les molécules de leur environnement
(lipides, protéines et acides nucléiques) qui ne comportent pas d’électron non apparié créant
une réaction en chaine aboutissant a des nouveaux radicaux dits secondaires (R* + R' -> R +

R") [4, 5].
Conséquence du métabolisme aérobie, les FRO sont produites en continu par toutes

cellules eucaryotes. Les FRO sont également ¢éliminées en permanence par plusieurs systémes

enzymatiques ou non dits antioxydants. Leur concentration intracellulaire est ainsi finement

13



Etat de la question

régulée. Une accumulation intracellulaire excessive définie le stress oxydant [6]. Il peut étre

di 4 un exces de production de FRO et/ou a un défaut des systemes antioxydants.

Le maintien de 1’équilibre entre la production de FRO et leur élimination correspond a
I'état basal d'une cellule. La viabilit¢ de la cellule nécessite une homéostasie du niveau du
stress oxydant. Dans certains cas, notamment en oncologie, un déséquilibre du stress oxydant
peut étre recherché dans la cellule tumorale afin d'induire la mort cellulaire [7]. Dans les
chapitres ci-dessous, nous aborderons les différents points liés au stress oxydant : les FRO, les
systetmes antioxydants, 1’effet anti-tumoral du stress oxydant et ses applications

thérapeutiques

1.2 Principales formes réactives de I'oxygene

Les principales formes réactives de 1’oxygéne ou FRO sont énumérées dans le tableau

1. Les especes majoritaires seront détaillées compte tenu de leur implication en oncologie.

Tableau 1: Les principales espéces réactives de ’oxygeéne [8]

Radicaux libres Especes réactives non radicalaires
Anion superoxyde (Oy") Peroxyde d’hydrogene (H20,)
Hydroxyle (OH) Acide hypochlorique (HOCI)
Hydroperoxyle (HO>') Ozone (0O3)
Peroxyle (ROy) Oxygene singulet ('0;)
Alkoxyle (RO) Peroxydes organiques (ROOH)
Dioxyde de carbone (CO;") Peroxinitrites (ONOO-)

1.2.1 L’anion superoxyde (02")

1.2.1.1 Production

14



Etat de la question

L’anion superoxyde est le résultat de la réduction monovalente de 1’oxygene
moléculaire (0O,), c’est-a-dire, [’addition d’un ¢lectron supplémentaire a [’oxygéne
moléculaire :

O + e 9 02'_

2

L’anion superoxyde est produit pendant le métabolisme cellulaire aérobie au niveau de
la chaine respiratoire mitochondriale. Dans les conditions normales, les mitochondries sont le
sicge de 90% de la production d’anion superoxyde intracellulaire [9]. Les autres sites de
production, quantitativement de moindre importance, sont la NADPH oxydase, située dans la
membrane et la xanthine oxydase, située dans le cytoplasme, et le cycle catalytique du

cytochrome P450 qui siége principalement dans le réticulum endoplasmique.

1.2.1.2 Toxicite

La durée de vie de ’anion superoxyde est relativement longue (jusqu'a quelques
dizaines de secondes) car il est peu réactif en milieu aqueux. Il peut ainsi diffuser assez loin
de son lieu de production. Toutefois sa charge électrique négative le rend incapable de
diffuser a travers les membranes biologiques [10]. La toxicit¢ de 1’0" s’exerce
préférentiellement de manicre indirecte. En effet, en réagissant avec le peroxyde d’hydrogeéne
(H203), il donne naissance au radical hydroxyle (OH") (réaction de Haber Weiss). Il peut
¢galement, en réagissant avec le monoxyde d’azote (NO), conduire a la formation de
peroxynitrites (ONOO-) dont la toxicité est maintenant bien établie [11, 12]. En outre, la
dismutation de I’anion superoxyde en peroxyde d'hydrogeéne est rapide et principalement
gérée par les superoxyde dismutases (SOD), méme si il existe une dismutation trés faible et

spontanée de I’anion superoxyde.

1.2.2 Le peroxyde d'hydrogene (H20:z)
1.2.2.1 Production

Le peroxyde d’hydrogéne résulte de la dismutation de 1’anion superoxyde par

dismutation:

o+ 0. + 2H 2> HO + 0)
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Etat de la question

L'H,0,, produit par la dismutation d’O,", est beaucoup plus stable que 1’O,", et a la capacité,
contrairement a 1’0,", de diffuser a travers les membranes biologiques, Cette réaction est

catalysée par la SOD mais peut aussi se produire de maniére spontanée.

1.2.2.2 Toxicite

Le peroxyde d’hydrogene a la capacité de traverser les membranes biologiques [13].
De ce fait, et compte tenu également d’une faible réactivité, 1’H,O, peut se retrouver a une
grande distance de son lieu de synthése. Sa toxicité est principalement liée au fait qu’en
présence d’ions métalliques, tels que les ions ferreux (Fe®") et cuivreux (Cu®"), ’'H,O, peut se
réduire par la réaction de Fenton en radical hydroxyle (OH"). La réaction de Fenton est une
réaction d'oxydation avancée aboutissant a la formation du radical hydroxyle OH" qui est le
deuxieéme oxydant le plus toxique présent dans la nature aprés le fluor. L’H,O; peut également
interagir directement avec des protéines et d’autres molécules contenant des groupements

thiols en oxydant leur groupement sulthydryle (-SH).

1.2.3 Le radical hydroxyle (OH')
1.2.3.1 Production

La principale voie de production du radical hydroxyle est la réaction de Fenton qui
implique des cations métalliques:

Fe’ +  H)O, 2> F + OH +OH

Il est bien établi que la production du radical hydroxyle en présence d’oxygene est liée la
concentration en métaux [14]. Ceci est particulierement vrai pour le fer (exemple ci dessus)
mais d’autres cations métalliques comme le cuivre peuvent également conduire a la
production d’OH- [15]. La production de radical hydroxyle peut également se faire
indépendamment des cations métalliques par I’interaction entre I’anion superoxyde et le
peroxyde d’hydrogene, c'est la réaction d’Haber-Weiss:

HO,+ O & 0, + OH + OH

2
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1.2.3.2 Toxicite

Parmi les FRO intracellulaires, le radical hydroxyle est ’oxydant le plus réactif et le
plus puissant. En effet, il peut réagir avec toutes les molécules environnantes, et intervient
ainsi directement dans la dégradation des acides nucléiques (ADN), la peroxydation lipidique
et "oxydation des protéines [16]. A ce titre, il représente une source potentielle de 1ésions
moléculaires, cellulaires et tissulaires. Cette toxicité est due a son extréme réactivité qui se
traduit par des constantes de vitesse (k (OH+ substrat)) comprises entre 10° et 10" mol™ L.s™.
La durée de vie des radicaux OH- est extrémement faible (d’environ 10” secondes) et les
distances qu'ils peuvent parcourir sont également treés faibles (inférieures a la dizaine de
nanometres) [17]. Ce sont donc, a 1'opposé de I’ H,O,, des radicaux qui diffusent peu et qui
réagissent quasiment sur le lieu de leur production, Les radicaux hydroxyles réagissent selon
trois modes d'action :
- en arrachant un électron :
OH + Fe*' 2> F o+ OH

- en arrachant un atome d'hydrogéne (d'un substrat organique RH) :
OH + RH > R + H,O

- en s'additionnant sur les doubles liaisons :

OH +  >C=C< 2  >C-C(OH)-

1.3 Les sources endogenes des formes réactives de I'oxygene

Dans l'organisme, il existe de nombreuses sources de FRO dont I’importance varie
selon les tissus. On distingue deux groupes de FRO selon leur origine enzymatique ou non

[18-21].

1.3.1 L’auto-oxydation des petites molécules

L'auto-oxydation de molécules telles que la dopamine, I'adrénaline, les flavines et les
hydroquinones est une source de FRO [22]. Le produit direct de ces auto-oxydations est

souvent I'O,". Ainsi, I'auto-oxydation de la dopamine est en partie impliquée dans le processus
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apoptotique lors de pathologies neuro-dégénératives, notamment lors de la maladie de
Parkinson [20]. Il a été mis en évidence que la formation de quinone par auto-oxydation de la
dopamine endogéne jouait un réle majeur dans la dysfonction dopaminergique observée de

cette maladie [23, 24].

1.3.2 Le peroxysome

Un peroxysome est un organite cellulaire entouré par une membrane simple et ne
contenant pas de matériel génétique. Un peroxysome contient de nombreuses enzymes
générant une grande quantité d’H,O,. Toutefois I'H,O, généré est rapidement détoxifié par la
catalase peroxysomale. Cette utilisation par la catalase joue un role particulier dans
I’homéostasie. Cette réaction est particuliecrement rénale et hépatique puisqu’un
dysfonctionnement de la catalase peroxysomale accélére l'atteinte rénale chez les patients

diabétiques [25].

1.3.3 Le réticulum endoplasmique et le cycle catalytique du cytochrome P450

Le réticulum endoplasmique est un sous compartiment de la cellule. Il est séparé en
réticulum endoplasmique rugueux et lisse. Le réticulum endoplasmique lisse contient des
enzymes qui catalysent des réactions de détoxification des drogues liposolubles et d’autres
métabolites toxiques. La plus connue de ces enzymes est le cytochrome P450 qui oxyde les

acides gras insaturés et les xénobiotiques tout en produisant des FRO.

Les cytochromes P450 (CYP450) sont des complexes enzymatiques qui utilisent le
dioxygene pour oxyder un substrat [3, 5]. Le fonctionnement des CYP450 requiére un agent
réducteur, généralement le NADPH. La réaction catalysée par le CYP450 peut étre résumée

par 1’équation suivante :

AH + O, + RH, -> AOH -+ R + H,O

ou AH est le substrat et RH, I’agent réducteur.

Il existe chez ’homme de multiples isoformes des CYP450 qui sont chacun spécifique

d’un ou plusieurs substrats. Ces substrats peuvent étre un stéroide, un acide biliaire ou un
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xénobiotique. La réaction catalysée par le CYP450 peut parfois conduire a la formation d’O,"
lorsque 1’05 subit une réduction monovalente. Certains CYP450, tel que le 2E1 impliqué dans
le métabolisme de 1’alcool, sont particulierement pourvoyeurs d'O,". La majorité des CYP 450
sont localisés dans le réticulum endoplasmique. Certains sont cependant de siége
mitochondrial [26]. Ces CYP450 mitochondriaux possédent une composante supplémentaire,
la ferrédoxine qui joue le réle de donneur d’électrons intermédiaire entre le NADPH et le
substrat. Cette réaction de transfert est catalysée par la ferrédoxine réductase. Lorsque la
concentration de ferrédoxine est limitée, la ferrédoxine réductase peut étre responsable de la

formation d'O," [27].

1.3.4 La xanthine oxydase

La xanthine oxydase (XO) est une des deux formes de la xanthine oxydoréductase
(XOR), ’autre étant la xanthine déshydrogénase (XDH) chez ’homme [28]. La XOR est
chez 1'homme la principale enzyme responsable de la dégradation des bases puriques. Elle
catalyse les deux derniéres étapes, c’est a dire I’oxydation de 1’hypoxanthine en xanthine et

catalyse la xanthine en acide urique :

hypoxanthine + 0, + H,O «— xanthine + H,0,
xanthine + 0, + H,O0 «— acideurique + H,0,
XDH XDH
NAD" NADH NAD" NADH
A \f A \f A
—> —> OH
/\OH /\ off
. . . . Aci .
Hypoxanthine 0, 0, Xanthine 0, ; cide urique
X0 X0

Figure 2: La dégradation de ’hypoxanthine en acide urique.
Ce schéma illustre la transformation de I’hypoxanthine par la xanthine oxydase puis la conversion de la
conversion de la xanthine en acide urique.
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La xanthine oxydase est une enzyme soluble qui produit ainsi des FRO [29]. Cette
enzyme est présente dans le sang, les cellules endothéliales des capillaires, et dans le foie et
l'intestin gréle. La localisation cellulaire de la xanthine oxydase est principalement
cytoplasmique. La production de FRO par la xanthine oxydase est faible en condition basale,

mais jouerait un réle dans les phénomenes d'ischémie - reperfusion [30-33].

La xanthine oxydase entraine la réduction de 1’oxygene en O,". Cependant, in vivo,
I’essentiel de ’oxydation de la xanthine et de I’hypoxanthine est assuré par la xanthine
déshydrogénase qui utilise préférentiellement comme accepteur d’électrons la NAD" [28, 34,
35]. Dans les conditions normales, le métabolisme des bases puriques entraine donc une
source négligeable d’anion superoxyde [5]. La conversion de la XDH en XO peut cependant
survenir au cours du syndrome d’ischémie - reperfusion. Une forte production d’anion

superoxyde est alors étre observée au cours de ce phénomene [5].

1.3.5 L’acide arachidonique et la lipo-oxygenase

L’acide arachidonique provient de [I’hydrolyse des phospholipides par la
phospholipase A2. L'acide arachidonique est un acide gras polyinsaturé qui joue un role de
second messager via une voie de signalisation impliquant le controle de la protéine kinase C
et de la MAP kinase p38. Ainsi dans les phénomeénes d’apoptose ou de prolifération cellulaire
on observe la libération de grandes quantités de FRO [36, 37]. L'acide arachidonique est le
substrat de la lipo-oxygénase pour la synthése des leucotrienes. Cette synthése met en jeu une
série d’oxydations qui implique la production de FRO. La production de FRO par cette voie

pourrait jouer un réle dans le cadre de l'initiation de la réponse inflammatoire.

1.3.6 La NADPH oxydase
1.3.6.1 La famille de la NADPH oxydase ou NOX

La NADPH oxydase (NOX) est un complexe enzymatique membranaire qui catalyse
la réaction d’oxydation de la NADPH par le dioxygéne (O,), et produit ainsi du NADP", du
H' et de I'0," [38-40]:

NADPH + 20, =  NADP" + H + 20,
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Les NOX sont des protéines multimériques transmembranaires. Elles siégent au sein
de la membrane plasmique, membrane nucléaire et de certaines membranes intracellulaires,

vacuoles phagocytaires ou phagosomes et vésicules sécrétoires (figure 3) [41].

Figure 3: Les différents isoformes de la NADPH oxydase [42]
Les membranes cellulaires sont indiquées en gris, les protéines essentielles en jaune, les protéines activatrices
en vert et les protéines de liaison en bleu. PM : membrane plasmatique.

Chez 1'Homme, il existe 7 variantes de la NADPH Oxydase: NOXI1, 2, 3, 4, 5 et
DUOX (dualoxidase) 1 et 2. La NADPH oxydase a été initialement décrite dans les cellules
phagocytaires (principalement NOX2) ou elle joue un rdle fondamental dans la réponse
immunitaire lors de la lutte contre les micro-organismes. Les principales fonctions des NOX

sont rappelées dans le tableau ci-dessous (tableau 2).
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Tableau 2 : Les NADPH oxydases - localisations, roles et facteurs régulateurs [39-41, 43, 44]

Expression préférentielle Réles connus Facteurs
régulateurs
NOX1 Epithélium colique,
kératinocyte, cellule Défense antibactérienne  NOXO1, NOXA1
endothéliale et musculaire lisse Transmission du signal RACI1
vasculaire, prostate, utérus
NOX2 p47, p40,
Phagocyte, cellule endothéliale  Défense antibactérienne  p67phox,
RACI/RAC2
NOX3 Oreille interne Développerpent Inconnu
embryonnaire
NOX4 Epithélium rénal, ostéoclaste, Défense antibactérienne
ovaire, ceil, cellule musculaire  Transmission du signal Inconnu
lisse vasculaire
NOXS5 Lymphocyte, spermatozoide, Inconnu Calcium
épithélium mammaire, cervelet
DUOXI1 s . Défense antibactérienne  Calcium
Epithélium pulmonaire .
thyroide, cervelet, Syntl.l.es.e des hormones
thyroidiennes
DUOX2 Thyroide, colon, 1lots Synthése des hormones Calcium
pancréatiques, prostate thyroidiennes

Structures

Les différents homologues de la NADPH oxydase se distinguent par leur sous-unité
alpha du flavocytochrome bsss. NOX1, NOX3 et NOX4 possedent une sous-unité alpha tres
proche de la sous-unité¢ gp91 de NOX2. NOXS5 posséde a son extrémité N-terminale un
domaine « calmoduline-like » contenant quatre sites de fixation du calcium. A ce titre NOXS5
est inductible par le calcium [45]. Les enzymes DUOX possédent également un domaine de
fixation du calcium ainsi qu’un domaine a activité peroxydase a leur extrémité N-terminale,
extracellulaire. Comme [’illustre la figure 3, toutes les isoformes de NOX sont des
protéines membranaires et sont localisées dans la membrane plasmique.
En outre, NOX1 a ¢été trouvé a la membrane plasmique dans les cavéoles
[46], NOX2 dans les membranes des phagosomes et NOX4 dans la membrane mitochondriale

[47] et sur la membrane des cellules endothéliales [48], ainsi que dans le noyau [49].
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La NOX2 est la seule NADPH oxydase phagocytaire. Les NADPH oxydases non
phagocytaires présentent certaines caractéristiques fonctionnelles communes [50-52]:
- leur activité enzymatique est environ trois fois plus faible que celle de NOX2.
- apres activation, la production d’anion superoxyde ne devient détectable qu’au bout de
quelques minutes a quelques heures, contre quelques secondes pour la NOX2.
- elles présentent une faible activité basale responsable d’une production continue d’anion
superoxyde.

- la plupart des NOX non phagocytaires siégent au niveau de la membrane plasmique.

Fonctions

Les NADPH oxydases exprimées sur des épithéliums de surface (colon, poumon...)
ont un role de défense antibactérienne [43, 44, 53]. Les enzymes DUOX sont impliquées dans
la biosynthése des hormones thyroidiennes [54]. Le role majeur des NOX est de participer a la
transmission du signal en réponse a plusieurs hormones et facteurs de croissance. Ainsi
Iactivité de NOX1 et NOX4 est augmentée dans les cellules musculaires lisses vasculaires
par la fixation du PDGF et de I’angiotensine II sur leur récepteur membranaire respectif [55].
NOX1 est nécessaire a la transmission du signal mitogéne induit par ’EGF sur des
fibroblastes [56], tandis que NOX4 est impliquée dans la transduction du signal induit par
I’insuline dans les adipocytes [57]. Il a été montré que I’implication de la NADPH oxydase

dans la transmission du signal est bien liée a la production de FRO [58, 59].

1.3.6.2 La NADPH oxydase phagocytaire ou NOX2

La NADPH oxydase phagocytaire, NOX2, fut la premiére identifiée et reste la mieux
connue. La NOX2 est principalement exprimée dans les  phagocytes
professionnels (polynucléaires neutrophiles, polynucléaires éosinophiles, monocytes et
macrophages) mais peut également étre retrouvée dans les cellules endothéliales [38-40].
L’activation de NOX2 induit une forte concentration de radicaux libres dans le phagosome qui
vont participer a la destruction du micro-organisme en oxydant massivement les protéines, les

lipides et ’ADN [43, 44].
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Structure

La NOX2 est un complexe enzymatique multi protéique qui lorsqu’il est activé est
composé de six éléments [44, 53, 60]:
- Deux éléments transmembranaires qui forment le flavocytochrome bssg et constituent le

noyau catalytique de I'enzyme :

. gp9

PHOX
10

PHOX s . .
1°H9% ou sous-unité alpha avec une partiec C-terminale

cytoplasmique. Le gp9 contient les sites d’attache du FAD (flavine adénine

dinucléotide) et du NADPH. Le diphenyleneiodonium (DPI) inhibe la NADPH oxydase en se
fixant sur le site de la FAD.

. p22"M%% avec une partie C-terminale riche en proline.

Figure 4: La structure schématique de la NOX2 et de p22phox d’aprés Lambeth [44]

Les régions transmembranaires o-hélicoidales sont représentées par des cylindres, avec la boucle cytosol-face B
reliant les hélices 2 et 3, et les hémes sont indiquées en rouge, avec des résidus histidine conservés dans les
hélices 3 et 5 fournissant les ligands axiaux et distaux des hémes ferreux. L’hélice 6 est reliée au domaine
globulaire flavoprotéine qui contient de la FAD. NOX2 est associée a la membrane avec p22phox, qui présente 2
segments transmembranaires de formes a-hélicoidales et dont chaque extrémité C-terminale contient une région
riche en proline(PRR) qui est la cible de bis-p47phox.
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- Trois composants cytosoliques p47"7°%, p67™1%% et p40™* permettent une régulation
étroite de l'activité de la NADPH oxydase. Au repos, elles forment un complexe cytosolique
de 250 kda. L’assemblage de ce complexe au flavocytochrome bssg est nécessaire a

PHOX

I’activation de l’enzyme. Le composant p47 est responsable, aprés activation, du

transport des sous-unités cytosoliques vers la membrane [61]. A I’inverse des autres sous-

PHOX

unités, le composant p47 n’est pas totalement indispensable a I’activation de la NADPH

PHOX

oxydase [62]. Le composant p67 contient un "domaine d'activation" qui agit avec le

flavocytochrome et participe au transfert d'électrons [63]. Le composant p67° X interagit
avec la protéine Rac-GTP via sa partie N-terminale [64]. Le composant p40”™"° interagit avec

les deux autres composants p67phox et p47phox et son role est moins bien établi [43, 44].

- RAC GTPase : RAC est une petite protéine G, appartenant a la superfamille des protéines
Rho GTPases. 1l existe deux types de protéines RAC : RAC1 et RAC2. RAC1 est ubiquitaire
tandis que l'expression RAC2 est limitée aux cellules hématopoiétiques [43, 44]. L’activité de
RAC est déterminée par le type de nucléotide a guanine auquel elle est liée. Le GDP (guanine
diphosphate) maintient la protéine dans 1'état inactif tandis que le GTP (guanine triphosphate)
induit 1'état actif, permettant de ce fait l'interaction avec des effecteurs et la propagation du
signal d’aval. La conversion entre les états actifs et inactifs est réglée par les GEFs (guanine-
nucleotide exchange factors), qui favorisent la libération du GDP et permettent au GTP de se
lier, et par les GAPs (GTPase activating proteins) qui au contraire augmentent le taux
d'hydrolyse du GTP [65, 66]. Au repos, RAC est liée a une protéine inhibitrice Rho-GDI (Rho
GDP-dissociation inhibitor) [67]. Rho-GDI empéche I’interaction de I’extrémité C-terminale,
geranyl-geranyl, de RAC avec la membrane contribuant ainsi a ce que RAC reste uniquement

dans le cytoplasme.

Activation de la NADPH oxydase : Phosphorylation et assemblage

La phosphorylation est un des événements majeurs dans l'activation de la NOX2. De
multiples phosphorylations de p47phox sont indispensables pour lever l'auto-inhibition et
ainsi permettre la translocation a la membrane et l'association avec le flavocytochrome

(figure 5) [68]. La PKC (protein kinase C) joue un rdle majeur dans cette phosphorylation
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[69]. La p38 MAPK (p38-mitogen activated protein kinase) [70], la PAK (p21-activated
kinase) [71] et la protéine kinase B/Akt [72] peuvent également contribuer a la
phosphorylation de p47phox. Lors de I’activation de la cellule, il se produit un clivage entre
RAC et Rho-GDI. RAC migre alors a la membrane plasmique et peut échanger le GDP contre
du GTP [73]. RAC hydrolyse le GTP, activant ainsi la NADPH oxydase [74, 75]. RAC li¢ au
GTP pourrait se lier a p67-phox, entrainant un changement dans sa conformation au niveau de
la partie C-terminale et conduisant a la dissociation du complexe p67-phox/p40-phox, pour

permettre a p67-phox libre d’agir avec le cytochrome bssg [76].

Figure S : L’activation des FRO par phosphorylation et I’assemblage de la NADPH oxydase dans les
phagocytes d’aprés Lambeth [43]

L'activation du systéme gp91phox se produit par au moins trois déclencheurs de signalisation qui conduisent a
l'assemblage des protéines cytosoliques régulatrices (p40phox, p47phox et p67phox) avec le flavocytochrome
b558. Ces déclencheurs impliquent des protéines kinases, des enzymes métabolisant les lipides et des protéines
facteurs d’échange de nucléotides qui activent la GTPase-RAC. Les protéines kinases catalysent des
phosphorylations de la région auto-inhibitrice (AIR) dep47phox, ce qui lui permet de se lier a p47phox et
p22phox.

1.3.7 La mitochondrie

La mitochondrie est un organite intracellulaire qui produit la majorité de 1'énergie pour

la cellule sous forme d'ATP. Son rdle est donc crucial pour le fonctionnement de la cellule et
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pour sa survie. De plus la mitochondrie, via le fonctionnement de la chaine respiratoire, est
considérée comme une des principales sources de FRO dans la cellule. La mitochondrie
possede un systéme de double membrane (interne et externe) qui délimite I’espace matriciel
mitochondrial dans lequel se trouvent, entre autres, les enzymes des voies métaboliques de
Krebs et de la B-oxydation. Le catabolisme des glucides, acides gras et acides aminés
s'accompagne de la production d'équivalents réduits que sont le NADH et le FADH2.
L’oxydation de ces équivalents réduits par 1’0, a lieu au niveau de la chaine respiratoire

mitochondriale et aboutit a la formation d’énergie.

1.3.7.1 La structure de la chaine respiratoire mitochondriale et de I'ATP synthase

La chalne respiratoire mitochondriale est la résultante de 1’association d’une
cinquantaine de polypeptides et permet la production d’énergie sous forme d’ATP en utilisant
le dioxygéne. Elle est composée de cinqg complexes protéiques (I a V) situés dans la
membrane interne des mitochondries. La chaine respiratoire mitochondriale utilise deux
transporteurs d’¢lectrons, le nicotinamide adénosine dinucléotide (NADH) et le flavine
adénosine dinucléotide (FADH,), pour faire subir a I’oxygene une réduction tétravalente par

addition de 4 électrons ( ¢) et de 4 protons (H") conduisant a la production d’eau [9]:

0, + 4e + 4H = 2 H,0

L’énergie dissipée par ce processus d’oxydo-réduction permet le transfert transitoire
de protons de la matrice a 1’espace inter membranaire, ce qui est a I’origine d’un gradient de
potentiel transmembranaire (dénommé A¥Wm). La phosphorylation de I’ADP mitochondrial en

ATP se produit grace a ce gradient de protons (figure 6).
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Figure 6 : la chaine respiratoire mitochondriale d’aprés Mandavilli et al. [77]

Le NADH est formé par ’oxydation de 1’acétyl CoA au cours du cycle de Krebs. Le
FADH; est réduit a partir du succinate, également issu du cycle de Krebs [5]. Les complexes
I, II et IV agissent pour catalyser le transfert des ¢lectrons du NADH a I’oxygéne, et les
complexes II, III et IV du succinate a I’oxygéne. Les électrons sont transférés des complexes I
et II au complexe III par ’'ubiquinone ou coenzyme Q;o (CoQ) et du complexe III au
complexe IV par le cytochrome ¢ (Cyt). La réduction tétravalente de l'oxygene a lieu au
niveau du complexe IV. L’ATP est synthétisée au niveau du complexe V. En plus de I’ATP et
de I’eau, la chaine respiratoire produit en continu des anions superoxydes par une réduction
monovalente de 1’oxygene. Il est estimé qu’environ 0.2 % de Ioxygeéne consommeée par la
chaine respiratoire conduit a la formation d'anion superoxyde par des fuites d’electrons qui se

combinent directement a I’oxygene [78].

Le Complexe I : NADH oxydo-reductase (déshydrogénase - Coenzyme Q réductase)

Au niveau du complexe I, le transfert initial d’électrons nécessite le cofacteur
équivalent réduit NADH et permet le transfert d’électrons, du NADH au co-enzyme Q. Ce
complexe protéique est composé de 46 sous-unités et contient une flavine-mononucléotide
(FMN). Le FMN et le co-enzyme Q sont des intermédiaires capables d’accepter un ou deux
¢lectrons en raison de leurs formes semi quinone stables [5]. Le complexe I produit la majeure
partie de I’anion superoxyde dans les mitochondries intactes [79, 80]. Cette production d’O»"
se fait principalement du c6té de la matrice de la membrane interne [78, 80, 81]. La roténone,
inhibiteur du complexe I, peut augmenter la production d’Oz” en empéchant le transfert des

¢lectrons sur le co-enzyme Q et en favorisant leur réaction avec I’oxygene [79, 82].

Le Complexe Il : Succinate déshydrogénase - Coenzyme Q réductase

28



Etat de la question

Le succinate réduit la FAD en FADH; et est oxydé simultanément en fumarate. Le
complexe II transfére alors les ¢électrons du FADH, au co-enzyme Q. Le complexe II permet
ainsi la réduction du co-enzyme Q en court-circuitant le complexe I qui n’est donc pas

totalement indispensable au fonctionnement de la chaine respiratoire.

Le Complexe 1II (CoQ-Cyt c oxydoréductase)

Ce complexe transfere les électrons du co-enzyme Q réduit au cytochrome c. Il
contient 2 cytochromes b (b562 ou by et bS66ou by), une sous-unité¢ a centre Fe-S et le
cytochrome ¢, qui vont servir d’intermédiaires successifs pour ce transfert d’¢électrons. Les
électrons aboutissent au Cyt ¢,°* qui devient par le fait méme réduit. Le Cyt ¢;"¢ s'oxyde alors
en transférant son électron au cyt ¢** qui est associé au complexe III. En passant a I'état réduit,
le cyt ¢ se dissocie du complexe III, migre le long de la surface de la membrane interne et
enfin interagit avec la cytochrome c oxydase au niveau du complexe IV. Tout comme le
complexe I, le complexe III produit de I’anion superoxyde [81]. L’antimycine A, inhibiteur du

complexe III qui bloque le transfert d’¢lectrons du cyt b au cyt c¢; est responsable d’une

augmentation de la production d’anion superoxyde [78, 81].

Le Complexe IV ou cytochrome c oxydase

Il contient les cytochromes a et a3, et deux ions cuivre qui sont cruciaux pour le
transfert des électrons du cyt ¢ a Ioxygeéne et la synthése simultanée de deux molécules
d’eau. Le complexe IV catalyse la derniére réaction d’oxydoréduction qui réduit I’O, en H20
par 4 ¢électrons. Le transfert des électrons est irréversible contrairement a celui ayant lieu au
complexes I et III. Ce transfert d’¢lectrons est associ¢ a un efflux de protons vers ’espace

inter membranaire.

Le Complexe V ou I'’ATP synthase

L'ATP synthase (FOF1-ATP synthase) est un complexe protéique enzymatique qui se
trouve dans les crétes mitochondriales, la membrane des thylakoides, et la membrane
plasmique des bactéries. L’ATP synthase couple la diffusion facilitée des protons a la
synthése d’ATP a partir d’ADP et de phosphate inorganique (Pi) et permet donc de
transformer la différence de potentiel électrochimique de protons en énergie chimique. L’ATP

synthase est inhibée par I’oligomycine qui bloque le transport de protons.
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1.3.7.2 Le fonctionnement mitochondrial et la production de FRO

Selon la théorie chimio-osmotique de Mitchell [83], les oxydations des équivalents
réduits (NADH et FADH?2) dans la chaine de transport d'électrons (ETC) sont couplées a un
efflux de protons depuis la matrice vers I’espace inter membranaire. Comme la membrane
interne mitochondriale est peu perméable aux protons, un gradient électrochimique (A
potentiel électrique et A pH) est ainsi produit. Ce gradient de protons représente donc une
force poussant les protons a retourner dans la matrice mitochondriale. Lorsque les protons
retournent dans la matrice par ’ATP synthase, 1’énergie alors libérée permet la synthése
d’ATP par phosphorylation. Les oxydations et les phosphorylations sont donc couplées. Ce
couplage peut étre plus ou moins efficace et il a été défini des états respiratoires de repos et

stimulé en fonction de la disponibilité¢ en ADP.

La situation rencontrée au sein d’une cellule est celle d’un état intermédiaire entre les
¢tats respiratoire de repos, correspondant a 1'état basale d'oxygene et sans phosphorylation, et
I'état respiratoire stimulé avec la présence d’ADP en quantité suffisante afin de permettre les
phosphorylations et donc la synthése d'ATP par 'ATP synthase. Compte tenu de cela, il est
établi que le fonctionnement méme de la chaine respiratoire entraine la production de FRO en
conditions physiologiques [84]. Il a été également montré que la production d’H,O, par la

chaine respiratoire mitochondriale est directement liée a la dismutation de I'anion superoxyde.

La production de FRO est conditionnée au flux d’¢lectrons dans la chaine respiratoire
et au degré de réduction des transporteurs d’électrons. Il apparait néanmoins que la production
d’anion superoxyde soit moins liée au flux d’¢lectrons qu’au potentiel membranaire. En effet,
une relation directe a été mise a jour entre le potentiel de membrane et la production d’anion
superoxyde [85]. De méme, il a été mis en évidence que la production de H,O, produit par les
mitochondries oxydées peut étre inhibée par un découplant protonophore de I’ADP et du
phosphate, par exemple le malonate, la roténone et le myxothiazol, et stimulée par
I'antimycine A [86]. L effet de I'ADP sur la mitochondrie est également abolie par la carboxy
atractylate et 1’oligomycine. Une valeur seuil du potentiel membranaire a ét¢ identifiée au-
dessus de laquelle une forte augmentation de la production de H,O, est retrouvée. Ces
données mise en évidence par Korshunov et al [86] sont en droite ligne avec le concept de

Skulachev et al [87, 88] qui suggéraient qu'une force motrice protonique €élevée pendant 1’état
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respiratoire de repos 4 etait potentiellement dangereuse pour la cellule en raison d’une
production induite d’anion superoxyde. De méme, I’ajout d’ADP en créant un état actif
mitochondrial entraine une oxydation accrue des transporteurs d’électrons. Cette oxydation
provoque une réduction drastique de la production de FRO [84, 86, 89, 90]. Par I'utilisation
d'inhibiteurs et d'agents découplants, de nombreux travaux ont identifi¢ que les complexes I et
III de la chaine respiratoire mitochondriale étaient responsables de la production d’O,” [84,

90, 91].

En effet, le complexe I catalyse la conversion de I'oxygéne moléculaire en anion
superoxyde par le transfert d'un électron sur I'oxygéne moléculaire. Expérimentalement, si le
succinate est utilis¢é comme substrat du complexe I en 1'absence de roténone, la production de
d’O," est trés importante, ce qui a permis d’identifier un flux inverse d’électrons du complexe
IT au complexe 1. Ce flux inverse d’électrons est dii au fait qu’en absence d’ADP (état
respiratoire 4), les électrons dérivés du succinate peuvent remonter au complexe I grace au
potentiel de membrane et ainsi réduire le NAD+ en NADH [92]. 11 a été mis en évidence que
le complexe I produit 1’anion superoxyde sur la face matricielle de la membrane interne
mitochondriale, 1’anion superoxyde est « dismuté » en H>O, par la SOD mitochondriale. Le
H,0, diffuse secondairement vers le cytoplasme a travers la membrane interne mitochondriale
qui est fortement imperméable aux protons. Dans ce cas, un traitement par un mimétique de
la SOD exogéne n’aura pas d’effet [78]. En revanche, il a ét¢é mis en évidence que la
production d’anion superoxyde au niveau du complexe IIl de la chaine respiratoire
mitochondriale se réalisait sur la face cytoplasmique de la membrane interne [93]. Dans ce
cas, la production de I’H,0O, se fera au niveau cytoplasmique permettant lors de 1’ajout d’un
mimétique de la SOD exogéne d’augmenter la dismutation de 1’O,". La répartition des FRO

au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale est résumée dans la figure 7.
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Figure 7 : la répartition des FRO au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale d’aprés Beal et al.
94
[I .3]. 7.3 La modulation de [’activité mitochondriale

Les mitochondries générent des FRO a partir de différents centres d'oxydo-réduction
dans la chalne respiratoire et d’autres voies métaboliques [95]. Compte tenu du
fonctionnement mitochondrial, la principale forme réactive générée par la mitochondrie est
1’0,", qui peut ensuite étre converti en HyO, ou ONOO- [96]. A un niveau de stress oxydant
faible, I’activité mitochondriale des FRO joue un role dans la signalisation cellulaire. En
revanche, a des niveaux plus élevés de FRO, les protéines et les lipides mitochondriaux sont
susceptibles d'étre oxydés [95, 97]. Compte tenu de la capacité de la mitochondrie & induire
des FRO qui peuvent provoquer des dommages cellulaires pouvant conduire a la mort
cellulaire, la modulation de I’activité mitochondriale représente depuis quelques années un

axe majeur de recherche [98-101].
La production mitochondriale de FRO varie en fonction des tissus étudiés. Les tissus

post-mitotiques comprenant I’ensemble des tissus musculaires et nerveux présentent la

production mitochondriales de FRO la plus élevée [102]. Les axes de recherche portant sur la
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régulation mitochondriale des FRO se sont principalement orientés vers le vieillissement

cellulaire, les maladies neuro-dégénératives et les cellules cancéreuses [103-105].

A 1’état de repos, la production mitochondriales de FRO est faible. La production de
1’0O," par une mitochondrie intacte de tissus post-mitotiques n’est quasiment pas détectable en
présence de pyruvate/malate (fournissant du NADH) ou de succinate (fournissant du FADH?2)
[78, 92]. En revanche, la production mitochondriale d'O,” augmente de maniére notable
lorsque des inhibiteurs spécifiques du transfert d'électron sont utilisés : la roténone pour les

substrats liés au NADH et I’antimycine A pour les substrats liés au FADH2.

La production mitochondriale d'O,” est liée au potentiel de membrane et au flux
d'électrons a travers la chaine de transport d’électrons (ETC). La membrane interne
mitochondriale était initialement considérée comme complétement imperméable aux protons.
Néanmoins, il a été rapporté que cette imperméabilité n’était pas absolue, permettant donc a
une faible quantité de protons de retourner dans la matrice mitochondriale. Cette fuite de
protons a travers la membrane est appelée proton leak [106, 107]. Le couplage oxydation-
phosphorylation est donc perfectible et la composition lipidique de la membrane est un
¢lément capital de la perméabilité aux protons [108, 109]. Outre une perméabilité¢ basale aux
protons tres faible, il a été mis en évidence que la présence de protéines enchassées dans la
membrane mitochondriale peut accroitre la perméabilité aux protons. Ces protéines

découplantes ou uncoupling protein (UCP) permettent, en raison de leur fonctionnement, avec

des transporteurs de protons, la dispersion de 1’énergie liée au potentiel électrochimique.

La famille des protéines découplantes s’agrandit régulie¢rement et comporte des
isoformes avec une expression tissulaire variable et des fonctions diverses. Ainsi, I’'UCP2, qui
a une expression ubiquitaire, et I’'UCP3, qui est exprimée plus spécifiquement dans les tissus
adipeux et le muscle squelettique, jouent un role plus spécifique dans la régulation de la
production mitochondriale de FRO [110-112]. Certains auteurs [113, 114] avancent
I’hypothese selon laquelle le réle du profon leak serait de réguler la production de FRO
mitochondriales. Les UCP sont présents dans tous les organismes vivants bactériens,
végétaux, et animaux. Dans des macrophages surexprimant ’'UCP2 la production d'H,O, est
réduite [110]. L’invalidation du géne de ’'UCP2 dans les macrophages de souris entraine une
augmentation de la production de FRO [115]. De plus, I’anion superoxyde active directement
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I’UCP2 [116, 117]. De méme, 'UCP3 présenterait aussi une activité régulatrice de la
production de H,O, mitochondriale [117, 118]. Ainsi des mitochondries provenant du tissus
musculaire squelettique de souris présentant un géne de I’UCP3 invalide entraineraient

¢galement une augmentation de la production de FRO [111, 112].

Il existe une autre cause de fuite protonique, le slipping ou découplage intrinséque.
Cette autre fuite de protons est la résultante d’un patinage enzymatique des différentes
pompes a protons de la chalne respiratoire mitochondriale (complexe I, III et IV). La pompe a
protons est un systéme enzymatique qui catalyse la production d’un flux de protons. De cette
facon, la fuite de protons peut ne pas entrainer la production d’ATP au niveau de I’ATP
synthase d’ou I’appellation proton slipping [119]. L’autre hypothése serait qu’au niveau de la
pompe a protons de la chaine respiratoire mitochondriale, le passage d’électrons ne soit pas
associ¢é a un passage de protons ou redox slipping [120-123]. Il semble cependant que
I’activité des pompes a protons soit un ¢élément de régulation de I’efficacité de la chaine
respiratoire mitochondriale comme cela a principalement été rapporté au niveau de la
cytochrome c¢ oxydase (complexe IV) [124]. C’est cette modulation d’activité qui pourrait

intervenir dans la régulation de la production mitochondriale de FRO [102].

1.3.7.4 L effet des FRO sur la mitochondrie

La mitochondrie a depuis plusieurs décennies été identifié comme l'une des principales
sources de FRO intracellulaire. Néanmoins, dans le méme temps, une augmentation des FRO
aura également pour principale cible la mitochondrie. Les FRO peuvent avoir une action
directe sur I’activité mitochondriale. L’O," peut réagir avec le monoxyde d'azote (NO) et
produire ’ONOOQO”. La chaine respiratoire mitochondriale peut étre inhibée par ’ONOO™
[125] et endommager plusieurs composants mitochondriaux (complexe de la chaine
respiratoire, membrane, ADN...) [126, 127]. L’ADN mitochondrial (ADNmt) est un des
premiers atteints car il est a proximité direct de la source de production, en raison de sa
fixation a la membrane interne. L’ADNmt présente plusieurs caractéristiques qui fait de lui
une cible de choix pour les FRO : il est fragile car dépourvu d’histones, et ne posseéde pas de
systéme de réparation de I’ADN aussi efficace que celui de ’ADN nucléaire (ADNn) [128-
131]. Les sous-unités des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale sont codées en

partie par I’ADNn et par ’ADNmt. Ainsi 13 sous-unités protéiques qui constituent ’ETC sont
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codées par ’ADNmt (7 sous-unités du complexe I, une du complexe III, 3 du complexe IV, et
2 pour I’ATPsynthase). Une altération de I’ADNmt pourrait donc perturber le fonctionnement
de la chaine respiratoire et déclencher une cascade de réaction amenant a une augmentation de
la production de FRO et a des dégats au niveau principalement de la mitochondrie. De la
méme fagon, une oxydation augmentée des phospholipides membranaires mitochondriaux
pourrait modifier le fonctionnement mitochondrial et entrainer un niveau de FRO plus élevé

[132, 133].

1.4 Les systemes antioxydants

Les FRO produites constamment au cours du métabolisme aérobie sont éliminées par
un arsenal de molécules qualifiées d’anti-oxydantes. Un antioxydant se définit comme toute
substance qui, lorsqu’elle est présente a une faible concentration comparée a celle d’un

substrat oxydable, retarde ou prévient significativement 1’oxydation de ce substrat [5].

Cette définition inclus trois types de protéines :

- Les protéines qui vont catalyser des réactions aboutissant a éliminer des
radicaux libres et autres molécules réactives. Il s’agit en particulier de la SOD, de la catalase,
des glutathion peroxydases et des thiorédoxine peroxydases. L’activité de ces enzymes est
finement régulée en fonction de 1’état physiologique de la cellule.

- Les protéines qui minimisent la disponibilité de substances pro-oxydantes telles
que le fer ou le cuivre qui sont nécessaires a la génération de radical hydroxyle par la réaction
de Fenton. Il s’agit en particulier de la transferrine et de la férritine.

- Les molécules de bas poids moléculaires qui se lient aux radicaux libres et en
diminuent la toxicité. Certaines sont endogénes comme le glutathion, d’autres proviennent de

I’alimentation, tels que 1’acide ascorbique (vitamine C) ou I’a-tocopherol (vitamine E).

Le tableau ci-dessous résume les différents systémes antioxydants enzymatiques ou

non enzymatiques actuellement identifiés chez ’homme.

Tableau 3 : Les systémes antioxydants chez ’homme [5]
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Les systémes enzymatiques

Les systemes non enzymatiques

Elimination de I’anion superoxyde
Les superoxydes dismutases

Elimination du peroxyde d’hydrogéne

Les peroxydases hémiques
Catalase

Les peroxydases non hémiques
Glutathion peroxydases & glutathion réductase
Peroxyrédoxines et thiorédoxine réductase

Régulation intracellulaire de la concentration en fer libre
Internalisation via les récepteurs a transferrine
Stockage par la ferritine

Elimination de I’anion superoxyde
Les vitamines C et E

Les flavonoides

Les caroténoides

L’ubiquinone (coenzyme Q)

Elimination du peroxyde d'hydrogéne
Les vitamines C et E

Le glutathion (GSH)

La thiorédoxine

1.4.1 La superoxyde dismutase ou SOD

La SOD catalyse la dismutation de deux anions superoxydes en peroxyde d’hydrogéne:

SOD
Oz._ + Oz._ + 2H+ ->

H,O, + 0O,

Cette réaction peut s'effectuer spontanément, mais la SOD l'accélere environ 10 000 fois[5].

11 existe plusieurs SOD qui ont toutes la propriété d’étre liées a un métal, le cuivre, le zinc ou

le manganése, qui va servir au transfert d’électron :

M™  +0,” > M"Y+ 0, oxydation  (a)
MO+ 0,7 +2H 2> M"+H0, réduction (b)
20,7 +2H" > 0, +H0,

M représentant la métalloenzyme, M™ a I’état oxydé et M™"" a 1état réduit.

Trois sortes de SOD ont été identifiées dans la cellule eucaryote:
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» La SODI a cuivre et a zinc (Cu-ZnSOD) que l'on retrouve principalement dans le
cytosol. Le cuivre (Cu®") est nécessaire a I’activité catalytique de la SODI, tandis que le zinc

aide uniquement a la stabilisation de 1’enzyme.

» La SOD2 a manganese (MnSOD) si¢ge au niveau de la matrice mitochondriale. Elle
occupe une place centrale dans la détoxification de 1’O,” puisque, dans les conditions
physiologiques, 90% des anions superoxydes sont produits au niveau de la chaine respiratoire
mitochondriale. La SOD2 est un homo-tétrameére. Chaque sous-unité comporte un atome de

manganése (Mn’") indispensable a I’activité catalytique.

» La SOD3 ou EC-SOD, a cuivre et a zinc est une protéine secrétée et présente
principalement dans le milieu extracellulaire [134, 135]. Elle est présente dans les espaces
interstitiels ainsi que dans le plasma, la lymphe, et le liquide synovial [136]. La EC-SOD est
une des enzymes antioxydantes extracellulaires prédominantes et son rdle est central dans la

détoxification de 1’anion superoxyde extracellulaire [137].

Les SOD jouent donc un role majeur dans 1’élimination de 1’anion superoxyde produit
par le métabolisme aérobie et aussi par la NADPH oxydase ou les cytochromes P450. Leur
importance est illustrée par les souris “knock-out”. Les souris déficientes pour le géne de la
SOD2 présentent dés les premiers jours de vie une atteinte neuronale et myocardique sévere
[138]. Les souris déficientes pour la SOD1 présentent un phénotype moins séveére caractérisé
par une atteinte neurologique tardive [139]. Chez I’homme, une mutation du geéne de la SOD1
est associée a la forme familiale de la sclérose latérale amyotrophique [140]. Cependant,
I’effet protecteur de la SOD est conditionné par la possibilit¢ pour la cellule d'éliminer
efficacement le peroxyde d’hydrogéne, produit par la SOD, et lui méme toxique [141]. L’effet
de la SOD ne doit donc pas étre envisagé isolément mais en fonction de ’activité d’autres
enzymes chargées d’¢liminer le peroxyde d’hydrogéne, principalement la catalase et la

glutathion peroxydase.

1.4.2 La catalase

La catalase catalyse directement la décomposition du peroxyde d’hydrogene en eau et

en dioxygene :
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2H,0,% HO + O,

Structure

La catalase fonctionnelle est composée de quatre sous-unités identiques, chacune
contenant un noyau héme et fixant une molécule de NADPH [142]. La plupart des catalases
existe en tant que tétraméres de 60 ou 75 kDa. Chaque sous-unité contient un groupe héme
correspondant au site actif enfoui a l'intérieur de la structure, mais accessible a partir de la
surface par des canaux hydrophobes. La structure stable des catalases la rend trés résistante au
pH acide, a la dénaturation thermique et a la protéolyse contrairement a la plupart des autres
enzymes. L’aminotriazole inhibe spécifiquement la catalase en se fixant sur le noyau héme
[143]. La voie d'accés la plus évidente a l'emplacement distal de I'héme est similaire a celles

présentes dans la voie d'acces peroxydases [144].

Distribution

Elle est exprimée par la plupart des cellules de 1’organisme mais est particulicrement
concentrée dans le foie [5]. Au niveau subcellulaire, elle est principalement localisée dans les
peroxysomes et n’est pas, ou trés peu, présente dans les mitochondries. Les faibles
conséquences cliniques du déficit héréditaire en catalase suggerent que celle-ci n’est pas
indispensable a 1’élimination du peroxyde d’hydrogéne produit par les cellules dans les

conditions normales [145].

Mécanisme d’action

L'héme contenu au sein des catalases décompose le peroxyde d'hydrogeéne par un
mécanisme en deux étapes dans lequel le peroxyde d'hydrogéne s'oxyde et réduit le fer
héminique dans le site actif. Dans la premicre étape, une molécule de peroxyde d'hydrogéne
oxyde I’héme en une espece oxyferryl. Dans la seconde étape, une seconde molécule
d'hydrogéne peroxyde est utilisée comme agent réducteur pour régénérer l'enzyme, la
production d'eau et d'oxygene. Des catalases contiennent également le NADPH comme co-
facteur qui sert a empécher la formation d'un composé inactif. Ainsi les catalases peuvent

¢galement entrainer une production de FRO (figure 8). La NADPH peut jouer un réle en
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fournissant les électrons nécessaires pour réduire l'oxygéne moléculaire a la production de

FRO.

Figure 8 : Place de la catalase dans la production de FRO. [146]

1.4.3 Les glutathion peroxydases et le glutathion

Les glutathion peroxydases (GPx) -catalysent la décomposition du peroxyde
d’hydrogene en couplant sa réduction en H,O avec 1’oxydation du glutathion réduit (GSH) en
bisulfure de glutathion (GSSG):

2GSH + H,0, > GSSG + 2H,0

1.4.3.1 Les glutathion peroxydases

Outre le peroxyde d'hydrogene, les GPx peuvent réduire de nombreux peroxydes tels
que les hydroperoxydes lipidiques (ROOH) transformés en groupement alcool (ROH) [5]. Le

GSH reste toujours le donneur d’hydrogeéne. Les GPx sont composées de quatre sous-unités,
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chacune contenant un atome de sélénium essentiel a I’activité enzymatique. Chez ’homme
quatre iso-enzymes numérotés de 1 a 4 ont été identifiés [136]. Les GPx sont majoritairement
localisées dans le cytoplasme. Une proportion plus faible est présente dans la matrice
mitochondriale. Les mitochondries sont dépourvues des enzymes nécessaires a la synthése du
GSH qui doit donc étre importé du cytoplasme. La plus grande partie du peroxyde
d’hydrogene produit au niveau des mitochondries ou du cytoplasme est éliminé par les GPx

plutot que par la catalase [3, 5].

1.4.3.2 Le glutathion

Structure

Le glutathion (L-y-glutamyl-L-cysteinylglycine ; GSH) est un tripeptide formé par
I’association de L-glutamate, de L-cystéine, et de L-glycine. Il contient un groupement thiol (-
SH) au niveau du résidu cystéine qui posseéde un fort pouvoir réducteur. Les deux tiers du
glutathion libre est sous la forme réduite GSH [147]. Les chaines latérales de sulthydryle
provenant des résidus de cystéine au niveau de molécule de glutathion peuvent former une
liaison disulfure (GSSG) au cours de l'oxydation lors de réactions avec des oxydes et
peroxydes dans les cellules. La réduction de la GSSG en deux molécules de GSH est effectuée

par la glutathion réductase, une enzyme qui nécessite 1'oxydation couplée de NADPH [148].
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Figure 9 : Structure de la GSH et de 1a GSSG.

Le groupement thiol de la cystéine au sein de la GSH joue un role dans la réduction
des thiols oxydés. L.’oxydation des thiols par 2 cystéines forme un pont disulfure. Bien que ce
lien joue un role important dans la structure des protéines et de leur fonction, les disulfures
introduits de facon inappropriée peuvent étre préjudiciables. Le glutathion peut réduire les
ponts disulfures non enzymatiques. L’H>O, produit lors d’un stress oxydant peut étre réduit

par le glutathion pour produire de 1’eau et de I’oxygene [149].

Distribution
Le glutathion est présent dans pratiquement toutes les cellules, souvent a des

concentrations ¢levées (0,1-10 mM) [148].

Synthese

Le GSH est synthétisé a partir du L-glutamate, de la L-cystéine, et de la L-glycine par
l'action consécutive de la y-glutamyl cysteine synthétase puis de la GSH synthétase au cours
de deux réactions ATP dépendantes [150]. La premicre réaction est limitante et subit un
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rétrocontrole négatif par le GSH formé. Toutefois, lorsque le GSH est consommé, le
rétrocontrole négatif n’opérant plus, la disponibilité en L-cystéine devient alors le facteur
limitant [151]. La synthése du GSH peut étre bloquée par le buthionine sulfoximine (BSO)
qui inhibe la y-glutamyl cysteine synthétase. La N-acetyl-cysteine (NAC) est un précurseur du
glutathion qui présente 'avantage d'une meilleure pénétration intracellulaire, favorisant son
utilisation en thérapeutique. Elle augmente l'activité de la GSH-reductase mais également de

la catalase [152].

Figure 10 : La biosynthése et la dégradation du GSH d’aprés Lomaestro et coll [150]

Pour maintenir un ratio GSH / GSSG ¢élevé, la forme oxydée du glutathion (GSSG) est réduite
en GSH par la glutathion réductase (GR). Le NADPH est le cofacteur de cette réaction:
GSSG + NADPH +H =  2GSH + NADP"

Fonctions biologiques
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Outre son role de co-facteur des GPx, le GSH réduit est impliqué dans de nombreux
autres processus métaboliques, en particulier :
- La détoxification directe des FRO : le GSH peut réagir avec de nombreuses formes réactives
de I’oxygene telles que OH- ou HOCI. Cette réaction génére un radical thiyl (GS-) qui peut se
dimériser pour former le bisulfure de glutathion - GSSG. Celui est alors régénéré en GSH par
la GSH réductase [153, 154].
- Le métabolisme de certains xénobiotiques : le GSH peut se conjuguer a des molécules

¢lectrophiles. Cette réaction est catalysée par les glutathion S-transferases (GST) [153].

Figure 11 : Action de la GSH et de la GSSG selon Liu et al. [149]

La GSH réduit le H,O; et le peroxyde lipidique(ROOH) par le biais de la glutathion peroxydase(GPx) par
catalyse. Le GSSG formé est ensuite réduit en GSH par la glutathion réductase (GR), réaction catalysée par la
consommation de NADPH. Le GSH joue également un réle crucial dans la signalisation des protéines redox par
la glutarédoxine (GRX) et les réactions catalysées par la sulfi-redoxine (SRX). Au cours d’un stress oxydant, les
résidus cystéine de protéines, en particulier ceux dans forme thiolate (Cys-S-), peuvent étre oxydés en sulfénique
(RSOH), sulfinique (RSO2H) et en acide sulfonique (RSO3H), en fonction de l'intensité du stress oxydant. Bien
que la conversion de la forme acide sulfonique en l'acide sulfinique soit considérée comme irréversible, celui-ci
peut étre réduit en acide sulfénique a travers une réaction de catalyse (Srx). L’acide sulfénique réagit ensuite
avec du glutathion pour former des disulfures mixtes de protéines (glutathionylation), qui peut étre réduit pour
libérer une forme -thiol (deglutathionylation) en utilisant du glutathion Srx comme agent réducteur.

1.4.4 Les peroxyrédoxines et la thiorédoxine
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Les peroxirédoxines (Prx) forment une famille de peroxydases a groupement thiol
capables de réduire le peroxyde d’hydrogene et d’autres peroxydes [153-155]. Elles ont en
commun de posséder un résidu cystéine a leur extrémité N terminale qui va étre le site primitif
d’oxydation par le peroxyde d’hydrogéne :

Prx-SH + H,0, > Prx-SOH + H,O

La Prx oxydée réagit alors avec une autre molécule de Prx-SH pour former un pont disulfide :

Prx-SH + Prx-SOH -> Prx-S-S-Prx + H,O

Le dimere disulfide est finalement régénéré en Prx réduite en oxydant une molécule contenant
deux groupements thiols adjacents, la thioredoxine (TRx) :

Prx-S-S-Prx  + TRx-(SH), =  Prx-SH + TRx-S,

Les deux groupements thiols de la TRx forment alors un pont disulfide qui est réduit par la
thiorédoxine réductase en utilisant comme donneur d’électrons le NADPH :

TRx-S, + NADPH + H+ = NADP+ + TRx-(SH),

Il existe six isoformes de PRx localisés principalement dans le cytoplasme et les
mitochondries. Leur activité catalytique est plus faible que celle de la catalase ou des GPx
mais elles possedent une forte affinité avec le peroxyde d’hydrogeéne. Les PRx pourraient

ainsi étre plus efficaces pour éliminer des niveaux faibles de peroxyde d’hydrogene [155].

1.5 Les effets biochimiques du stress oxydant

Le déséquilibre entre les systémes de défense et de production de FRO en faveur de
ces derniers entraine un stress oxydant. Les FRO présents en excés provoquent des dommages
cellulaires irréversibles en réagissant avec I’ADN, les lipides et les protéines. Le stress
oxydant est un phénoméne permanent, li¢ principalement au métabolisme aérobie responsable
d'une production mitochondriale d'anion superoxyde. Ainsi, les FRO sont responsables

quotidiennement de la formation d’environ 10° Iésions sur I’ADN de chaque cellule [156]. La
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principale conséquence biologique du stress oxydant est la mort cellulaire. Il est ainsi
impliqué dans les processus de vieillissement ainsi que dans un grand nombre de pathologies
dégénératives. Les modifications intracellulaires provoquées par les FRO peuvent également

participer a la transformation et a la progression tumorale.
1.5.1 L’action sur ’ADN

Les principaux dommages médiés par le stress oxydant sont I’oxydation des bases, la
création de sites abasiques, les cassures simple ou double brins, les pontages ADN-protéines
et les adduits intra-caténaires [157]. Les FRO les plus réactives vis a vis de I’ADN sont le
radical hydroxyle et le peroxynitrite [158]. En revanche, 1’anion superoxyde ne réagit pas
directement avec I’ADN [159]. Un grand nombre des 1ésions provoquées sur I’ADN sont
mutageénes, c’est a dire qu’elles peuvent entrainer des modifications permanentes du

patrimoine génétique.

Figure 12: Actions des FRO sur ’ADN d’aprés Favier (http://ist.inserm.fr)
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L’oxydation des bases et création de sites abasiques

Les bases qui composent I'ADN, et particuli¢rement la guanine, sont sensibles a
l'oxydation. L’oxydation du carbone 8 de la guanine par le radical hydroxyle, entrainant la
formation de 8 oxo-guanine, est la Iésion la plus fréquente [160]. La détection des 8 oxo-
guanine est d'ailleurs fréquemment utilisée comme marqueur du stress oxydant. Le stress

oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, créant un site abasique

[161].

Cassures de brins et pontages ADN-protéines

Le stress oxydant peut aussi s’attaquer au sucre lui-méme, créant une coupure de
chaine simple brin. L’attaque d’un radical hydroxyle sur le désoxyribose, ou au niveau des
bases puriques ou pyrimidiques, peut entralner une cassure du brin ou la formation de

pontages covalents ADN-ADN ou ADN-protéine [162, 163].

Dommages indirects

Des dommages indirects peuvent résulter de l'attaque par des aldéhydes mutagénes
provenant de la peroxydation des lipides : ils forment des adduits sur les bases de ' ADN de
type MDA-guanine (MDA: malone dialdéhyde), ou empéche la réparation des lésions de
I’ADN [164]. L'attaque radicalaire des protéines qui sont trés nombreuses a entrer en contact
avec 1'ADN pour le protéger (histones) [165] ou pour le lire (enzymes et facteurs de la
réplication ou de la transcription), entraine des pontages des protéines sur des bases de type

lysine-guanine.

Sensibilité particuliere de '’ADN mitochondrial au stress oxydant

L’ADN mitochondrial est particuliérement exposé au stress oxydant du fait de la
production in situ continue de FRO par la chaine respiratoire [77]. De plus, un méme stress
oxydant induit 3 a 10 fois plus de dommages a I’ADN mitochondrial qu’a I’ADN nucléaire
[166]. Plusieurs raisons ont ét¢ évoquées :
- les capacités de réparation de I’ADN mitochondrial sont plus limitées que pour ’ADN
nucléaire. En particulier, le systtme de réparation par excision de nucléotides qui permet

I’exérese des adduits est absent des mitochondries [167].
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- la concentration ¢levée en fer dans les mitochondries facilite la formation de radical
hydroxyle a partir du peroxyde d’hydrogéne (réaction de Fenton) [167].

- PADNmt n'est pas protégé par les histones [168].

Enfin, du fait de I’absence d’introns, toute mutation sur I’ADN mitochondrial est susceptible

d’altérer la séquence codante d’un gene et d’entrainer des conséquences biologiques [169].

1.5.2 L’action sur les lipides : la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique correspond a la réaction entre les FRO et les lipides. Elle
concerne principalement les acides gras polyinsaturés ou PUFAs (Poly Unsaturated Fatty

Acid) qui sont des constituants majeurs des membranes cytoplasmiques et mitochondriales.

La peroxydation lipidique des PUFAs se subdivise en trois phases : initiation, propagation et

terminaison.

- Initiation:
LH + OH: > L+ H,O
L'attaque par le radical hydroxyle d'un acide gras polyinsaturé (LH) conduit a la formation
d'un radical lipidique (L°). Il est possible que d'autres radicaux puissent également initier la
peroxydation lipidique, en particulier le peroxyde d’hydrogeéne et I’anion peroxynitrique

(ONOO-) [153].

- Propagation:
L+ 02 9 LOO:
LOO+ LH > LOOH + L

Le radical lipoperoxyde (LOO") réagit avec un autre acide gras polyinsaturé ce qui engendre
simultanément un hydroxylipoperoxyde (LOOH) et un nouveau radical L- assurant ainsi la
propagation du processus. Chaque radical lipidique (L) est a l'origine d'une centaine de

molécules d’hydroxylipoperoxyde (LOOH).

- Terminaison:
LOO+ LOO: -> LOOH + O,
LOO+ L -> LOOH
L+ L -> LL
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La phase de terminaison consiste en la formation de composés stables issus de la rencontre de
deux especes radicalaires. Cette phase ne survient qu'aprés un certain temps car la probabilité
de rencontre entre deux radicaux libres est beaucoup plus faible que celle entre radical libre et

acides gras polyinsaturés (leurs concentrations étant de trés loin supérieures).

Conséquences de la peroxydation lipidique

- Transformation des radicaux LOO-en aldéhydes: la plupart de ces aldéhydes sont trés
réactifs. Ils augmentent les dommages initiaux dus aux radicaux libres. Parmi eux on peut
citer le malone-dialdhéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE) [170]. Le MDA et dans
une moindre mesure I’HNE sont mutageénes par formation d’adduits avec I’ADN [153].

- Induction de D’apoptose par peroxydation des membranes mitochondriales : la
peroxydation entrainerait une augmentation de la perméabilit¢é des membranes
mitochondriales, provoquant la chute du potentiel membranaire mitochondrial et Ia

translocation du cytochrome ¢ dans le cytoplasme [171].

1.5.3 L’action sur les protéines

1.5.3.1 L’altération de la chaine principale

Elle est dle principalement au radical hydroxyle. Le peroxyde d’hydrogéne et I’anion
superoxyde ne réagissent pas directement avec la chaine principale [159]. La réaction conduit
a la suppression d’un atome d’hydrogeéne au niveau du carbone-o et a la formation d’un
radical C-. Ce radical peut alors réagir soit avec 1’oxygeéne moléculaire pour donner un radical
peroxyle et conduire a la fragmentation de la protéine [172] soit avec un autre carbone
radicalaire pour former un pontage covalent intra ou intermoléculaire [173]. Ce type
d’altération concerne potentiellement toutes les protéines et aboutit généralement a leur

inactivation irréversible.

1.5.3.2 Les altérations de la chaine latérale

Elles peuvent concerner les résidus aliphatiques (lysine, arginine), aromatique
(tyrosine) et soufrés (méthionine, cystéine). Seuls ces derniers seront détaillés compte tenu de

leur importance fonctionnelle.
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La M¢éthionine (Met) et la Cystéine (Cys) qui contiennent des résidus soufrés sont les
deux acides aminés les plus sensibles a I’oxydation, en particulier par le peroxyde
d'hydrogéne. Le groupement sulthydryl (SH) de la cystéine peut étre oxydé en groupement
sulfenic (-SOH), sulfinic (SO2H) ou sulfonic (SO3H) [20]. Deux résidus cystéines oxydés
peuvent former un pont disulfide qui va altérer la conformation de la protéine et modifier son
éventuelle activité enzymatique [20]. La cystéine est en effet retrouvée au niveau du site actif
de nombreux enzymes. Les enzymes les plus sensibles a 1’oxydation induite par le peroxyde
d’hydrogene sont les protéines tyrosine-phosphatases (PTP). Celles-ci jouent un rdle essentiel
dans la transmission du signal intracellulaire. Il a ainsi ét¢é montré qu’une concentration faible
de peroxyde d’hydrogéne pouvait induire une inactivation spécifique de PTEN par formation
d’un pont disulfide au niveau de son site enzymatique [174]. L’inactivation de PTEN conduit
a ’activation dérégulée de la kinase AKT et ainsi a I’amplification d’un message de survie
cellulaire et de prolifération. Cette inactivation de PTEN est réversible : sa réduction par la
thiorédoxine permet la restauration de son activité. A 1’inverse, les FRO sont capables
d’activer la protéine kinase C en provoquant la formation d’un pont disulfide au niveau de
I’extrémité N-terminale riche en cystéine et jouant un role inhibiteur sur Pactivité de la

protéine [175].

Le fait que la sensibilité des protéines au stress oxydant ne soit pas uniforme explique
que des effets biologiques opposés puissent s’observer en fonction du type de FRO et des
concentrations utilisées. Un stress oxydant massif induira la mort cellulaire en provoquant des
l1ésions multiples sur I’ADN, les protéines et les lipides. A I’inverse, une augmentation plus
modérée de la concentration de peroxyde d’hydrogene peut amplifier un message de survie
cellulaire et de prolifération en modulant spécifiquement 1’activité de quelques protéines

hypersensibles. Le tableau 4 fait la liste de quelques-unes une d’entre elles.
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Tableau 4: Quelques protéines hypersensibles au stress oxydant

Principales protéines

Conséquences biologiques potentielles

Inactivation de protéine tyrosine phosphatases:

- PTEN

- MAP kinase phosphatases (MKP)

-PTP 1B

- Src homology region 2 domain-containing
phophatases 1 et 2 (SHP- 1 et 2)

- Activation d’AKT : survie cellulaire,
prolifération [174]

- Activation de MAP kinase :
prolifération [176]

- Effet mitogénique [177, 178]
- Prolifération, survie cellulaire des

lymphocytes B (inactivation de SHP-1
décrite dans la leucémie a

tricholeucocytes) [179, 180]

Activation de sérine-thréonine kinase:

- Protéine kinase C - Prolifération cellulaire [175]

En conclusion de ce chapitre, les formes réactives de 1’oxygeéne peuvent étre considérées
comme de véritables seconds messagers intracellulaires [41] car:

- leur production peut étre régulée en réponse a un agoniste: c’est le cas de I’anion superoxyde
produit par la NADPH oxydase apres stimulation par différents facteurs de croissance.

- ils peuvent étre éliminés par différentes voies cataboliques, permettant I’extinction du signal
intracellulaire.

- il existe des protéines cibles dont la fonction peut étre altérée de fagon réversible par une

augmentation du stress oxydant.
Cette notion permet d’envisager qu’une dérégulation du signal transmis par les FRO puissent

participer a I’oncogénese. Elle permet aussi d’envisager des applications thérapeutiques anti-

tumorales par une modulation pharmacologique du stress oxydant intracellulaire.
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2. L’implication du stress oxydant dans I’oncogénése

2.1 L’augmentation du stress oxydant dans les cellules

tumorales

Il est actuellement reconnu que la majorit¢ des tumeurs malignes présente une
augmentation de la concentration intracellulaire de FRO, comparativement aux tissus non
tumoraux [181, 182]. Ceci a été démontré aussi bien dans des lignées tumorales établies [183,
184] que dans les tumeurs primaires [185], en particulier pour ’O," et I'H,O,. Des signes
indirects d’une augmentation du stress oxydant ont également été mis en évidence. Ainsi, il a
¢été observé chez des patients atteints de diverses tumeurs (rein, sein, colon, rectum, cerveau,
lymphomes) une augmentation des taux de produits oxydés de I’ADN (8-0x0-G, 8-0x0-dG) et
des produits de péroxydation lipidique [186]. Cette augmentation du stress oxydant semble
étre a la fois la conséquence et une des causes de 1’acquisition du phénotype malin :

- le stress oxydant comme conséquence de la transformation maligne : une augmentation de
I’index mitotique, fréquemment observée dans les cellules malignes comparativement aux
cellules saines, a pour conséquence une augmentation d’activité de la chaine respiratoire et
donc une augmentation de la production d’O,”. Ainsi, ’exposition & une concentration
physiologique d’androgene de la lignée de cancer de prostate LNCaP est responsable d’une
augmentation de 1’indice de prolifération qui s’accompagne d’une augmentation de ’activité
mitochondriale, de la consommation en oxygene et de la production de FRO [187].

- le stress oxydant comme cause de la transformation maligne : il a ét¢ mis en évidence
expérimentalement qu’un stress oxydant prolongé peut étre responsable de la transformation
maligne. In vitro, ’exposition prolongée au peroxyde d’hydrogéne de cellules épithéliales non
malignes provoque leur transformation [188, 189]. Des souris déficientes pour le gene de la
SOD1 ont un développement normal mais présentent un risque accru de cancer du foie. Des
mutations spécifiques du stress oxydant apparaissent au niveau du foie avec une fréquence
supérieure aux souris témoins dés le 3° mois de vie [190]. Des souris déficientes pour les
genes des GSH peroxydases 1 et 2 présentent un risque accru de cancer colique [191]. Chez
I’homme, a également ¢été mis en évidence une corrélation entre 1’activité constitutionnelle de

deux enzymes anti-oxydantes et le risque de cancer: les personnes porteuses d’un
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polymorphisme de la Gpx 1 associé¢ avec une diminution d’activité de I’enzyme présentent un
risque accru de cancers du poumon [192], du sein [193] et de la vessie [194]. De méme un
polymorphisme du geéne de la SOD2 responsable d’une moindre pénétration de la protéine

dans les mitochondries est associé a un risque accru de cancer du sein [195].

Le stress oxydant est impliqué a différentes étapes de 1’oncogénése par deux grands types
de mécanisme : I’effet mutagéne (ou « génétique ») et le role de second messager dans la
transmission de signaux intracellulaires (ou « I’effet épigénétique »). Dans la suite de ce
chapitre, nous verrons que les FRO sont capables de transmettre des signaux mitogenes, de
survie cellulaire ou encore stimulant I’invasion tumorale et [’angiogénése. Ainsi,
transformation maligne et FRO sont liés par une relation en boucle qui conduit conjointement

a 1’acquisition progressive du phénotype malin et a ’augmentation du stress oxydant (figure
13).

Figure 13 : FRO et transformation maligne
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2.2 Les effets mutagenes des formes réactives de I'oxygene

Comme détaillé dans le chapitre précédent, les FRO peuvent induire des modifications
du patrimoine génétique a la fois par un effet direct sur ’ADN et par la génération

d’aldéhydes mutagénes lors de la péroxydation des lipides.

2.2.1 Le role dans l'initiation tumorale

L’effet mutagéne des FRO peut étre responsable d’un effet initiateur sur I’oncogénése en
induisant une mutation non létale qui va procurer un avantage sélectif a la cellule. Ainsi, un
stress oxydant chronique semble jouer un role de premier plan dans la survenue d’un certain

nombre de cancers chez ’homme :

- Plusieurs carcinogenes exogenes induisent la transformation cellulaire au moins en
partie via la génération d’un stress oxydant intracellulaire. C’est en particulier le cas de
métaux tels que le fer (carcinome hépatocellulaire), le chrome héxavalent, le cobalt et
I’arsenic (cancer du poumon) [153, 154]. L’induction de cancers par I’exposition aux fibres
d’amiante semble également en rapport avec la production de FRO. Dans ce cas, le stress
oxydant semble li¢ a la réaction inflammatoire au contact des fibres d’amiante et a
I’accumulation associée de fer [196, 197]. L’effet carcinogene de 1’alcool éthylique pourrait
¢galement impliquer des FRO produits lors de son métabolisme par le cytochrome P450
[198]. Enfin, plusieurs substances issues de la combustion du tabac ont un effet pro-oxydant

qui pourrait contribuer a leur effet carcinogéne [199].

- L’inflammation chronique : au cours du processus inflammatoire, des FRO et des
formes réactives de 1’azote sont produites par les polynucléaires et les macrophages et jouent
un réle majeur dans le développement d’une tumeur maligne [200]. L’inflammation
chronique, d’origine infectieuse ou non, est responsable d’un cas de cancer sur quatre dans le
monde [200]. Parmi les pathologies inflammatoires associées avec un risque de cancer le plus
¢levé, on peut citer : ’hémochromatose, les colites inflammatoires, les hépatites virales, les
infections & Helicobacter Pylori, la bilharziose et I’cesophagite de Barrett [200]. Au cours de

I’hémochromatose, les lésions entrainées par les FRO via I’inflammation chronique sont
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aggravées par I’accumulation du fer qui favorise la transformation de 1’anion superoxyde en
radical hydroxyle hautement réactif (réaction de Fenton) [200]. Chez des souris transgéniques
pour le génome du virus HBV a été mise en évidence une accumulation progressive de 1ésions

de I’ADN induites spécifiquement par le stress oxydant [201].

2.2.2 Le role du stress oxydant dans la progression tumorale

La concentration accrue de FRO dans les cellules tumorales va conduire a augmenter
les dommages a I’ADN. Il a été retrouvé une relation entre une concentration élevée de FRO
dans les cellules tumorales et une fréquence accrue de mutations, aussi bien au niveau de
I’ADN nucléaire que mitochondrial [202]. Il est ainsi admis que le stress oxydant participe a

I’instabilité génomique, caractéristique essentielle des tumeurs malignes [203].

2.3 Transmission de signaux intracellulaires par les FRO

favorisant le développement tumoral

2.3.1 La prolifération et la survie cellulaire
2.3.1.1 L augmentation de la prolifération de lignées tumorales par les FRO

L’ajout au milieu de culture de faibles concentrations de peroxyde d’hydrogene (moins
de 1uM) augmente la prolifération de lignées immortalisées ou transformées [204-206]. A
I’inverse, de fortes concentrations d’antioxydants telles que la NAC (20-100mM) ou la
catalase peuvent dans certains modeles réduire la prolifération tumorale [207-210] et induire
une apoptose [211]. De ces constatations, il semble clair que de faibles concentrations de
peroxyde d’hydrogeéne sont nécessaires a la prolifération, et dans une moindre mesure, a la

survie des cellules tumorales.

2.3.1.2 Les mécanismes

L’effet stimulant des FRO sur la prolifération et la survie des cellules tumorales

semble principalement li¢ a leur effet inhibiteur de Dl’activité de plusieurs phosphatases,
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conduisant a ’activation de multiples voies de transmission du signal et finalement de

facteurs de transcription nucléaires :

La voie de la PI3 kinase et AKT

L’inactivation de la phosphatase PTEN par le peroxyde d’hydrogene induit
I’augmentation de la concentration du phosphatidylinositol tri-phosphate (PtdIns(3,4,5)P3) et
I’activation d’AKT [212]. Dans deux lignées de cancer du pancréas, la phosphorylation
d’AKT est dépendante des FRO. Dans ce modele, I’effet anti-apoptotique des FRO nécessite
la phosphorylation et I’activation d’AKT [213].

La voie des MAP kinases (Mitogen Activated Protein)

Les MAP kinases sont des sérine-thréonine kinases dont on distingue quatre familles :
ERK (extracellular-regulated kinases), JNK (c-Jun-NH2-terminale kinases), p38 MAPK et B
(big) — MAPK-1. Les MAPK relaient des signaux générés par des stimuli endogeénes ou
exogenes (facteurs de croissance) vers le milieu intracellulaire via des phosphorylations
successives. En fonction du contexte et du type de MAPK mis en jeu, ces signaux peuvent
étre mitogéniques, de survie cellulaire ou au contraire pro-apoptotique [153]. La voie ERK
joue un role important dans la croissance et la différenciation cellulaire en réponse aux
facteurs de croissance [214]. A I’inverse, les JNKs et p38 MAPK ont été décrites comme
ayant un effet pro-apoptotique et ont été dénommeées « Stress Activating Protein Kinase »
(SAPK, figure 14) [215]. En fait, il semble qu’en dehors de situations de stress, les SAPK

aient plutdt un effet pro-prolifératif, anti-apoptotique et oncogénique [216, 217].
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Figure 14: Voies des SAPKs (Stress Activating Protein Kinase) d’aprés Davis et coll.[215]

L’activation des MAPK par les facteurs de croissance fait intervenir la production de
FRO. Ainsi la fixation du PDGF sur son récepteur induit dans les cellules musculaires lisses
vasculaires une activation des MAPK et une augmentation de I’indice mitotique qui est
dépendant d’une augmentation de la concentration en peroxyde d’hydrogeéne [59]. Dans
plusieurs modeles, de faibles concentrations ou des niveaux élevés mais transitoires de FRO
induisent la prolifération des cellules normales par 1'activation de la voie ERK [204, 218-221].
Récemment, il a ¢ét¢é montré que de faibles concentrations de peroxyde d’hydrogéne
induisaient 1’expression des formes actives des kinases ERK1/2 et p38 dans des cellules

¢épithéliales mammaires en méme temps que leur transformation [189].

Les MAPK régulent I’activité de plusieurs facteurs de transcription en particulier ceux
de la famille AP-1. Les facteurs de transcription AP-1 sont formés par la dimérisation de
protéines de la famille de c-Jun, Fos ou Maf. Les protéines AP-1 activées induisent en

particulier la prolifération mais elles peuvent également agir comme régulateurs positifs ou
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négatifs de 1’apoptose. Le peroxyde d’hydrogene induit I’activation de protéines AP-1 par un
mécanisme dépendant des MAPK [187, 222]. L’activation d’AP-1 s’est montrée
indispensable a 1’effet oncogénique des FRO [223]. L’activation des MAPK par le stress
oxydant pourrait se faire en particulier par I’inhibition de MAPK phosphatases [176] mais

¢galement par I’activation de la protéine kinase C [153].

2.3.2 L’invasion tumorale

L’exposition pendant quelques jours au peroxyde d’hydrogéne de cellules épithéliales
mammaires non tumorales induit 1’acquisition d’un phénotype invasif marqué par
I’interruption des contacts intercellulaires, la relocalisation de la E-cadherine et une activité
accrue de plusieurs matrix métallo-protéinases (MMP) [189]. L’activation des voies des
MAPK (ERK1/2 et p38) et de la PI3 kinase a ¢été impliquée dans cette modification
phénotypique [224].

2.3.3 L’angiogénese

Un effet angiogénique des FRO produits par les cellules tumorales a été pour la
premicre fois suggéré par Arbiser et coll. en 2002 [225]. La lignée de cancer de prostate
DU 145 transfectée par le géne de la NOX 1 présente une production de peroxyde d’hydrogéne
multipliée par 10. L’indice de prolifération est peu augmenté in vitro mais la tumorigenicité
est trés augmentée chez la souris nude suggérant un effet sur ’angiogénése tumorale. Les
tumeurs transgéniques présentent une augmentation de la densité vasculaire et de la
production de VEGF. Le réle du peroxyde d’hydrogeéne dans I’acquisition du phénotype
angiogénique est fortement suggéré par le fait que la transfection du géne de la catalase est

associ¢ a une diminution de la production de VEGF et de la tumorogenicité.

Les mécanismes liant production de FRO et expression accrue du VEGF et
angiogénese restent cependant a étre précisés. Il a été¢ montré que de faibles concentrations de

peroxyde d’hydrogéne induisent une augmentation de 1’expression de la protéine HIF-la
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(hypoxia inducible factor), facteur de transcription augmentant 1’expression du géne du VEGF
[226]. L’augmentation d’expression de HIF sous ’influence d’un stress oxydant pourrait avoir
plusieurs origines : une inhibition des hydroxylases chargées de la dégradation de HIF et une
inhibition de phosphatases telles que PTEN et les MAPK phosphatases, qui régulent
négativement 1’expression de HIF [227, 228].

I1 est possible également que les FRO amplifient I’effet de HIF sur I’expression du
géne du VEGF en facilitant certaines interactions ADN-protéines. Il a en effet été montré sur
des cellules endothéliales qu’un stress oxydant induit par une activation de la NADPH
oxydase provoque l’altération d’une guanosine située au niveau du promoteur du géne du
VEGEF. Cette altération spécifique est responsable d’une augmentation de I’expression du

VEGF en favorisant I’interaction HIF - promoteur [229].

2.4 Les mécanismes du stress oxydant au cours du cancer

Le degré de stress oxydant dans une cellule dépend de 1'équilibre dynamique entre la
génération et I’élimination des FRO. Ainsi, I’augmentation de la concentration des FRO
intracellulaire au cours du cancer peut étre du a deux types de mécanismes, éventuellement
associés :

- un exces de production, essentiellement par les deux voies principales de genése de 1’anion
superoxyde : la chalne respiratoire mitochondriale et la NADPH oxydase. Ce mécanisme
parait prépondérant.

- une diminution des capacités de d’élimination des FRO par les systémes antioxydants.

2.4.1 L’accroissement de la production des FRO au cours du cancer

2.4.1.1 L augmentation de [’activité de la NADPH oxydase

Le role de la NADPH oxydase dans la progression tumorale a pour la premicre fois été
suggéré par Suh et coll. en montrant que la transfection du géne de la NOX1 dans des cellules
NIH 3T3 s’associe a 1’acquisition d’un phénotype transformé [230]. Le role du peroxyde
d’hydrogeéne dans cette transformation est confirmé par la co-transfection du geéne de la

catalase qui permette de reverser le phénotype des cellules NOX1 (+) [208]. Par la suite, de
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nombreuses études ont permis de retrouver une expression des isoformes 1, 4 et 5 de la
NADPH oxydase dans des lignées établies et des tumeurs primaires du colon [231], de la peau
[232, 233] du pancréas [211], de la prostate [210, 234] et dans des cellules de leucémie a
tricholeucytes [179]. Dans plusieurs de ces études, ’inhibition de la NOX s’associe a un
ralentissement de la prolifération et a une augmentation de 1’apoptose [179, 210, 211, 233].
On notera en particulier que I’inhibition de la NOXS par le DPI dans des cellules de leucémie
a tricholeucocytes s’accompagne d’une augmentation globale de D’activité¢ intracellulaire
tyrosine phosphatase et plus spécifiquement de la phosphatase SHP-1, qui posséde un rdle
inhibiteur sur la transduction du signal d’activation des lymphocytes B. Ainsi, I’activation de
NOXS5 dans les cellules de leucémie a tricholeucocytes semble participer a la transmission

dérégulée d’un signal d’activation et de prolifération [179].

Mécanismes de [’hyperactivité des NADPH oxydases au cours du cancer

Dans la plupart des études réalisées sur des spécimens tumoraux, les NOX ne semblent
pas étre surexprimées par rapport au tissu sain correspondant [210, 231, 234]. Comme détaillé
précédemment, I’activité des NOX fait I’objet d’une régulation fine et complexe. Il est donc
concevable que leur hyperactivité au cours du cancer soit de mécanisme épigénétique. Le rdle
de I’oncogene Ras dans I’activation des NOX est le mieux reconnu. Irani et coll. ont ainsi
montré que la transformation de fibroblastes 3T3 par transfection d’une forme mutée du géne

Ras codant pour une protéine constitutionnellement active (H-Ras''?

) est responsable d’une
augmentation du stress oxydant intracellulaire et de I’indice de prolifération [209]. La NAC
est responsable d’une diminution de I’indice de prolifération des cellules transfectées par H-
Ras''?, montrant que le stress oxydant généré est nécessaire a ’effet mitogénique de Ras.
L’inhibition de ce stress oxydant par le DPI suggére fortement une activation de la NADPH
oxydase par Ras. Il a également ét¢ mis en évidence dans des cellules NRK que la
transformation par H-Ras''? induit une surexpression du géne de la NOX1 [235]. Dans ce

modele, I’inhibition de NOX1 supprime 1’effet oncogénique de Ras.

2.4.1.2 L augmentation de la production mitochondriale d’anion superoxyde

Surexpression de |’oncogene c-Myc et biogenese mitochondriale
L’oncogene c-Myc est un facteur de transcription capable de réguler I’expression de 3

a 15% des genes nucléaires, dont plusieurs impliqués dans la biogenese des mitochondries et
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la chaine respiratoire [236, 237]. Il a ét¢ montré que la surexpression de c-Myc induit une
production accrue de FRO par la chaine respiratoire mitochondriale [238]. C-Myc induit au
sein de la chaine respiratoire un déséquilibre entre les complexes codés par I’ADN nucléaire
dont il amplifie I’expression, et ceux codés par I’ADN mitochondrial dont I’expression reste
inchangée. C’est cette dysfonction qui serait responsable de la production accrue de FRO
[239]. Cette production accrue de FRO semble étre responsable de I’instabilité génétique

habituellement associée a la surexpression de c-Myc [236].

Interruption de la chaine respiratoire par inactivation du gene d’une de ses sous-unités
Comme il a été détaillé dans la premiére partie, I’inhibition pharmacologique des
complexes I ou III de la chaine respiratoire ou la mutation inactivatrice d’une de ses sous-
unités peuvent étre responsables d’une production accrue d’anions superoxyde. Il existe de
nombreux arguments pour penser que des mutations des genes de la chaine respiratoire
peuvent participer a 1’oncogénése via la production de FRO. Une mutation germinale
inactivatrice du géne nucléaire de la sous-unit¢ C de la succinate dehydrogenase (SDHC)
(complexe II de la chaine respiratoire) est la cause d’une forme familiale de paragangliomes et
de phéochromocytomes [240]. Il a été montré sur des fibroblastes NIH 3T3 transgéniques, que
la mutation d’un des alléles du géne de SDHC est associée a une augmentation de la
production mitochondriale d’anion superoxyde, a une instabilité génomique ainsi qu’a la
possibilité de former des tumeurs chez la souris [241]. Des mutations sur les génes des sous-
unités de la chaine respiratoire présentes sur I’ADN mitochondrial sont fréquemment
retrouvées au cours du cancer [168]. Certaines de ces mutations pourraient étre a 1’origine
d’un stress oxydant accru. Il a ainsi été retrouvé a partir de 20 cas de leucémie lymphoide
chronique une corrélation entre la présence de mutations sur I’ADN mitochondrial et une
augmentation de la production d’anion superoxyde [242]. Le role des mutations de I’ADN
mitochondrial a également été évalué plus spécifiquement en utilisant une lignée tumorale
hybride trans-mitochondriale porteuse d’une mutation homoplasmique inactivatrice sur le
gene de I’ATPase 6, sous-unité du complexe V [243, 244]. Comparativement a une lignée
témoin porteuse d’'un ADN mitochondrial non muté, il est not¢ une augmentation de la
production d’anions superoxyde associée a une diminution de 1’apoptose et a une
tumorogenicité accrue chez la souris. Des mutations du géne de I’ATPase 6 sont mises en

¢vidence dans des cancers du sein, du pancréas et du rein [168]. Ainsi, il semble exister un
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cercle vicieux du stress oxydant reliant la transformation maligne et les mutations sur I’ADN

mitochondrial comme cela a été suggéré par Trachootham et al. [1](figure 15).

Figure 15 : Le cercle vicieux du stress oxydant dans la cellule tumorale

Les FRO qui sont générées a partir de sources extracellulaires ou intracellulaires peuvent causer des dommages
a I'ADN. Ces FRO peuvent activer la protéine p53 dans les cellules normales et déclencher une réponse au
stress en déclenchant la réparation de I'ADN afin d'éliminer les dommages génétiques liés aux FRO. Dans les
cellules cancéreuses avec une protéine p53 défectueuse, les lésions induites par la production de FRO a I'ADN
serait moins performantes. Dans les cellules cancéreuses avec une protéine p53 non défectueuse, les mutations
de I'ADN induites par les FRO peuvent causer une perte de fonction de la protéine p53, ce qui entraine un défaut
de réparation de I'ADN conduisant a une accumulation de mutations géniques. Tous ces événements peuvent
encore augmenter le niveau de FRO, conduisant a des dommages de I'ADN et a une instabilité génétique. Un tel
cercle vicieux peut amplifier efficacement le stress oxydant et ainsi promouvoir l'instabilité génomique et le
développement du cancer.

2.4.2 La diminution des capacités anti-oxydantes

Une insuffisance des systémes anti-oxydants intracellulaires pourrait participer au stress
oxydant observé dans les cellules tumorales :

- soit du fait d’une incapacité a compenser totalement une production accrue de FRO par la
chaine respiratoire ou la NOX.

- soit du fait d’un déficit primaire d’un de ces anti-oxydants.

Récemment, a été mis en évidence le réle de la protéine p53 dans la régulation des défenses

anti-oxydantes.
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2.4.2.1 Les superoxyde dismutases

L’activité des SOD semble évoluer de fagon variable dans les cellules malignes,
comparativement aux tissus sains. L’activit¢ SOD est diminuée dans les cellules tumorales
hépatiques Hepa 1.6 comparées au foie normal de souris [245]. Le méme résultat a été
observé dans des adénocarcinomes colorectaux humains [246]. Une diminution de
I’expression de la SOD2 est rapportée dans des lignées tumorales a une absence d’expression
du gene par hypermethylation [247] ou délétion du promoteur [248]. Cependant, la fréquence

de ces anomalies dans les tumeurs primaires est inconnue.

A linverse, une augmentation des niveaux d’expression de la MnSOD et de la
CuZnSOD est rapportée dans des cellules tumorales de différentes origines [249-252]. Une
augmentation de 1’expression des MnSOD et CuZnSOD est retrouvée dans respectivement
70% et 84% de tumeurs primaires de 1’ovaire comparativement aux tissus sains des méme
patientes [253]. Dans une lignée de cancer de I’ovaire, ’augmentation de la production
mitochondriale de FRO induite par la roténone est responsable d’une augmentation
d’expression de la MnSOD [253]. Ce résultat suggére que 1’augmentation de la SOD dans les

tumeurs est un phénomene d’adaptation a la production accrue de FRO.

2.4.2.2 La catalase

Plusieurs études ont montré une diminution de ’expression de la catalase dans des
tumeurs primaires humaines comparativement aux tissus sains : carcinome hépatocellulaire,
cancer du poumon et lymphomes malins a grandes cellules [252, 254, 255]. 1l a également été
montré qu’une diminution d’expression de la catalase est associée a un moins bon pronostic
des lymphomes agressifs a grandes cellules et des mésotheliomes [254, 256]. 1l est possible
qu’une diminution de la catalase participe a la transformation maligne en augmentant le stress

oxydant.

2.4.2.3 Le systeme glutathion, GSH peroxydase (GPx) et GSH réductase (GR)

Plusieurs études ont montré une augmentation de la GPx et de la GR dans les cellules

tumorales [257]. Dans des cancers du colon, il est noté une augmentation de ’activité de la
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GPx comparativement aux tissus sains adjacents [258]. Il est probable que cette augmentation

de la GPx est un phénomene adaptatif a I’accroissement de la production de FRO.

2.4.2.4 Le role de la protéine p53 dans la défense contre le stress oxydant

Plusieurs études ont montré que la protéine p53 est impliquée dans la prévention des
dommages provoqués par le stress oxydant. Le stress oxydant induit une stabilisation et une
activation de la protéine p53 [259]. Les mécanismes n’en sont pas parfaitement connus mais
impliquent la reconnaissance par p53 de lésions spécifiques du stress oxydant sur I’ADN
[260]. La protéine p53 permet de prévenir I’effet mutagéne des FRO par deux types de

mécanismes :

- en favorisant la réparation de I’ADN : p53 active le systéme d’excision de base qui permet la
réparation des guanines hydroxylées [260]. Ainsi, dans des lignées déficientes pour le gene
p53, il est noté une augmentation de la fréquence des 8-oxo-guanines et des mutations sur
I’ADNmt apres exposition a un stress oxydant. La protéine p53 est également impliquée dans

le contrdle de I’intégrité du génome mitochondrial [261].

- en augmentant ’activité d’enzymes anti-oxydantes [262, 263]: Sablina et coll. ont
récemment montré qu’une inhibition de la protéine p53 dans des lignées tumorales induit une
augmentation du stress oxydant basal. Lors de I’exposition a un stress oxydant modéré
(200uM de peroxyde d’hydrogene), I’activation de p53 est responsable d’une augmentation de
I’expression des geénes de la Gpx1 et des peroxyredoxines 1 et 2. Chez des souris déficientes
pour p53, ’administration continue de NAC réduit I’incidence des tumeurs et I’instabilité
génomique. Ces résultats suggérent que 1’instabilité génomique constatée dans les tumeurs
déficientes pour le géne p53 est liée a une augmentation des 1ésions provoquées par le stress
oxydant du fait d’une diminution de I’efficience des systémes de réparation de I’ADN et des

systemes antioxydants.

2.5 Les variations du stress oxydant au cours de I'oncogénese

La concentration intracellulaire de FRO n’est pas augmentée dans toutes les tumeurs.
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Une diminution de la production de FRO peut en particulier étre observée dans les cellules
tumorales hypoxiques [228]. Ceci est logique puisque ’oxygéne moléculaire est le substrat

obligatoire pour la génération de 1’anion superoxyde.

Une diminution de la production de FRO dans des tumeurs malignes peut également
résulter d’une inhibition de la chalne respiratoire qui peut avoir plusieurs causes :
- une augmentation du niveau d’expression de la protéine HIF-1a, provoquée par I’hypoxie ou
une perte de I’anti-oncogene VHL, entraine un arrét fonctionnel de la chailne respiratoire
mitochondriale et la génération d’ATP par glycolyse anaérobie (transformation du glucose en
pyruvate puis en lactate) [264, 265].
- une absence d’expression des protéines de la chaine respiratoire du fait de mutations de
I’ADN mitochondrial au niveau de la zone d’initiation de la transcription et de la réplication,
ou d’une absence d’expression de I’ADN polymérase gamma [168]. Les mutations de certains
genes mitochondriaux telles que ceux de la NADH déshydrogénase I peuvent également étre

associés a une diminution de la production de FRO [82].

Au total, les FRO jouent un rdle clair dans 1’oncogenéese, a la fois par leurs effets
mutagenes et par leur implication dans la signalisation intracellulaire. Ils influencent ainsi la
prolifération et la survie des cellules tumorales mais également I’invasion et I’angiogénése.

Ce role des FRO a conduit a proposer depuis de nombreuses années 1’utilisation d’anti-
oxydants en prévention de la survenue du cancer. La plupart des essais cliniques ont
cependant été trés décevants [266]. Une des raisons est probablement que les FRO jouent en
fait un réle paradoxal dans le développement tumoral : a c6té de leurs effets oncogéniques, ils
peuvent également dans certaines conditions exercer un effet toxique sur les cellules
tumorales. Cette notion et ses applications thérapeutiques potentielles sont développées dans

la 3° et derniére partie.
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3. L’effet anti-tumoral du stress oxydant : Applications
thérapeutiques

L’effet cytotoxique des FRO est bien connu puisqu’il a été établi depuis plusieurs
années que les cellules phagocytaires utilisent les FRO a visée bactéricide [267]. Plus
récemment, il a été mis en évidence qu’une production intracellulaire de FRO est impliquée
dans I’induction de I’apoptose par un grand nombre de stimuli exogenes dans des cellules
tumorales et non tumorales (tableau 5) [268]. Ce rdle des FRO a généralement été établi sur :

- la détection d’un stress oxydant dans les 2 a 6 heures qui suit I’exposition au stimulus et
avant la survenue des premiers signes d’apoptose (activation des caspases, chute du potentiel
transmembranaire mitochondrial).

- I’inhibition au moins partielle de 1’apoptose par des anti-oxydants.

Les FRO possédent un effet paradoxal sur les cellules malignes : nécessaires au
développement tumoral, elles peuvent aussi ralentir la prolifération tumorale et/ou induire la
mort cellulaire. Dans cette derniére partie, nous envisagerons les mécanismes possibles de cet

effet paradoxal avant d’évaluer les applications thérapeutiques potentielles.
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Tableau 5 : Liste non exhaustive d’inducteurs de ’apoptose pour lesquels un role du stress oxydant

intracellulaire a été démontré [268-281]

Les inducteurs de ’apoptose pour lequel le stress oxydant est impliqué

- Pro-oxydant

- Radiations ionisantes

- Inhibiteur de synthese des protéines

- Stimulateurs d’apoptose

- Stimulateur physiologique

- Conditions pathologiques

- Geénes pro-apototiques

- Solvants organiques et métaboliques

- Pesticides

- Drogues

H,0,, le diamide et les semiquinones
Irradiation aux UV ou gamma
Cycloheximide

Interaction Fas / Fas ligand (CD95), TNFa,
céramide, glutamate, 1L2, IL.3
Glucocorticostéroides, calcium, TNFa,
glutamate

Privation en sérum, déficit en IL2, déficit en
IL3, hyperglycémie, mécanisme d’ischémie-
reperfusion

Protéine p53, Bax, c-myc

Benzéne, et ses métabolites, 2,5-hexanedione
DDT, endosulfane, dieldrine, 2,3,7,8
tetrachlorodibenzo-p-dioxin

Actinomycin D, cisplatin, cycloheximide, taxol,
camptothecin, staurosporine, cisplatine,
étoposide, alkylants, 5 fluoro-uracile,
anthracyclines, vepeside, camptothécines,
vinblastine, arsenic trioxide, bléomycine,
bortezomib (inhibiteur du proteasome),

rituximab (anticorps anti-CD20)
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3.1 Les données expérimentales sur I'effet anti-tumoral des

FRO

3.1.1 L’effets du peroxyde d’hydrogene

Dans plusieurs études, 1’ajout de I’H,O, dans le milieu de culture, & des concentrations
généralement supérieures a 50 pM, provoque la mort cellulaire dans des lignées tumorales et
non tumorales [280-284]. Le type de mort cellulaire semble dépendant de la concentration
utilisée : entre 250 et 500 uM, la mort cellulaire induite par le peroxyde d’hydrogéne sur une
lignée lymphoide non tumorale survient par un phénomeéne d’apoptose qui est prévenue par
une surexpression de 1’oncogene bcl-2. Au-dela de 1mM, survenait une nécrose cellulaire qui
n’est pas empéchée par la surexpression de bcl-2 [282]. Pour mémoire, un effet pro-
prolifératif de 1I’'H,O, sur des lignées tumorales a ét¢ observé a des concentrations

généralement inférieures a 1 uM [204-206].

3.1.2 Les effets de la superoxyde dismutase

La SOD ajoutée au milieu de culture a généralement peu d’effet sur la viabilité
cellulaire car sa pénétration intracellulaire est trés faible. Plusieurs modeles de lignées
tumorales transgéniques pour les SODI1 et 2 ont permis de mettre en évidence une
augmentation de la concentration de peroxyde d’hydrogéne qui s’accompagne in vitro d’une
augmentation du temps de doublement et d’une diminution de la capacité a former des
colonies [285-287]. Les cellules transgéniques sont bloquées en phase G1 du cycle cellulaire
mais 1’apoptose n’est pas augmentée [285]. Il est également constaté in vivo une diminution,
voir une inhibition compléte de la croissance tumorale chez la souris nude [285-287]. Cet effet
des SOD est probablement li¢ a I’augmentation de la concentration intracellulaire de peroxyde
d’hydrogeéne et non pas a une diminution de celle de I’anion superoxyde. En effet, la
surexpression de la Gpx dans une lignée sur exprimant déja la SOD2 restaure le phénotype

tumoral de la lignée parentale [288].
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3.1.3 Les effets des antioxydants

Dans certains modéles, des anti-oxydants peuvent accroitre la croissance tumorale,
suggérant que les FRO produits spontanément par les cellules tumorales puissent avoir un
effet délétere. Ainsi, une lignée de thymome murin transfecté avec le géne de la catalase
présente une diminution de ’apoptose spontanée et une augmentation de la croissance
tumorale apres implantation chez la souris, comparativement a la lignée parentale [289].

Chez des souris transgéniques pour le géne de la GSH peroxydase on constate une

augmentation du nombre de tumeurs cutanées apres exposition a un carcinogeéne [290].

3.2 Les mécanismes de I'effet cytotoxique des FRO

Un stress oxydant majeur peut induire une mort cellulaire par nécrose du fait d’une
peroxydation des lipides membranaires et de 1ésions massives sur les protéines et I’ADN [282,
291]. Cependant, un tel stress oxydant est probablement rarement atteint in vivo en dehors de
situations physiopathologiques bien particulieres (ischémie - reperfusion, exposition a des
radiations ionisantes ...). Les FRO peuvent participer au déclenchement de l’apoptose a
plusieurs niveaux :

- en altérant la membrane mitochondriale
- en régulant 1’activité de voies de transduction impliquées dans I’apoptose :
o Activation de la voie des SAPK, de la céramide, de la protéine p53.

o Inactivation de protéines anti-apoptotiques telle que NFkB.

3.2.1 Les FRO, la mitochondrie et I'apoptose

Il a ét¢ montré que le traitement de lymphocytes par la dexamethasone entraine un
stress oxydant responsable d’une peroxydation lipidique, précédant de quelques heures la
chute du potentiel transmembranaire mitochondrial et le déclenchement de 1’apoptose [282,
292]. Ces résultats suggérent que la peroxydation des lipides de la membrane mitochondriale
par les FRO peut jouer un réle important dans le déclenchement de I’apoptose.

L’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne semblent capables d’augmenter la

perméabilit¢é des membranes mitochondriales, conduisant a la chute du potentiel trans-
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membranaire et a la libération du cytochrome ¢ dans le cytosol [82, 268, 292-294]. La
présence de cytochrome ¢ dans le cytosol entraine I’activation en cascade des caspases et la
mort cellulaire. Les FRO pourraient également induire la libération du cytochrome ¢ en
provoquant D’ouverture du « permeability transition pore», complexe protéique
transmembranaire permettant les échanges ioniques [295-297]. Une fois enclenché, le
processus apoptotique peut lui-méme générer un stress oxydant quelqu’en ait été le stimulus
initial. En effet, la libération du cytochrome c dans le cytoplasme conduit a un blocage du flux
d’¢électrons au sein de la chaine respiratoire et a une production accrue d’anion superoxyde au

niveau du complexe I [9, 79].

Figure 16 : La membrane mitochondriale, cible des FRO [296]

La libération de facteurs de mort cellulaire par les mitochondries est accomplie par l'ouverture des pores dans
les membranes mitochondriales. Deux voies intracellulaires contrélent le programme d’apoptose cellulaire : la
voie des récepteurs de mort cellulaire qui est déclenchée par la sécrétion de TNF, TRAIL et Fas, et la voie
mitochondriale qui est activée par des stimuli intrinséques (FRO par exemple). Le maintien de la morphologie
d'étranglement de la membrane interne est nécessaire au bon déroulement de l’apoptose, en permettant la
redistribution des crétes et du cytochrome c (Cyt c¢) de l'espace intra-membranaire a [’espace inter-
membranaire. Cette perméabilité de la membrane externe de la mitochondrie est diie a la fois a l'ouverture des
pores préexistants (par exemple VDAC, PTP) et a la formation de pores ex novo (Bax / Bak) ou « permeability
transition pore ».
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3.2.1 La mise en jeu de voies pro-apoptotiques par les FRO

L’apoptose induite par la privation en IL3 d’une lignée lymphoide non tumorale peut
étre diminuée par la NAC ou la surexpression de la Gpx suggérant un role des FRO dans la

transmission du signal d’apoptose [282].

3.2.1.1 L’activation des Stress Activated Protein Kinases (SAPK)

Plusieurs études ont montré que les FRO, en particulier le peroxyde d’hydrogene,
peuvent induire 1’activation des kinases JNK [298-301]. Plusieurs mécanismes ont été décrits
pour expliquer I’activation des JNK par les FRO :

- le peroxyde d’hydrogéne peut inactiver une phosphatase spécifique de JNK (JNK
phosphatase M3/6) [302].

- une kinase JNK, ASK1, est inhibée par la fixation a la thioredoxine: les FRO peuvent activer
ASK1 en oxydant le thioredoxine, ce qui provoque sa dissociation [303].

- de la méme fagon, les FRO peuvent provoquer la dissociation du complexe JNK- glutathion
transferase — m et ainsi faciliter I’activation de JNK [304].

Comme décrit précédemment, les INK on été impliquées a la fois dans des signaux de survie
cellulaire et d’apoptose [215, 217]. Cependant, dans des situations de stress (privation de
facteur de croissance, exposition aux rayons UV, cytokines, cytotoxiques anti-tumoraux),
I’activation des JNK est nécessaire a la transmission d’un signal pro-apoptotique [215].
L’activation des JNK est requise pour I’induction de I’apoptose par la voie intrinseque
impliquant la caspase 9 et les mitochondries mais pas pour I’apoptose médiée par les
récepteurs de mort (voie extrinséque) [215]. Cet effet pro-apoptotique des JNK semble
résulter de l'inhibition des molécules anti-apoptotique Bcl-2 et Bcel-X1 par phosphorylation
[215, 301, 302, 305].

I1 a ét¢ montré que les FRO sont impliquées dans ’activation des JNK en réponse a un
stress. Ainsi, 1’activation de JNK1 et I’apoptose induites par le cisplatine sont inhibées par la
NAC mais potentialisées par 1’ajout au milieu de peroxyde d’hydrogene [306]. Le réle du
stress oxydant dans 1’activation de JNK a également été mis en évidence apres traitement par

un inhibiteur de topo-isomérase [307].
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3.2.1.2 L’inhibition de NFxB

Il s’agit d’une famille de facteurs de transcription homo- ou hétéro-dimériques qui
régulent 1’expression de geénes impliqués dans plusieurs fonctions cellulaires telles que la
différenciation, la prolifération et la survie. Ils sont généralement considérés comme ayant un
effet anti-apoptotique [308]. A 1’état basal, les protéines NFkB sont séquestrées dans le
cytoplasme par des protéines inhibitrices telles que IxkBa. Apres stimulation, IkBo est
phosphorylé par des kinases de la famille IKK, entrainant son ubiquination et sa dégradation.
NFkB peut alors pénétrer dans le noyau, se fixer a ’ADN et induire la transcription de

plusieurs geénes anti-apoptotiques tels que XIAP et Bel-X1.

L’inhibition de NFkB présente a I’inverse un effet pro-apoptotique [216]. Plusieurs
publications récentes suggerent que le peroxyde d’hydrogéne présente un effet inhibiteur sur
I’activité de NFkB [216]. Cet effet serait di a I’oxydation de résidus cystéines a la fois sur
NF«xB lui méme empéchant sa fixation sur I’ADN [309] et sur la kinase IKK provoquant son
inactivation [310]. Il a également ét¢ montré que I’inhibition de NFkB s’accompagne d’une

augmentation du stress oxydant [298]. La cause serait I’inhibition du CYP 1B1, producteur de

FRO, par NFxB [299].
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Figure 17 : L’induction de la mort cellulaire par le stress oxydant : le role de NFkB et de JNK [216]
L’inhibition de la protéine NFkB initie une boucle d'amplification des FRO. Cette inhibition conduit a une
amélioration de la fonction du récepteur des hydrocarbures aryles et une expression accrue des membres de la
famille p450. La surexpression de p450 entraine une production de FRO (ROS). Les FRO inhibent NFkB via une
oxydation de la protéine IKKs ou p50. L’accumulation de FRO soutenue par l’activation de la c-Jun NH2-
terminal kinase (JNK) conduit soit a la mort cellulaire (fleche pleine) soit a la survie cellulaire (fleche en
pointillée).

L’inhibition de NFkB ou un stress oxydant peuvent ainsi initier une boucle
d’amplification aboutissant a la mort cellulaire (figure 17) [216]. Cette boucle implique les
kinases JNK dont I’effet pro-apoptotique semble nécessiter 1’inactivation simultanée de NFkB

[308, 309].

3.2.1.3 L’activation de la voie « sphingomyelinase — ceramide »

La sphingomyeline est un composé phospholipidique présent dans la membrane
plasmique. Son hydrolyse par la sphingomyelinase provoque la génération de phosphocholine
et de céramide [321, 322]. La céramide est considérée comme un médiateur de mort cellulaire,

et en particulier d’apoptose, via I’action sur de nombreuses cibles décrites dans la figure 18.
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Figure 18 : La voie de la céramide et les possibles cibles [311]
AP-1 : activating protein-1; CAPK : ceramide-activated protein kinase;, CAPP : ceramide-activated protein
phosphatase; MAPK : mitogen-activated protein kinase; PLA2 : phospholipase A2; PKC : protein kinase C;
PLD : phospholipase D; SAPK : stress-activated protein kinase.

Le stress oxydant peut provoquer 1’activation de la sphingomyelinase. Il a ét¢ montré
que I’activation de la sphingomyelinase par différents stimuli, dont la fixation du TNFa sur
son récepteur ou les anthracyclines, nécessite la génération d’un stress oxydant [323, 324].
L’activité de la sphingomyelinase acide semble étre modulée directement par les FRO via un
résidu cystéine a son extrémité N-terminale: le peroxyde d’hydrogeéne provoque la formation
d’un pont disulfide et la dimérisation de la protéine dont 1’activité est alors augmentée [325].
En retour, la céramide peut elle-méme induire un stress oxydant en particulier par I’activation
de la NADPH oxydase. Elle entraine en effet ’activation de la protéine kinase C, elle méme

responsable de 1’activation de la sous-unité régulatrice p47°™* de la NADPH oxydase [312].

3.2.1.4 L’activation de p53

Les conséquences de I’activation de p53 par le stress oxydant semblent dépendantes de
I’intensité de ce dernier [273]. Comme décrit précédemment, un stress oxydant « modéré »
induirait plutét une réponse de type « anti-oxydante », marquée par une augmentation de
I’expression de la Gpx1 et permettant de protéger la cellule contre 1’effet mutageéne des FRO.
Il a cependant été rapporté que pour une concentration de ImM de peroxyde d’hydrogene, cet
effet antioxydant disparait et que I’activation de p53 induit 1’expression de protéines

augmentant plutot le stress oxydant et conduisant a la mort cellulaire [273, 326]. L’ activation
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de p53 par un stress oxydant intense peut ainsi conduire a accroitre encore la production de
FRO, établissant une boucle d’amplification conduisant finalement a la mort cellulaire [313].
Ce deuxieme type de réponse permettrait 1’induction de la mort cellulaire face a un stress

oxydant pouvant induire des dommages non réparables a I’ADN (figure 19) [313].

Figure 19 : « Sauveur et exterminateur : les deux faces de p53 » [313]

La protéine p53 a une fonction pro-oxydante et une fonction anti-oxydante. (a) En l'absence de stress ou aprés
un stress modéré, un faible niveau de protéine p53 dirige l'expression de génes antioxydants permettant de
diminuer le niveau de FRO et protége ainsi les cellules des dommages a I'ADN. (b) Un niveau de stress oxydant
élevé ou prolongé renforce l'activation de la protéine p53 et conduit a l'induction de génes pro-oxydants et
augmente le niveau de FRO entrainant la mort cellulaire. Ce mécanisme contribue a la suppression des cellules
tumorales. (c) La perte de fonction de la protéine p53 dans les cellules normales augmente les niveaux
intracellulaires de FRO, et endommage I'ADN ce qui augmente le taux de mutation. L'incapacité a activer
l'apoptose induite par la protéine p53 en réponse a ces altérations oncogéniques aboutit finalement a
l'apparition du cancer.

3.3 Les mécanismes de I'effet cellulaire paradoxal des FRO

3.3.1 L’effet dose
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L’explication la plus souvent évoquée pour expliquer I’effet paradoxal des FRO serait
que leur effet biologique, et en particulier celui du peroxyde d’hydrogéne, soit dépendant de
sa concentration. Lambeth et al. ont émis 1’hypothése qu’a faible concentration seules des
protéines hypersensibles telles que les tyrosine — phosphatases sont oxydées ce conduisant a la
transmission d’un message de prolifération et de survie [43]. A des concentrations plus
¢levées, 1’oxydation de protéines moins réactives s’ajoutant a des altérations sur I’ADN et les
lipides pourrait conduire a la mort cellulaire [43]. Ainsi, les concentrations de peroxyde
d’hydrogeéne qui permettent d’obtenir une accélération de la croissance tumorale sont
généralement inférieures a 1 puM, tandis qu’un effet toxique est observé pour des
concentrations supérieures a 200 uM. Cependant, trés peu d’études ont directement mis en
¢vidence un effet paradoxal des FRO en fonction de leur concentration. Un tel effet a été
montré sur des lymphocytes normaux exposés a des concentrations croissantes de Paraquat
qui induit la production d’anions superoxyde: de faibles concentrations induisent une
augmentation de la prolifération, tandis que des concentrations supérieures a 30 uM induisent
une apoptose et une nécrose au dela de 100 uM [328]. La durée d’exposition au stress oxydant
semble également étre un parameétre important : un stress oxydant prolongé est susceptible
d’entralner une activation plus intense et durable des JNK qui induirait 1’apoptose alors

qu’une activation transitoire et faible induirait plutot la prolifération [329].

3.3.2 Le type de FRO

L’effet anti-tumoral d’une surexpression de la SOD suggére que le peroxyde
d’hydrogene est plus toxique pour les cellules tumorales que I’anion superoxyde. Ceci peut
s’expliquer par leurs propriétés physico-chimiques respectives. En effet, ’anion superoxyde
est beaucoup moins réactif que le peroxyde d’hydrogene, en particulier vis a vis des protéines.
De plus I’anion superoxyde ne peut traverser les membranes biologiques du fait de sa charge
négative alors que le peroxyde d’hydrogeéne peut diffuser a distance du fait de son caractere
lipophile. Il est donc probable que 1’anion superoxyde produit par la chaine respiratoire est
peu toxique en lui-méme mais nécessite d’étre transformé en peroxyde d’hydrogene par la
SOD 2 pour induire un effet cellulaire toxique. Il a cependant été observé que I’inhibition de
la SOD par le 2-methoxy-oestradiol pouvait induire la mort cellulaire. Il semble que dans ce
cas I’accumulation massive dans les mitochondries d’anions superoxyde induit directement

une altération de la membrane mitochondriale et I’apoptose [330].
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La toxicit¢ des FRO peut également étre augmentée par la présence de cations
métalliques tels que le Fe’" qui catalysent la formation de radical hydroxyl, trés réactif, a

partir du peroxyde d’hydrogéne [163].

3.3.3 Le contexte génétique

La réponse cellulaire au stress oxydant dépend du caractére fonctionnel de protéines
impliquées dans cette réponse, en particulier :
- la protéine p53 : dans une lignée de cancer du colon, la réduction de croissance tumorale
induite par une surexpression de la MnSOD est dépendante de p53, et la MnSOD est sans

effet sur la croissance tumorale dans la lignée p53-/- [313].

- la protéine NF«B : une activation dérégulée de NFxB peut inhiber I’effet pro-apoptotique des JNK activées par

le stress oxydant [298].

3.4 La sensibilité des cellules tumorales au stress oxydant et

I'équilibre d’oxydo-réduction (Redox)

Comme les cellules cancéreuses ont une augmentation de la production de FRO et
recoivent un stress oxydant intrinséque supérieur a la cellule normale, il est concevable que
ces cellules malignes soient plus dépendantes des antioxydants pour leur survie et, par
conséquent, plus vulnérables a de nouvelles agressions oxydantes induites par des produits
générateurs de FRO ou par des composés qui inhibent les systémes antioxydants essentiels
[314]. Cette différence de sensibilité pourrait étre liée a une concentration basale de FRO plus
¢levée dans les cellules tumorales que dans les cellules saines. En conséquence dans les

cellules tumorales, un stress oxydant supplémentaire conduit plus vite a une concentration

létale de FRO [316, 331].

L'idée d'induire la mort des cellules tumorales par un mécanisme li¢ aux FRO induites
en fonction des différents états d’oxydo-réduction intra cellulaire dans les cellules normales et
malignes (figure 20) est proposée depuis plus d’une décennie [1, 191, 332, 333]. Les FRO
pourraient agir comme une épée a double tranchant. Une augmentation modérée de FRO peut

favoriser la prolifération et la survie cellulaire. Toutefois, lorsque 'augmentation de FRO
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atteint un certain niveau (seuil de toxicité), il peut dépasser la capacité anti-oxydante de la
cellule et induire une mort cellulaire. Dans les conditions physiologiques, les cellules
normales sont capables de maintenir un niveau d’oxydo-réduction homéostatique avec un
niveau basal bas de FRO en contrélant 1'équilibre entre la production et 1’élimination des
FRO. Les cellules normales peuvent tolérer un certain niveau de contrainte exogeéne en raison
de leur capacité de ‘réserve’ anti-oxydante. Dans les cellules cancéreuses, 1'augmentation de la
production de FRO a partir des anomalies métaboliques et de signalisation oncogénique peut
déclencher une réaction redox d’adaptation conduisant a une régulation et ainsi a une
augmentation de la capacité anti-oxydante de la cellule. Dans ce cas, un changement de la
dynamique d'oxydo-réduction avec une production élevée de FRO est observé. De méme, une
¢limination plus ¢élevée de FRO doit étre réalisée par la cellule afin de maintenir les niveaux
de FRO en dessous du seuil de toxicité. En tant que telles, les cellules cancéreuses seraient
plus dépendantes du systéme antioxydant et plus vulnérables au stress oxydant induit. Une
nouvelle augmentation des FRO dans les cellules cancéreuses a 1'aide d’agents modulant le
stress oxydant serait susceptible de provoquer une ¢lévation de FRO au-dessus du niveau du
seuil vital, ce qui conduirait a la mort cellulaire. Plusieurs cas d’agents inducteurs de FRO ont
été rapportés dans la littérature comme des molécules présentant une activité anti-tumorale in
vivo. En revanche il existe une réponse clinique peu manifeste [334-337]. Il a été proposé que
cela soit 1I’¢lévation de certains facteurs de transcription des antioxydants et des signaux de
survie qui permette a la cellule de s’adapter a ce stress induit et permette ainsi d’expliquer la

capacité de résistance de la cellule [336, 338].
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Figure 20 : Le niveau de FRO dans la cellule normale et dans la cellule tumorale [1]

Les cellules normales peuvent tolérer un certain niveau de contrainte exogene en raison de leur capacité de
‘réserve’ anti-oxydante. Ces réserves peuvent étre mobilisées pour éviter que le niveau de FRO atteigne le seuil
de la mort cellulaire (ligne horizontale en pointillés sur la figure). Les cellules tumorales présentent un niveau
de FRO a [’état basal plus élevé que la cellule normale et un sytéme d’élimination des FRO plus actif. Une
augmentation des FRO dans les cellules cancéreuses (barre rouge) a l'aide d’agents modulant le stress oxydant
est susceptible de provoquer une élévation de FRO au-dessus du niveau de seuil, et de conduire la cellule
tumorale a la mort cellulaire.

3.4.1 Promouvoir la production de FRO

La fuite d’¢lectrons a partir des complexes respiratoires dans les mitochondries est une
source majeure de production de FRO comme nous 1’avons vu précédemment [315]. Des
agents comme le trioxyde d'arsenic, qui portent atteinte a la fonction de la chaine respiratoire
sont connus pour augmenter la production d’anion superoxyde [93]. Alternativement, des
intermédiaires radicalaires sont ¢galement formés par les composés connus sous le nom
« redox Cycler », qui peuvent réagir avec des réductases flavoprotéines comme le cytochrome
P450 réductase et la NADPH formant 1’oxydoréductase quinine (NQOI1). Ces dérivés

générent ’anion superoxyde en présence d'oxygene [340, 341].

Un autre mécanisme de production de FRO a été décrit avec la doxorubicine. La
doxorubicine induit la production de FRO et la chélation du fer intracellulaire, ce qui peut
déclencher une réaction de Fenton conduisant a la génération de radical hydroxyl [342].
D’autres chélateurs du fer ont été développés pour modifier la production de FRO et sont par
exemple le Dp44mT et OCX-191 ou 3-AP [343-345]. L'activité des enzymes génératrices de
FRO dans le complexe NOX semble étre augmentée dans des lignées cellulaires de cancer et
dans les tissus primaires [346, 347]. L'utilisation d'agents pharmacologiques promouvant
NOX et régulant ainsi la production de FRO dans les cellules cancéreuses représente une voie
de recherche a explorer. A ce titre le rétinoide synthétique N-(4-hydroxyphényl) rétinamide
(4HPR) semble exercer son effet cytotoxique contre les cellules cancéreuses, au moins en

partie, par ¢lévation de la sous-unité de p67phox NOX [348].

3.4.2 L’interaction avec le métabolisme des FRO
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Le systeme du glutathion représente le principal systéme d'évacuation des FRO dans
les cellules. La modulation du systéme enzymatique redox est importante, y compris les
peroxydases, peroxyrédoxines et thiol-réductases, s'appuyant sur le GSH dans la cellule
comme source d'équivalents réducteurs. Par conséquent, les stratégies pour induire une perte
de GSH réduit peuvent avoir un effet profond sur la survie cellulaire et la sensibilité aux
médicaments en modifiant la capacité des cellules a détoxifier les FRO et ainsi faire face aux
dommages oxydatifs. Grace aux interactions d’¢lectrons-nucléophile, les composés comme les
isothiocyanates et les dérivés d'aziridine sont rapidement conjugués par la GSH, ce qui
provoque un appauvrissement de la GSH disponible et augmente ainsi le stress oxydant
cellulaire provoquant la mort cellulaire [316-318]. L appauvrissement en GSH peut également

étre obtenu en ciblant sa synthése. Le Buthionine sulfoximine (BSO) est un inhibiteur de la vy
-glutamyl-cystéine synthétase (y -GCS), permettant la diminution de production de GSH

[319]. Ce composé a été mis en évidence comme agent capable de causer une diminution du
glutathion et d’augmenter ’efficacité des molécules de chimiothérapie dans différents types
de cellules cancéreuses. En outre, les inhibiteurs de la xC- Cystine / glutamate antiport, tels
que sulfasalazine, peuvent également provoquer la déplétion en GSH en inhibant I'absorption
de la cystine, le précurseur de la cystéine, qui est un substrat limitant la synthése de GSH
[320]. Un autre antioxydant a base de thiol est la thiorédoxine, qui semble étre régulée
positivement dans les cellules cancéreuses et est corrélée avec 1'agressivité du cancer et de la
résistance aux chimiothérapie [321, 322]. Récemment le développement d'inhibiteurs
spécifiques ciblant la thiorédoxine 1 (Trx-1) et la thiorédoxine réductase 1 (TR1) a été
propos¢ [323]. Par exemple PX-12 (1-méthylpropyl 2-imidazolyl disulfure) a été congu
comme un Trx-1 inhibiteur, avec une activité anti-tumorale puissante in vivo [324]. Des
inhibiteurs spécifiques des enzymes anti-oxydantes telles que d'autres SOD, catalase et I'hnéme
oxygénase-1 (HMOXI1) ont également ét¢ identifiés et sont actuellement a divers stades du
développement des médicaments. Une attention particuliére sera donnée un prochain chapitre

sur un mimétique de la SOD : le mangafodipir.

3.4.3 Surmonter les mécanismes de résistance liée a une adaptation du systéme
Redox

L’exploitation de la wvulnérabilit¢ des cellules cancéreuses au stress oxydant

intrinséque par une agression exogene via des agents générateurs de FRO permettant d’obtenir
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une mort cellulaire a été validée in vitro. Si les agents modulateurs des FRO montrent des
résultats prometteurs, il semble cependant que certaines cellules cancéreuses acquiérent une
capacité a résister a un stress oxydant intrinséque en augmentant leur capacité anti-oxydante.
Cette adaptation d’oxydo-réduction permet uniquement aux cellules cancéreuses de survivre
au sein d’un niveau ¢élevé de stress oxydant et permet d’expliquer une part du mécanisme de
chimiorésistance. A titre d’exemple, la résistance a I’arsenic trioxyde a été retrouvée comme
associée a une régulation augmentée de HMOXI1, SODI1 et GSHI01 [325]. De méme,
plusieurs études suggerent que la résistance a des agents induisant la production de FRO
intracellulaires, tels que le paclitaxel, la doxorubicine ou des sels de platines, est corrélée avec

l'augmentation de leur capacité anti-oxydante [326, 327].

Afin d’obtenir une efficacité thérapeutique ou d’optimiser le traitement anticancéreux,
il parait intéressant de concevoir une stratégie via de nouvelles molécules, qui utilise la
différence d'oxydo-réduction entre les cellules normales et les cellules cancéreuses, et qui
désactive le mécanisme d'adaptation d'oxydo-réduction dans les cellules cancéreuses. Une
telle approche consiste a cibler les mécanismes principaux d’oxydo-réduction afin de réguler a
la fois le niveau des FRO et la fonction des protéines de survie cellulaire sensibles a I’oxydo-
réduction. Dans cette optique le composé -thiol de la GSH, la thiorédoxine et peroxiredoxine
peuvent étre considérés comme des cibles potentielles pour une telle intervention sur les

réactions d’oxydo-réduction.

3.4.4 La stratégie thérapeutique basée sur la modulation du stress oxydant

La prise de conscience que de nombreux médicaments de chimiothérapie actuellement
utilisés ont des actions sur les voies d'oxydoréduction et peuvent contribuer a leur activité
anti-tumorale a conduit a explorer les molécules ciblant spécifiquement I’équilibre redox
intracellulaire. Il existe actuellement plusieurs agents cytotoxiques en développement qui ont

un impact sur la régulation redox cellulaire (tableau 6) [9,31-44].
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Tableau 6 : Liste non exhaustive d'agents modulateurs du stress oxydant actuellement en développement
[328]

Classe Mécanisme de modulation de
Molécule
thérapeutique I’oxydoréduction

G

002
[329,
330]
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3Na* °

e
la réparation de I'ADN. Parmi les agents de développement qui modulent ['état
d'oxydoréduction ou la médiation de leurs effets via la S-glutathionylation, NOV-002 a été le
plus étudié [340]. NOV-002 est un produit breveté contenant du glutathion oxydé qui modifie
le glutathion réduit. NOV-002-S induite par la glutathionylation a ét¢ démontré comme ayant
un effet inhibiteur de 1'invasion des cellules tumorales [348], de la prolifération et la survie
[349]. Des résultats positifs ont été obtenus a partir d'un essai de phase II chez des patients
avec une thérapie néo adjuvante du cancer du sein et le cancer ovarien résistant a la
chimiothérapie. Une récente étude randomisée, en ouvert, lors d’un essai de phase III a évalué
NOV-002 en association au carboplatine et au paclitaxel (PC) versus une monothérapie chez
les patients présentant un cancer bronchique non a petites cellules avancé (NSCLC stade I1I1B-
IV). La survie globale médiane (OS) pour le groupe trait¢ par PC + NOV-002 est de 10.2,
identique au groupe traité par PC qui est de 10,8 mois (p = 0,375). Les médianes de survie
sans progression ne sont pas non plus différentes dans les deux groupes (5,3 mois pour le

groupe PC + NOV-002 versus 5,6 mois pour le groupe PC).

L-Buthionine-S, R-sulfoximine (buthionine sulfoximine) a longtemps été connu pour
induire un stress oxydant cellulaire via un épuisement du glutathion intracellulaire, [331, 350,
351] et il a également été identifi¢é comme agissant de maniére synergique avec la
chimiothérapie cytotoxique, notamment le trioxyde d'arsenic, le cisplatine, la doxorubicine et

le melphalan [336].

L’arsenic trioxyde (As203)

L’As,03 est connu comme un puissant inducteur de stress oxydant dans les cellules
tumorales [1, 352]. Il a aussi été rapporté que 1’As,O; augmentait la concentration
intracellulaire de NO [353] mais cette observation pourrait dépendre de la dose d’As,O;
utilisée et du type cellulaire testé [354] Il a été montré que I’apoptose induite par I’ As,O; est
dépendante de 1I’accumulation intracellulaire de peroxyde d’hydrogéne [273]. Cette génératigrzl

de FRO aurait deux sources principales: la chaine respiratoire mitochondriale [82] et
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DEMARCHE EXPERIMENTALE

L’objectif de ce travail était d’explorer I’intérét d’'une modulation pharmacologique du
stress oxydant intracellulaire en oncologie. Depuis quelques années, le role central du stress
oxydant dans la cellule tumorale et son impact potentiel en oncologie sont largement
reconnus. Les travaux de Alexandre et al., réalisés dans I’EA1833, ont montré que des
modulateurs du stress oxydant présentent d’un coté une activité anti-tumorale propre, et
parfois synergique avec la chimiothérapie, et de 1’autre un effet protecteur des cellules

normales avec une diminution de la neutropénie chimio induite [345].

Comme une partie de 1’activité anti-tumorale de la chimiothérapie est induite par le
stress oxydant, nous nous sommes dans un premier temps intéressés aux variations du
stress oxydant lors d’un traitement par un inhibiteur de tyrosine kinases. Ce premier axe
de recherche repose sur les hypothéses et les données suivantes:

- les tumeurs solides, principalement le carcinome hépatocellulaire (CHC), sont connues pour
présenter une néo-angiogénese importante et un niveau de stress oxydant élevé [390-393].

- les inhibiteurs de tyrosine kinases sont actuellement largement prescrits car ils sont
notamment validés dans les tumeurs neuroendocrines [394], les tumeurs rénales [395, 396] et
le CHC [397].

- le CHC se développe préférentiellement chez les patients cirrhotiques. La cirrhose
correspond a 1’évolution ultime de la plupart des maladies chroniques du foie. Sa traduction
clinique est variable, car la plupart des signes témoignent soit de ses complications
(insuffisance hépatocellulaire, hypertension portale) soit de son étiologie. Les patients suivis
pour un CHC présentent donc une comorbidité augmentant le risque de mauvaise tolérance du
traitement. Un inhibiteur de tyrosine kinases, le sorafenib (BAY-43-9006 Nexavar ®, Bayer
Pharmaceuticals Corp, Wayne NJ et Onyx Pharmaceuticals Inc, Emeryville CA), est
actuellement le seul traitement médical avec une autorisation de prescription en France dans le
CHC avancé non opérable [397].

- le sorafenib peut avoir une activité anti-tumorale liée a I’induction d’un stress oxydant [398].
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Nous avons tout d’abord étudié au sein de cette population fragile, la relation entre 1’efficacité
d’un traitement par le sorafenib et I’induction du stress oxydant afin de déterminer d’éventuels

marqueurs prédictifs d’efficacité (article 1).

L’efficacité anti-tumorale des chimiothérapies conventionnelles ou des inhibiteurs de
tyrosine kinases passe au moins en partie par 1’induction de FRO [1, 345, 398]. De plus, des
modulateurs du stress oxydant, comme le mangafodipir (Teslascan®; Nycomed. Amersham
Imaging, Little Chalfont, UK), sont capables in vivo d’augmenter 1’index thérapeutique des
cytotoxiques anti-tumoraux, par une modulation différentielle du stress oxydant dans les
cellules tumorales et non tumorales [345]. Le stress oxydant auquel est soumis la cellule
tumorale est en effet trés différent de celui des cellules normales, de part son intensité, ses
mécanismes de production et sa régulation. Les cellules normales seraient ainsi « protégées »
lors du burst oxydatif induit par les sels de platine mais pas les cellules tumorales. Ainsi, les
mimétiques de la SOD pourraient permettre de diminuer voire d’empécher la neurotoxicité

des sels de platine.

Le mangafodipir a été¢ identifi¢ dans le laboratoire comme modulateur du stress
oxydant ayant a la fois des propriétés superoxyde dismutase (SOD), catalase et GSH-
reductase. Cette molécule diminue les effets toxiques d’un stress oxydant mesuré dans des
cellules non tumorales. Alexandre et al ont observé que le mangafodipir présente une capacité
a minimiser la toxicité hématologique de plusieurs cytotoxiques anti-tumoraux et potentialise
leur activité anti-tumorale a la fois in vivo et in vitro [345]. Ces données nous ont conduits a
explorer in vitro et in vivo les effets de I’association du mangafodipir a un sel de platine,
I’oxaliplatine. Nous avons également étudié¢ le mécanisme de la neurotoxicité induite par

cette chimiothérapie et le role protecteur du mangafodipir (article 2).

La majorit¢ des cytotoxiques anti-tumoraux présentent un mécanisme d’action
induisant un stress oxydant qui participe a leur effet cytotoxique de fagon directe ou indirecte.
Ceci a en particulier été montré pour les agents alkylants, les inhibiteurs de topo-isomérases,
les taxanes, les sels de platine et le 5-fluorouracile. De part leur effet différentiel sur la cellule
normale et la cellule tumorale, les modulateurs du stress oxydant représentent un axe de

développement de nouvelles molécules en oncologie.
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Des travaux du laboratoire ont montré que les cellules tumorales étaient plus sensibles
aux effets toxiques des mimétiques de la SOD que les tissus sains du fait du stress oxydant
basal intense auquel elles sont soumises [182]. Plusieurs stratégies ont été proposées pour
utiliser la présence de formes réactives de I’oxygene (FRO) dans les cellules tumorales afin de
cibler sélectivement les tumeurs sans endommager les tissus sains. Des agents tels que des

quinones et 1'oxyde d'arsenic (As;O3), augmentent les niveaux de FRO dans les cellules.

Nous avons émis I’hypothése que les catalyseurs du systéme d’oxydo-réduction
peuvent présenter un effet anti-tumoral propre et pourraient augmenter la production de FRO
potentialisant I’activité de cytotoxiques anti-tumoraux. Si cette hypothese était vérifice, des
composés capables d’augmenter la production de FRO ou de diminuer leur ¢limination intra

cellulaire seraient efficaces.

Le troisiéme axe de travail avait pour objectif d’identifier et de valider des
nouvelles classes médicamenteuses en oncologie liées a la modulation des FRO. Cette
partie de I’étude a été réalisée dans le cadre d’un projet européen Pierre et Marie Curie, au
sein du réseau Red Cat. (Red Cat International Training Network 7-FP7-2007-1-1-
ITN201114). Le réseau Red Cat comprend 10 laboratoires universitaires, d’instituts de
recherche et d’industriels originaires de cinq pays européens. Ce réseau a pour but de
développer et d’étudier de nouvelles molécules anti-oxydantes utilisables en clinique humaine
et animale. Cette collaboration a permis la conception et la synthése de nouveaux agents, les
organo-chalcogénes. Une évaluation de leur efficacité anti-tumorale sur un large éventail de
tumeur a ¢été¢ effectuée. Nous avons cherché a savoir si cette stratégie thérapeutique
pouvait étre associée a la chimiothérapie conventionnelle principalement avec les
inhibiteurs de topoisomérases et les sels de platines largement utilisés en clinique (article

3et4).
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Article 1. L’efficacité anti-tumorale des inhibiteurs de tyrosine
kinase dans les carcinomes hépatocellulaires avancés passe par

I’induction d’un stress oxydant

Les traitements cytotoxiques conventionnels induisent un stress oxydant. Dans ce
travail, nous avons souhaité vérifier I’hypothése qu’un stress oxydant est nécessaire lors de
I’introduction d’un traitement par inhibiteurs de tyrosine kinases dans une population fragile

de patients cirrhotiques traités pour un CHC avancé.

Le CHC est 1'un des cancers dont I’incidence est la plus élevée avec 626 000 nouveaux
cas par an dans le monde [399]. L'incidence du CHC est en augmentation aux Etats-Unis et en
Europe et il représente actuellement la troisieéme cause de déces par cancer au niveau mondial
[399]. La pathologie est généralement diagnostiquée a un stade avancé. Le pronostic des
patients avec un CHC non opérable est sombre en raison de la maladie hépatique sous-jacente
et du manque d'options thérapeutiques efficaces [400, 401]. Le sorafenib (Nexavar ®), est un
inhibiteur de kinases qui diminue la croissance tumorale et inhibe I'angiogenése dans le CHC
avancé [402, 403]. Cette molécule exerce un effet direct sur la prolifération des cellules
tumorales et agit aussi sur les cellules endothéliales pour inhiber l'angiogénése tumorale [404,
405]. Le sorafenib est le seul traitement non chirurgical et non radiologique qui améliore la

survie globale des patients présentant un CHC avancé [397].

Le CHC présente a la fois une expression élevée et une activité accrue de la MAP
kinase (MAPK) adjacente en comparaison aux hépatocytes normaux [406]. Le sorafenib
inhibe la prolifération des cellules tumorales et induit la mort cellulaire par l'inhibition des
voies Raf / MEK / ERK [404]. Le traitement des cellules CHC avec un inhibiteur de MEK
réduit la prolifération cellulaire et I'apoptose [407]. Plusieurs études ont montré un lien entre
le potentiel oncogene de ERK a l'activation des protéines anti-apoptotiques, telles que Bcl-2,
Bcel-XL, Mcl-1, PAI et la répression des protéines pro-apoptotiques, telles que Bad et Bim
[408]. Il a également été montré que la sur-activation de la voie MEK / ERK dans les cellules
tumorales du foie confére une résistance a la mort cellulaire induite par le TGF-f via une
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mauvaise régulation de la NOX4 et entraine une augmentation du niveau de FRO [390, 409].
Il a été établi qu’une augmentation modérée de FRO peut favoriser la prolifération et la
différenciation cellulaire [410, 411], tandis que des quantités excessives de FRO peuvent

endommager les lipides, les protéines et ' ADN, conduisant a la mort cellulaire [184, 412].

Le sorafenib inhibe la voie MEK / ERK [404] et intervient donc dans la production de
FRO au cours du CHC. Nous avons cherché a savoir si le sorafenib pouvait exercer ses effets
cytotoxiques via une restauration de la sensibilité¢ des cellules de CHC a une augmentation des
FRO. Pour cela nous avons étudié les taux des principales FRO dans les cellules de CHC
humaines (HepG2) et murines (Hepa 1.6) lors d’une exposition au sorafenib. Nous avons
ensuite étudié les conséquences de l'inhibition sélective de différentes FRO in vitro et in vivo
dans un mode¢le murin de CHC. Enfin, nous avons montré ex vivo que I'élévation de produits
avancés de protéines oxydées (AOPP) dans le sérum des patients aprés 15 jours de traitement

par sorafenib est corrélée avec son efficacité anti-tumorale.
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Principaux résultats

In vitro, dans des lignées de cellules murines ou humaines de CHC, le sorafenib
entraine une production dose-dépendante de FRO. Le sorafenib augmente la production
d’02’, de NO et de H,0, dans les cellules humaines et murines de CHC (HepG2 et Hepa 1.6).
A une concentration élevée de sorafenib (10 mg/l), le taux d’O,” est augmenté de 33% avec
les cellules HepG2 (P <0,05) et de 300% avec les cellules Hepa 1.6 (P <0,001). L'association
d’un mimétique de la SOD, le MnTBAP, au sorafenib inhibe la production d’O,” dans les
deux lignées cellulaires testées. De méme, 1’ajout de diphenileneiodonium (DPI), inhibiteur de

NADPH oxydase, au sorafenib inhibe la production d’O,".

L’anion superoxyde peut provenir du complexe mitochondrial I ou III de la chaine
respiratoire mitochondriale, de la NADPH oxydase ou de la xanthine oxydase. Afin de
discriminer ces différentes voies nous avons utilis¢é de la roténone et de I’antimycine,
respectivement inhibiteurs des ces complexes I et III. Nous avons observé une augmentation
de la production d’O," des cellules tumorales HepG2 et d’Hepa 1.6 et des cellules normales
endothéliales sans modification de la production d'anion superoxyde induite par le sorafenib.
L'allopurinol, inhibiteur de la xanthine oxydase, diminue la production basale de 1’0, dans
les trois lignées cellulaires sans modifier la production de 'anion superoxyde induite par le
sorafenib. L’acide diethyldithiocarbamic (DDC), un inhibiteur de la SOD, améliore la
production de I’O,” dans toutes les lignées cellulaires testées sans modifier la production
d'anion superoxyde induite par le sorafenib. L’association de Smg/1 de sorafenib a la N-acetyl
cysteine (NAC), qui posséde une activité catalase et glutathione-reductase, inhibe la
production de 1’H,O, dans toutes les lignées cellulaires testées (P <0,05 pour HepG2, P
<0,001 pour Hepa 1,6 et P <0,001 pour les HUVEC). L’utilisation de MnTBAP associé¢ au
sorafenib augmente la production de I’H>O, dans les lignées cellulaires. L’ajout du MnTBAP
au sorafenib réduit la production de 1’0O,” dans les cellules car ce mimétique de MnSOD
dismute 1’0O,". De plus, le sorafenib augmente la production de 1’0, et de I’H,0, dans les

cellules les premicres heures de mise en contact.

In vitro, le sorafenib exerce un effet dose dépendant cytostatique et cytotoxique dans

les cellules tumorales de CHC (HepG2 et Hepa 1,6). A 5 mg/l, le sorafenib diminue leur index
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de prolifération de 98% pour les cellules HepG2 (P <0,001), de 90% pour les cellules d’Hepa
1.6 (P <0,001) et de 26% pour les cellules non tumorales HUVEC (P <0,05).

Afin de déterminer les voies métaboliques par lesquelles le sorafenib exerce ses effets
cytostatiques et cytotoxiques, la molécule a été associée au MnTBAP, a la NAC, ou au L-
NAME. Le MnTBAP inhibe significativement les effets cytostatiques et cytotoxiques du
sorafenib, contrairement a la NAC et au L-NAME. Dans les cellules exposées au sorafenib
pendant 48 heures, la réserve en GSH est diminuée. La NAC inverse partiellement la
déplétion de GSH, et le MnTBAP aggrave l'appauvrissement en GSH induite par 5 mg/l de
sorafenib. Seul le MnTBAP abroge les effets cytostatiques et cytotoxiques de sorafenib sur les
lignées cellulaires testées, ce qui implique que I’O," est la principale FRO dont la production
est stimulée par le sorafenib, et est responsable, en partie, des propriétés cytostatiques et

cytotoxiques du sorafenib.

In vivo, des souris porteuses de tumeurs Hepa 1.6 ont été traitées par le sorafenib seul
ou assocé¢ au MnTBAP. Les souris traitées avec le sorafenib seul ont présenté des tumeurs
significativement plus petites que les souris non traitées (-79%, p <0,001 au 22°™ jour). Le
MnTBAP seul n’a pas modifié¢ la croissance tumorale alors que 1’association du sorafenib a ce

2eme

mimétique de SOD la diminue de fagon significative (-51% au 2 jour par rapport aux

souris non traitées, P <0,001).

Chez I’homme, le dosage de la capacit¢ du serum a oxyder les protéines est un
marqueur du stress oxydant (AOPP). Ce paramétre a été mesuré dans le serum de patients
traités par sorafenib pour un CHC avancé. Le taux sérique d’AOPP chez les 26 patients est
plus élevé sous ’effet du sorafenib (P <0,05). Les patients ont été répartis en deux groupes: un
groupe avec une augmentation du delta de 1'AOPP inférieure a 0,2 uM chloramine T
équivalent (<0,2 AOPP) (n = 10) et un groupe avec une augmentation du delta de I'AOPP
supérieure ou égale 0,2 uM chloramine T équivalent (> 0,2 AOPP) (n = 16). Le delta d’AOPP
correspond a I’augmentation du stress oxydant lors de I’introduction du sorafenib (delta
AOPP = AOPP a J15 — AOPP a JO). Aucune différence entre les deux groupes, en termes de
toxicité du sorafenib, n'a été observée. La meilleure réponse a 3 mois est significativement
plus élevée dans le groupe AOPP > 0,2 uM par rapport a I’autre groupe, en tenant compte des

criteres mRECIST (modified Response Evaluation Criteria In Solid Tumors)[413, 414] et des
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critéres de Choi [415](criteres mRECIST: 30% contre 13%, p <0,05; critéres de Choi: 60%
versus 13%, p < 0,01). La médiane de survie sans progression est significativement plus
¢levée dans le groupe > 0,2 AOPP (174 jours (extrémes: 34-482) que dans le groupe 0,2 <
AOPP (50 jours (extrémes: 9-136) (P <0,05). La survie globale médiane libre est
significativement plus élevée dans le groupe > 0,2 AOPP (315 jours ; extrémes: 138-1075)
que dans le groupe 0,2 < AOPP (191 jours ; extrémes: 43-705) (P <0,05).
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Discussion

Nous rapportons pour la premicre fois que le sorafenib présente une activité anti-
tumorale véhiculée par un stress oxydant. Cette efficacité est médiée par I’anion superoxyde

et se voit partiellement inhibée par un mimétique de la SOD, le MnTBAP.

L’efficacit¢ du sorafenib est décrite dans des lignées cellulaires de CHC. Ce
médicament est actuellement le seul traitement validé pour le CHC [404, 416]. La
concentration des AOPP dans le sérum des patients traités par le sorafenib apparait comme un
marqueur prédictif de la survie sans progression et de la survie globale. Comme cela avait
déja été objectivé, nous confirmons in vitro que le sorafenib exerce des effets cytostatiques et
cytotoxiques, dose dépendant, sur les cellules tumorales [404]. Ces effets sont observés sur
des lignées cellulaires de CHC et sur les cellules endothéliales. De fagon concomitante, le
sorafenib induit une augmentation des productions dans les cellules de I'anion superoxyde, du
peroxyde d'hydrogéne et de 1'oxyde nitrique. L'utilisation de modulateurs spécifiques des FRO
a mis en évidence que la dismutation des anions superoxydes induite par un mimétique de la
SOD (MnTBAP) [417] inhibe I’efficacité du sorafenib alors que ni un inhibiteur de I’'H,O, la
NAC [418], ni l'inhibiteur de la NO synthase, le L-NAME [419] n’ont d’effet sur la
cytotoxicité¢ du sorafenib. Ces données mettent en évidence le role prépondérant de 1’anion
superoxyde dans les effets antiprolifératifs et cytotoxiques du sorafenib. L'anion superoxyde
peut interagir avec divers substrats tels que les protéines, les lipides et 'ADN et causer des
dommages irréversibles a la cellule [420]. Les effets antiprolifératifs et cytotoxiques directs de
l'anion superoxyde ont déja été observés dans différents types de cellules tumorales [421].
L’anion superoxyde peut provenir de la NADPH oxydase, de la xanthine oxydase ou des
complexes [ et III de la chaine respiratoire mitochondriale. L'inhibiteur de la xanthine
oxydase, l'allopurinol, et les inhibiteurs des complexes I et III de la chaine respiratoire
mitochondriale, antimycine et roténone, n'ont pas eu d’impact significatif sur la production
d’anion superoxyde induite par le sorafenib. L'utilisation du DPI, un inhibiteur de la NADPH
oxydase montre clairement que, dans les cellules traitées par le sorafenib, IO, est produit par
la NADPH oxydase. Ces données sont en accord avec le fait que le traitement des cellules de
CHC par des inhibiteurs de la NADPH oxydase, y compris le DPI, diminue considérablement
a la fois la production de FRO et l'induction de 1'apoptose [422]. Ceci suggere que la NADPH
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oxydase est la principale source de FRO dans les cellules humaines de CHC [423].

L'activation de la NADPH oxydase peut étre directement causée par le sorafenib.

Notre travail met l'accent sur l'implication du stress oxydant dans le traitement des
patients par le sorafenib pour un CHC. Ce travail a également mis en évidence un nouveau
marqueur sérique permettant d’évaluer 'efficacité du sorafenib. En effet, la concentration de
produits d'oxydation des protéines peut étre utilisée pour surveiller le stress oxydant in vivo
chez 'homme [424], car il refléte 'intensité de I'agression oxydative dans diverses conditions
pathologiques. Dans notre étude, le niveau initial des AOPP avant tout traitement n'est pas
prédictif de l'efficacité du sorafenib. Cependant, 1'élévation des AOPP dans le sérum des
patients apreés 15 jours de traitement par sorafenib est significativement corrélée avec
l'efficacité clinique du sorafenib. En effet, un taux sérique de 'AOPP > 0,2 uM équivalent
chloramine T (> 0,2 AOPP) est corrélée a la fois a la survie sans progression et a la survie
globale, suggérant une exposition au produit suffisante. Compte tenu de ces résultats, le

dosage sérique des AOPP pourrait devenir un indicateur de I'efficacité du sorafenib.

En conclusion de ce premier travail, l'efficacité du sorafenib est dépendante des FRO
et en particulier de la production d’O,". L'effet de cette production sur l'oxydation des
protéines est un marqueur précoce de Il'efficacité du sorafenib. Ainsi, nous émettons
I'hypothése que l'efficacité du sorafenib chez les patients présentant un CHC dépend de
1'équilibre entre la capacité des cellules tumorales a produire des FRO et leur capacité a tolérer
une exposition au sorafenib. Par conséquent, le suivi de la production de FRO induite par le
sorafenib est important. En l'absence d’une toxicité limitante, une escalade de dose du

sorafenib pourrait étre envisagée.
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Article 2. La neurotoxicité induite par D’oxaliplatine est

prévenue par un mimétique de la SOD, le mangafodipir.

L’oxaliplatine est une des molécules de chimiothérapie les plus largement prescrites en
oncologie. Son efficacité est validée chez les patients présentant un cancer colorectal en
situation adjuvante et métastatique [425, 426]. Les sels de platine conduisent a la mort
cellulaire [427] et a la génération intracellulaire de FRO [428]. L’oxaliplatine interagit
¢galement sur le glutathion réduit (GSH) [429] et la déplétion de glutathion est une des voies
par lesquelles les sels de platine générent des FRO dans des cellules malignes [182, 430].

La neuropathie périphérique est un effet secondaire de I'oxaliplatine qui se produit
chez presque 85% des patients exposés a cette chimiothérapie. Cet effet secondaire peut
amener a limiter la dose ou la durée de I'administration du médicament [431]. Deux formes
cliniques distinctes de neuropathie peuvent étre observées. Une neuropathie aigué immédiate
et réversible qui apparait en quelques heures ou quelques jours [432]. En revanche, les
injections itératives d’oxaliplatine conduisent & une neuropathie chronique chez pres de 50%
des patients [433]. La forme chronique est caractérisée par la persistance de dysesthésies
distales et 1'apparition d’une dégénérescence axonale distale sensorielle, sans atteinte motrice
[434]. Le mécanisme de cette neurotoxicité chronique induite par l'oxaliplatine n’est pas
connu. Une hypothése proposée serait que les effets chroniques de 'oxaliplatine peuvent étre
secondaires a I'accumulation de platine dans les cellules ganglionnaires de la racine dorsale

[435].

Différentes approches thérapeutiques ont été testées afin de prévenir ou d’enrayer la
neurotoxicité induite par l'oxaliplatine en utilisant soit des perfusions de calcium ou de
magnésium [436], soit des agents neuro-modulateurs [437, 438]. Cependant, aucune de ces
tentatives n’a donné des résultats suffisamment importants pour étre validé comme traitement

de la neuropathie chronique induite par l'oxaliplatine.

La modulation de la formation des FRO induite par l’oxaliplatine est une autre
approche thérapeutique qui a été testée cliniquement. En effet, dés 1990, Mollman JE [439] a

remarqué que la symptomatologie de la neuropathie induite par un autre sel de platine, le
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cisplatine, était cliniquement indiscernable de la neuropathie observée chez les patients
présentant un déficit en vitamine E. Comme la vitamine E est un antioxydant agissant au
niveau de la membrane neuronale [440], une molécule capable de détoxifier les FRO
produites par l'oxaliplatine pourrait prévenir la neurotoxicité des sels de platine. Pour cela, un
essai clinique réalisé par Cascinu et al [441] a évalué 1'efficacité des injections de glutathion
chez les patients traités par l'oxaliplatine. L'efficacité de ce traitement a été limitée
probablement en raison d’une incapacit¢ de la GSH a traverser les membranes cellulaires.
Pour cela, nous avons entrepris de tester I’inhibition des FRO induites par I’oxaliplatine par le
mangafodipir, une molécule dotée de propriétés antioxydantes et capable de pénétrer dans les

cellules.

Afin de confirmer notre hypothése de travail, nous avons d'abord congu un mod¢le
murin de neuropathie induite par l'oxaliplatine et testé les effets préventifs et curatifs du
mangafodipir. Compte tenu des résultats obtenus dans le modele animal, un essai clinique de
phase II a été mis en place chez des patients présentant un cancer métastatique et présentant

une neuropathie induite par 1’oxaliplatine.
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Principaux résultats

Dans un modéle murin de neuropathie, le mangafodipir permet de prévenir la
neurotoxicité induite par 1'oxaliplatine. Dans ce mod¢le, la neurotoxicité est évaluée par des
tests de marche forcée (rotarod) et de sensibilité¢ (plaque froide et filaments von Frey) des
animaux. Les injections intrapéritonéales hebdomadaires d’oxaliplatine a des souris C57BL/6
males ont induit une diminution de la sensibilité des animaux dans les 3 tests utilisés. Les
injections d'oxaliplatine associées a du mangafodipir ont permis de diminuer significativement
la neurotoxicité¢ de 1’oxaliplatine, comme le montrent les réultats obtenus aux tests de
Rotarod, de sensibilité au froid et au von Frey. Ces résultats plaident pour un effet neuro-

protecteur du mangafodipir chez la souris.

Le mangafodipir est I’association d’un chélate de manganése [II] et d’un dérivé de la
vitamine B6, le fodipir. Nous avons exploré séparément l'activité de ces deux composants, a
l'aide d'un chélate de manganese, le MnTBAP et de la vitamine B6. Alors que le MnTBAP
empéche l'apparition de la neuropathie, des injections de vitamine B6, en association avec

I’oxaliplatine n'a eu aucun effet sur la neuropathie induite par l'oxaliplatine.

L'excitabilité du systéeme neuromusculaire chez les souris a été étudiée in vivo pour
caractériser les effets de 1'oxaliplatine et du mangafodipir. Les différents tests d'excitabilité
(stimulus-réponse, durée et seuil des relations de la force-courant et électrotonus de seuil et le
cycle de récupération) ont été effectués sur le potentiel d'action musculaire (CMAP) enregistré
a partir de muscle plantaire de souris injectées avec du PBS, de I'oxaliplatine, du mangafodipir
ou de I’association oxaliplatine + mangafodipir pendant 2 et 4 semaines. Les enregistrements
de I'amplitude des CMAP de souris injectées avec soit de l'oxaliplatine, soit du mangafodipir,
soit 1’association des deux n'ont révélé aucune forme anormale d'ondes d’excitabilité par
rapport au groupe PBS. En revanche, les enregistrements aprés injections d’oxaliplatine ont
montré des altérations importantes de l'excitabilité neuromusculaire par rapport au groupe
PBS. Ces altérations se composait de: (i) une diminution de la pente de repos ce qui suggere
que les canaux ioniques ont été ouverts avec un potentiel de membrane au repos moindre, (ii)
une augmentation des changements de seuil en réponse a la fois a la dépolarisation et a

I'hyperpolarisation susceptible d'étre causée par une conduction réduite de potassium, et (iii
yperp p p p
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une plus grande hyper-excitabilité et une moindre hypo-excitabilité qui refléte, 1a encore, le
dysfonctionnement des canaux potassiques [442]. Ces modifications n'ont pas été détectées
dans les enregistrements de souris injectées avec l'oxaliplatine + mangafodipir. De plus, la
caractérisation morphologique des effets du mangafodipir sur la neuropathie induite par
I’oxaliplatine chez la souris a montré une perte préférentielle des fibres nerveuses myélinisées

ou une altération de la my¢éline.

Un essai clinique de phase II a été conduit afin de confirmer chez ’homme 1’effet
bénéfique du mangafodipir. Tous les patients présentaient a 1’inclusion une neuropathie grade
2 ou plus et une efficacité de 1’oxaliplatine. Au total 23 patients ont été inclus et une
chimiothérapie a base d’oxaliplatine a été associée au mangafodipir chez 22 patients pour un
maximum de 8 cures. L’objectif principal de 1’étude (amélioration ou non aggravation de la
neuropathie aprés 4 cycles) a été atteint chez 77% des patients (17 patients sur 22 traités). Le
mangafodipir réduit l'incidence de la neuropathie de grade 2 ou plus, chez 7 des 22 patients
traités (32%) et cela malgré la poursuite de l'oxaliplatine pendant huit cycles. Au moment de
l'inclusion, tous les patients avaient une neuropathie de grade 2 ou plus, alors que six des sept
patients ayant recu les 8 cycles de traitement ne présentaient plus que des neuropathies de
grade 0 a 1. Les patients n’ayant pas présenté d’aggravation de leur neuropathie, malgré la
poursuite du mangafodipir, sont considérés comme répondeurs. Nous avons observé que les
taux d’AOPP ¢étaient plus faibles chez les répondeurs que chez les non-répondeurs (p <0,05).
De plus, les niveaux de SOD mesurés dans le serum sont plus €élevés chez les répondeurs que
chez les non-répondeurs, suggérant une stimulation intense du métabolisme oxydatif dans le

groupe des non-répondeurs (p <0,05).

105



Démarche expérimentale

Article 2.

Article soumis

Prevention of Oxaliplatin-Induced Peripheral Neuropathy by Intravenous

Mangafodipir.

Auteurs: Romain Coriatl’z, MD, MSc, Jérome Alexandrel’z, MD, PhD, Carole Niccol, PhD,
Laurent Quinquis3, PhD, Evelyne Benoit?, PhD, Christiane Chéreau', PharmD, Hervé
Lemaréchal’, PhD, Olivier Mir*®, MD, MSc, Didier Borderie’, PharmD, PhD, Jean-Marc
Tréluyer6, MD, PhD, Bernard Weill!, MD, PhD, Joel Coste’, MD, PhD, Frangois
Goldwasser'?, MD, PhD, Frédéric Batteux', MD, PhD.

Affiliations des auteurs:

! Laboratoire d'immunologie, EA 1833, Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité,
Facult¢ de Médecine, Hopital Cochin, Assistance Publique-Hdopitaux de Paris (AP-HP).

> CERIA (Center for Research on Angiogenesis Inhibitors), Medical Oncology Department,
Hopital Cochin, AP-HP, Paris, France.

3 Department of Biostatistics, Groupe Hospitalier Broca Cochin Hétel-Dieu, AP-HP, Paris,
France.

* CNRS, Centre de Recherche de Gif-sur-Yvette - FRC3115, Institut de Neurobiologie Alfred
Fessard - FRC2118, Laboratoire de Neurobiologie et Développement - UPR3294, F-91198
Gif-sur-Yvette, France.

> Biochemistry Laboratory Cochin Hospital, Assistance Publique-Hopitaux de Paris, Paris,
France.

6 Unité de recherche clinique, URC Cochin, Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité,

Faculté¢ de Médecine, Hopital Cochin, Assistance Publique-Hdpitaux de Paris (AP-HP).

106



Démarche expérimentale

Prevention of oxaliplatin-induced peripheral neuropathy by

intravenous mangafodipir.

Romain Coriat, Jéréme Alexandre, Carole Nicco, Laurent Quinquis, Evelyne Benoit,
Christiane Chéreau, Hervé Lemaréchal, Olivier Mir, Didier Borderie, Jean-Marc
Tréluyer, Bernard Weill, Joel Coste, Francois Goldwasser, Frédéric Batteux
Laboratoire d'immunologie, EA 1833, Université Paris Descartes, Sorbonne
Paris Cité, Faculté de Médecine, Hopital Cochin, Assistance Publique-Hopitaux
de Paris (AP-HP) (Dr R Coriat, MD, Prof J Alexandre MD, C. Nicco PhD, C Chéreau
Pharm D, Dr B Weill MD, Prof F Goldwasser MD, Prof F Batteux MD);

CERIA (Center for Research on Angiogenesis Inhibitors), Medical Oncology
Department, Hopital Cochin, AP-HP, Paris, France (Dr R Coriat, MD, Prof J
Alexandre MD, Dr O Mir MD, Frangois Goldwasser MD);

Department of Biostatistics and Epidemiology, Groupe Hospitalier Broca Cochin Hotel-
Dieu, AP-HP, Paris, France (Laurent Quinquis PhD, Prof Joel Coste MD);

CNRS, Centre de Recherche de Gif-sur-Yvette - FRC3115, Institut de
Neurobiologie Alfred Fessard - FRC2118, Laboratoire de Neurobiologie et
Développement - UPR3294, F-91198 Gif-sur-Yvette, France. (Evelyne Benoit PhD)

Biochemistry Laboratory Cochin Hospital, Assistance Publique-Hoépitaux de
Paris, Paris, France (Didier Borderie PhD, Hervé Lemaréchal PhD)

Unité de recherche clinique, URC Cochin, Université Paris Descartes, Sorbonne
Paris Cité, Faculté de Médecine, Hopital Cochin, Assistance Publique-Hopitaux
de Paris (AP-HP) (Prof JM Tréluyer MD).

Correspondence to: Frédéric Batteux, Laboratoire d’Immunologie, UPRES EA
1833, 24 rue du faubourg St Jacques 75679 Paris cedex 14, France. Tel: +33 (0) 1
58 41 20 09; Fax: +33 (0) 1 58 41 20 08

e-mail: frederic.batteux@cch.aphp.fr ; romain.coriat@cch.aphp.fr

107



Démarche expérimentale

Summary

Background Peripheral neuropathy frequently leads to the discontinuation of
oxaliplatin-based chemotherapy. Since the neurotoxicity involves the generation of
reactive oxygen species, we investigated the therapeutic effects of mangafodipir, a
molecule endowed with antioxidant properties, in a mouse model of oxaliplatin-
induced neuropathy and in a phase Il clinical study.

Methods The neuropathy was induced in mice by oxaliplatin in association or not
with mangafodipir. Motility and sensitivity were evaluated using specific devices.
Neuromuscular excitability was evaluated by electrophysiological tests. Morphological
studies of myelinated axons were performed by confocal laser microscopy.
Twenty-three patients with cancer and oxaliplatin-induced neuropathy of grade 2 or
more were enrolled in a phase Il study and 22 received intravenous mangafodipir
after oxaliplatin. The first end point was the percentage of patients with grade 2 or
lower neuropathy at any time during or after oxaliplatin. Advanced oxidized protein
products (AOPP) were assayed in the plasma of mice and patients as markers of the
oxidative stress.

Findings In mice, mangafodipir totally prevented the onset of motor and sensitive
dysfunction, and of demyelinating lesions induced by oxaliplatin. Moreover, plasma
AOPP decreased after 4 weeks of mangafodipir.

In 77% patients treated with oxaliplatin and mangafodipir, the neuropathy was
improved or stabilized after 4 cycles. After eight cycles, the neuropathy was of grade
2 or less in six of seven patients.

Baseline plasma AOPP were lower in responders than in non-responders.

Interpretation Mangafodipir can prevent or cure the peripheral neuropathy induced
by oxaliplatin through its antioxidant properties.

Funding Université Paris Descartes, Ministéere de la Recherche et de
I'Enseignement Supérieur, Protexel SAS.
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Discussion

Cette étude montre que l'association du mangafodipir avec de l'oxaliplatine peut
prévenir la neurotoxicité induite par I'oxaliplatine dans un modéle murin mais également chez
les patients présentant une neuropathie de grade 2 ou plus, induite par 1’oxaliplatine. La
neurotoxicité sévere étant la principale cause d'arrét de 1'oxaliplatine [425, 457, 458], nos
résultats peuvent étre considérés comme une avancée majeure dans le traitement des patients

recevant une chimiothérapie a base d’oxaliplatine.

Tous les tests fonctionnels réalisés dans notre modele murin de neuropathie ont
confirmé que ce mimétique de SOD prévient efficacement l'apparition de troubles sensitifs
induits par I’oxaliplatine. Par ailleurs, nos analyses morphologiques ont révélé une diminution
du diametre des fibres nerveuses myélinisées lors d’un traitement par oxaliplatine.
L’implication des grandes fibres est une caractéristique bien connue de la neurotoxicité

induite par les sels de platine [449, 459-461].

Les souris traitées avec de l'oxaliplatine présentent une élévation des taux
plasmatiques d’AOPP probablement représentatifs de l'activité pro-oxydante de la drogue.
Comme le mangafodipir, le MnTBAP est un chélate de manganése pouvu d’une activité de
type SOD, mais il est dépourvu d’activité vitamine B6 [346]. Nous avons constaté dans notre
modele murin, que le MnTBAP peut empécher 1'hyperexcitabilité neuromusculaire tandis que
la vitamine B6 seule n'est pas efficace. Ces données sont conformes a celles publiées par Ang
et al. concernant la neuropathie périphérique traitée par les complexes de la vitamine B [453].
Par conséquent, nos résultats suggerent que le mangafodipir empéche la neuropathie induite
par 'oxaliplatine chez la souris par une diminution de la concentration des FRO grace a son

activité SOD, protégeant ainsi les gaines de my¢line des axones.
Compte tenu des résultats encourageants obtenus dans le modéle animal, un essai

clinique a été congu, visant a étudier 1’action du mangafodipir sur le statut redox des patients

traités par oxaliplatine et son effet curatif sur la neurotoxicité. Le mangafodipir a prouvé son
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efficacité dans la stabilisation voire l'amélioration de la neuropathie pour 77% des patients

recevant plus de quatre cycles de chimiothérapie a base d'oxaliplatine.

Notre étude met également en avant une augmentation significative du nombre de
polynucléaires neutrophiles lors du traitement par mangafodipir + oxaliplatine. Ce résultat
conforte des résultats précédemment obtenus par le laboratoire et par d’autres équipes, sur
I’effet protecteur du mangafodipir sur les cellules non tumorales [346, 347, 359, 360]. Il avait
d’ailleurs été mis en évidence que le mangafodipir pouvait protéger les cellules normales du
stress oxydant induit par 1'oxaliplatine [345] sans supprimer I'effet anticancéreux de la drogue

[182, 345].

Nous avons aussi montré dans cette étude que le taux plasmatique moyen des AOPP
était plus élevé chez les patients non répondeurs, ce qui suggere un niveau de stress oxydant
basal plus ¢élevé, qui pourrait expliquer une inefficacité du mangafodipir en raison d’une
exposition au produit insuffisante. Compte tenu des propriétés anti-oxydantes du
mangafodipir et de I’évaluation par un marqueur de FRO dans le sérum des patients (la
concentration plasmatique des AOPP), nos données plaident en faveur de I’utilisation des
AOPP comme un marqueur prédictif d’efficacité du mangafodipir dans la prévention de la

neuropathie induite par l'oxaliplatine.

En conclusion, le mangafodipir est actuellement le seul médicament qui, dans pres de
77% des cas, peut prévenir l'aggravation de la neuropathie induite par l'oxaliplatine et
permettre la poursuite de 1’utilisation de cette chimiothérapie. Par conséquent, le mangafodipir
devrait étre considéré comme une option thérapeutique, chez les patients présentant une
neuropathie induite par 1’oxaliplatine de grade 2 lorsque l'oxaliplatine reste efficace contre la

tumeur.
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Article 3 et 4. L’optimisation thérapeutique en oncologie avec le
développement d’une nouvelle classe pharmacologique de
modulateurs du stress oxydant, les organochalcogénes.

L’implication des FRO dans le métabolisme des cellules tumorales est majeure. La
plupart des médicaments anticancéreux ont une activité anti-tumorale résultant en partie de la
production d’une grande quantit¢ de FRO intracellulaires qui stimulent les voies de
signalisation pro-apoptotiques [462]. Plusieurs agents anticancéreux, tels que le 5-fluoro-
uracile [306], les sels de platine [463, 464], ’As,O3 [271], le paclitaxel [273], et les
anthracyclines [345] augmentent les niveaux intracellulaires de FRO. Les cellules tumorales
présentent un taux basal de FRO plus ¢élevé que les cellules normales et sont ainsi plus

sensibles au stress oxydant additionnel causé par les agents anticancéreux [463, 465].

Plusieurs stratégies utilisant la forte concentration intrinséque des FRO afin de cibler
sélectivement les tumeurs sans endommager les tissus sains ont été proposées. Les agents tels
que les quinones augmentent les niveaux de FRO dans la cellules [466]. Les mimétiques de la
SOD, comme par exemple le mangafodipir, présente une activité anti-tumorale a la fois seule
et en association avec des molécules de chimiothérapies [345]. Les catalyseurs a base de
chalcogene, en présence de niveaux élevés de FRO, ont une efficacité cytotoxique sur des

cellules tumorales in vitro [467-469].

Dans le cadre d’une collaboration européenne nous avons pu tester les effets de
nouveaux catalyseurs, les chalcogénes. Nous avons utilisé des organochalcogenes pour étudier
leurs effets sur des cellules tumorales provenant de cellules leucémiques myéloides (K562),
de carcinome colorectal (HT29), de cancer du poumon (A549), ou de cancer du sein (MCF7).
La toxicité des molécules a été comparée avec celle observée dans des cellules normales non
transformées d’endothélium humain (HUVEC) ou des fibroblastes (NIH 3T3). De plus, nous
avons ¢valué I’effet anti-tumoral de ces molécules en association a des molécules de

chimiothérapie.
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L’efficacit¢ de nouvelles molécules anticancéreuses par leurs effets sur le stress
oxydant nécessite la présence de catalyseurs qui augmentent les FRO intracellulaires a un
niveau létal pour la cellule tumorale [465]. Les composés qui contiennent des quinones et le
tellure sont cytotoxiques a de faibles concentrations [286]. Le composé LAB027 qui associe
un noyau quinone ainsi que deux atomes de tellure peut étre considéré comme le prototype

pro-oxydant des composés du tellure.

Les cellules cancéreuses du cblon sont trés sensibles au stress oxydant [1] et sont
actuellement traités par le 5-FU, l'oxaliplatine et de l'irinotécan, générateurs de stress oxydant
intracellulaire dans les cellules cancéreuses. Nous avons étudié l'activité anti-tumorale d’une
molécule appelée LAB027, un organotelluride, seule ou associée a 1'oxaliplatine. En raison du
potentiel thérapeutique de ce composé, une évaluation de son profil de toxicité a également

été réalisée.
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Principaux résultats

La synthése de 10 molécules appartenant a la famille des quinones-chalcogénes a été
réalisée par des équipes de chimistes du réseau Redcat. Les composés appelés 3 et 6
présentaient une activité anti-tumorale sur des cellules de tumeur colique (HT29), pulmonaire
(A549) et de cancer du sein (MCF7). La dose 1étale pour 50% des cellules (DL50) varie entre
0,3 et 0,625 uM pour le composé 6 dans toutes les lignées cellulaires de carcinome évaluées.
En revanche, la DL50 pour le composé 6 dans les deux lignées de cellules non transformées
(NIH 3T3 de fibroblastes ou des cellules endothéliales HUVEC) était supérieure a 1,25 uM.
Des résultats semblables ont été obtenus avec le composé 3 sauf pour les cellules du cancer du
colon HT29 qui étaient plus résistantes, avec une DL50 de 2,5 pM. Ces résultats nous ont
conduits a utiliser le composé 6 pour les tests de synergie avec des molécules de
chimiothérapie. L’association du composé 6 avec le 5-fluorouracile (5-FU) et 'irinotécan a été

réalisée in vitro sur une lignée de cancer colique humain (HT29).

L'irinotécan a 15 uM, le 5-FU a 200 puM, et le composé 6 a 2 uM en monothérapie
présentent un effet cytotoxique comparable. En association avec le composé 6, 1’efficacité
anti-tumorale de l'irinotécan augmente par rapport a 1’irinotecan seul. Un effet identique est
constaté avec le 5-FU. En revanche, le composé 6 ne potentialise pas les effets cytotoxiques
sur les cellules normales testées (NIH 3T3 et HUVEC). Ces données renforcent I’idée que les
modulateurs de FRO sont susceptibles de causer des 1ésions sur les cellules tumorales tout en

préservant les cellules non tumorales.

Le LABO027 appartient a la famille des organochalcogenes. In vitro, dans des lignées
murines de cancer colique (CT26) et humaine (HT29), le LAB027 induit de maniére dose
dépendante une augmentation de la production d’0O,” (CT26: P <0,05 avec 2 um de LAB027;
HT29: P <0,05 avec 1 uM de LABO027). Une augmentation dose dépendante de la production
de I’'H,O; a également été observée (CT26: P <0,05 avec 2 um de LAB027; HT29: P <0,05
avec 2 um de LABO027). L'incubation des fibroblastes NIH3T3 avec des quantités croissantes
de LAB027 n'a eu aucun effet sur la production d'O2” (P = NS). En revanche, l'incubation des
fibroblastes NIH3T3 avec des quantités croissantes de LAB027 a entrainé une augmentation

de la production de I’'H,O, (P <0,05 avec 1 uM de LAB027).
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In vitro, l'incubation des cellules HT29 ou CT26 avec des quantités croissantes de
LABO027 ne modifie pas significativement les activités SOD, catalase et glutathion réductase
par rapport aux cellules non traitées. En revanche, l'incubation de fibroblastes NIH 3T3 avec
des quantités croissantes de LAB027 stimule 1’activit¢ SOD (P <0,001 pour NIH 3T3 avec
4uM LABO027) et ’activité glutathion réductase (P <0,001 pour NIH 3T3 avec 4 u M

LABO027) par rapport a des cellules non traitées. De plus, aucun effet n’est observé sur

P’activité catalase.

L'incubation des cellules tumorales, HT29 ou CT26, ou normales, NIH 3T3 ou W138,
avec des quantités croissantes de LAB027 diminue leur taux de prolifération et leur viabilité.
Le LABO027 a des effets significativement plus cytostatique et cytotoxique dans les cellules
tumorales que dans les cellules non tumorales. L'incubation de BSO, un inhibiteur de gamma-
synthétase glutamylcystéine, avec le LAB027 épuise le GSH intracellulaire et augmente la
cytotoxicit¢ du LABO027 dans toutes les lignées cellulaires. En revanche, le blocage de la
catalase par un aminotriazole ou I’augmentation de ses niveaux intracellulaires par incubation
avec une PEG-catalase n'a aucun effet sur la survie ou la prolifération cellulaire quel que soit

le type cellulaire considéré.

Afin de clarifier le type de mort cellulaire, nous avons utilisé des marqueurs tels que
I’iodure de propidium (IP) et le YOPRO-1 sur les cellules HT29 traitées par du LAB027.
Apres une incubation de 24h avec 4 u M de LABO027, un processus nécrotique a été mis en
¢vidence dans les cellules HT29 avec 5% de cellules positives au YOPRO-1 seul et 33%
positives au IP et au YOPRO-1. Une analyse de la cinétique de la mort cellulaire entre 6 et 24
heures a montré que le LAB027 induit la mort cellulaire principalement par le biais d'un

processus nécrotique.

In vitro le LAB027 agit en synergie avec 1'oxaliplatine pour activer la production de
FRO. L’incubation des cellules avec l'oxaliplatine et le LAB027 induit une augmentation de la
production de H,O, de 323% pour les cellules CT26 et de 1215% pour les cellules HT29.
L’incubation de cellules CT26, HT29 ou NIH3T3 avec de l'oxaliplatine et du LAB027

n’influence pas la production de 1’O2" par rapport a I'oxaliplatine seule.
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L’incubation de I'oxaliplatine et du LAB027 avec le BSO qui épuise les cellules en
glutathion réduit, augmente de fagon significative le potentiel anti prolifératif de 'association
oxaliplatine + LABO027 dans toutes les lignées cellulaires (P <0,001). De plus, l'incubation
avec la NAC, un précurseur du glutathion, augmente de facon significative la prolifération

cellulaire (P <0,001 pour HT29 et CT26 et P <0,05 pour 3T3).

Afin de déterminer si le LAB027 peut inhiber la croissance tumorale in vivo, nous
avons traité des souris portant des tumeurs sous-cutanées (CT26) soit avec de l'oxaliplatine,
soit avec du LABO027, soit avec l'association de ces deux molécules. Les souris traitées avec
l'oxaliplatine seule ont développé des tumeurs significativement plus petites que les souris non
traitées. Le LABO027 inhibe la croissance tumorale lorsqu'il est administré seul.
L’administration du LAB027 amplifie 'effet anti-tumoral de 1'oxaliplatine. Afin de déterminer
si le systéme immunitaire joue un rdle dans les effets anti-tumoraux induits par le LAB027,
nous avons réalisé la méme expérience en utilisant des souris SCID immunodéficientes. Chez
les souris SCID portant les mémes tumeurs sous-cutanées (CT26), des résultats identiques ont
¢été obtenus, mettant en évidence I’absence de rdle du systéme immunitaire dans ’efficacité

anti-tumorale du LAB027.

In vivo, le LAB027 seul n'a pas induit de toxicité hématologique par rapport aux souris
témoins non traitées. L'administration de LAB027 en association avec de l'oxaliplatine
diminue significativement la toxicité hématologique de l'oxaliplatine. En effet, le nombre de
leucocytes périphériques (P = 0,027), des neutrophiles (P = 0,008) et des plaquettes (P =
0,035) est plus ¢élevé dans le sang des souris traitées avec du LAB027 et de 1'oxaliplatine que
dans le sang des souris traitées avec de l'oxaliplatine seule. L’infection bactérienne étant la
principale complication de la neutropénie, la sensibilit¢ des souris a I'inoculation
intrapéritonéale de E. coli a été testée aprés l'administration d'oxaliplatine seule ou en
association avec du LAB027. Quarante pour cent des souris témoins traitées avec du PBS ont
survécu 28 heures apres 1'inoculation d’E. coli. Aucun animal traité avec de I’oxaliplatine n’a
survécu plus de 22 heures apres 1’inoculation. En revanche, 55% des souris traitées avec de

l'oxaliplatine et du LAB027 ont survécu 28 heures apres 1’inoculation (P = 0,044).
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Discussion

Cette ¢étude montre pour la premiere fois I’efficacité anti-tumorale d’une nouvelle
classe thérapeutique de molécules, utilisée seule ou en association a de la chimiothérapie. Le
troisiéme article de ce rapport montre qu'il est possible de synthétiser des catalyseurs
d’oxydo-réduction destinés a moduler le niveau intracellulaire des FRO préférentiellement
dans les cellules cancéreuses. Ces composés contiennent des tellures qui sont utilisés pour la
premicre fois dans nos travaux et présentent un potentiel antitumoral majeur. L'activité
biologique de ces composés est liée a la modulation redox et permet 1’induction d’un
processus apoptotique et nécrotique dans les cellules tumorales. Le développement des
organotellurides souléve un grand nombre de questions qui doivent étre poursuivies dans le
futur. En effet, si cette nouvelle classe médicamenteuse semble prometteuse in vitro et in vivo
dans un modéle murin, une confirmation de I’inocuité de cette classe médicamenteuse et de

son efficacité anti-tumorale reste a valider chez ’homme.

Dans notre travail, nous avons étudié plus en détail Defficacité et I’éventuel
développement en oncologie dun des composés d’organotellurides, le catalyseur
organotelluride LAB027. Le 4°™ article de cette thése apporte une valeur préclinique au role
majeur que va pouvoir jouer le LAB027 seul ou en association avec l'oxaliplatine. Le

LABO027 pourrait donc étre la premiére molécule évaluée chez I’homme.

Des expériences antérieures ont montré que les modulateurs du stress oxydant peuvent
agir comme des molécules cytotoxiques in vitro [470]. In vitro, les cellules tumorales
présentent un niveau basal élevé de FRO qui est amplifié¢ par le LAB027 afin de générer un
burst oxydatif létal. L'explication la plus probable de cet effet d'amplification est une
association des FRO a la quinone et I'oxydation des thiols cellulaires catalysés par le tellure en
présence de I’H,O,. Ces réactions chimiques sont susceptibles d'augmenter le stress oxydant
dans les cellules tumorales [286]. En effet, dans ces cellules, les niveaux d'activité des
enzymes antioxydantes sont faibles et non modifiés par le LAB027. Dans les cellules
normales, les niveaux de base de l'activité des enzymes anti-oxydantes sont plus élevés et sont
encore augmentés par le LAB027, empéchant ainsi la mort cellulaire [463]. Cela explique

aussi les différences de toxicité du composé LAB027 dans les cellules tumorales et normales.
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Le LABO027 induit un stress oxydant qui est amplifi¢ par le stress oxydant préexistant
dans les cellules tumorales. L’H,0; et ’0O,” jouent un rdle clé dans la mort induite par le
LABO027 car la N-acétylcystéine, ou le mimétique de la SOD, MnTBAP, diminuent de
manicre significative la toxicit¢ du LAB027. L'incubation de LAB027 avec le BSO, un
inhibiteur de la gamma-glutamylcystéine synthétase qui épuise les cellules en glutathion
réduit, augmente la cytotoxicité du LAB027 dans toutes les lignées cellulaires. Les inhibiteurs
de catalase n’ayant aucun effet sur la production et la toxicité des FRO, ces résultats indiquent
la toxicité du LAB027 est contrdlée par la voie du glutathion plutét que par la voie de la

catalase.

L'augmentation des effets antiprolifératifs de 1'oxaliplatine sur les cellules du cancer du
colon lorsqu'elle est associée au LABO027, est liée a l'augmentation de la concentration
intracellulaire de H>O,. En raison de son réle dans la détoxification de H,O,, la voie du
glutathion représente une composante majeure de la défense cellulaire contre les drogues
cytotoxiques comme l'oxaliplatine. Nos données confirment que l'oxaliplatine exerce ses
effets anti-tumoraux, au moins en partie par l'induction d'un stress oxydant, et mettent l'accent
sur le role du glutathion réduit dans le controle de la cytotoxicité induite par I’oxaliplatine

[98].

Nous avons déja observé que le mangafodipir comme le LAB027 empéche la toxicité
hématologique de 1'oxaliplatine et renforce son activité anti-tumorale contre le cancer du
cblon a la fois in vitro et in vivo [345]. Le mangafodipir induit une surproduction de H,O; par
la dismutation de l'anion superoxyde, mais diminue la toxicit¢ de I’H,O, dans les cellules
normales grace a son activité glutathion réductase. Le mangafodipir et le LAB027 augmentent
l'index thérapeutique de l'oxaliplatine in vitro et in vivo, et préviennent la toxicité
hématologique et la mort des animaux injectés avec une concentration 1étale de bactéries [345,

471].
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Notre travail a permis de mettre en évidence I’intérét thérapeutique potentiel des
modulateurs du stress oxydant seuls ou en association avec des cytotoxiques anti-tumoraux.
Nous avons d’abord confirmé I’effet majeur des FRO dans D’activité anti-tumorale. Cette
induction d’un stress oxydant a également ét¢ mise en évidence avec les inhibiteurs de
tyrosine kinases. Le sorafenib, un inhibiteur de tyrosine kinases, nous a permis d’identifier les
AOPP comme marqueur précoce d’efficacité de ce traitement. Ces résultats doivent étre
confirmés lors d’un essai prospectif randomisé pour pouvoir a I’avenir surveiller I’efficacité

du sorafenib par ce marqueur sérique de stress oxydant.

Nous avons montré que les cellules tumorales sont soumises a un stress oxydant
intense, proche du seuil toxique, les rendant plus sensibles que les cellules normales a des
composés capables d’augmenter la concentration intracellulaire de peroxyde d’hydrogene. Un
mimétique de la SOD, le mangafodipir, augmente I’effet anti-tumoral de la chimiothérapie a
base d’oxaliplatine et diminue la neurotoxicité induite. Cet effet pharmaco protecteur du
mangafodipir passe par une diminution du burst oxydatif au niveau des gaines de myéline
préservant I’atteinte axonale et les canaux potassiques. Cet effet pharmaco protecteur a pu étre
confirmé chez I’homme permettant de poursuivre le traitement par 1’oxaliplatine et
d’améliorer la neurotoxicité dans une partie des cas. Le mangafodipir apparait comme une
molécule non toxique avec un effet anti-tumoral identifié¢ et une activité pharmacoprotectrice.
Ces résultats permettent d’envisager un développement en oncologie de cette molécule

comme traitement en association a la chimiothérapie.

Nous avons finalement cherché a potentialiser 1’effet anti-tumoral de cytotoxiques en
développantune nouvelle classe médicamenteuse, les organotellurides. Ces modulateurs du
stress oxydant apparaissent comme une classe thérapeutique prometteuse avec une efficacité
anti-tumorale en monothérapie et un effet cumulatif avec les molécules de chimiothérapie
couramment utilisées comme le 5-fluoro uracile, I’irinotecan et 1’oxaliplatine. Dans tous les
cas, ces molécules ont des effets notoires sur les cellules tumorales contrairement a ce qui est

observé dans les cellules normales, faisant envisager un effet pharmaco-protecteur de cette
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classe thérapeutique. Ces résultats encourageants, principalement avec le LAB027, méritent

une confirmation chez ’homme.
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ANNEXE

Notre travail sur les mimétiques de la SOD, et notamment sur le mangafodipir nous a
permis de mettre en évidence 1’intérét thérapeutique des modulateurs du stress oxydant en
oncologie et leur effet pharmacoprotecteur. En parallele de ce travail sur I’optimisation
thérapeutique en oncologie, nous avons également évalué 1’effet protecteur du mangafodipir

sur des hépatocytes lors du stress induit par les phénomeénes d’ischémie reperfusion.

La perte sanguine et les transfusions au cours de la résection hépatique ont un impact
délétere sur les résultats a court et a long terme. Lors d’une hépatectomie, le saignement per-
opératoire est prévenu par un clampage du pédicule hépatique. Ce clampage vasculaire
engendre un mécanisme d’ischémie-reperfusion (I / R). Deux stratégies chirurgicales ont été
développées afin de minimiser les Iésions induites par 1’ischémie et la reperfusion: un
clampage intermittent (IC) avec des courtes périodes régulicres de reperfusion. L'alternative a
I'IC est le pré-conditionnement a 1’ischémie (IP) qui consiste en une bréve période de

reperfusion avant I’ischémie prolongée.

Des études sur des modéles animaux des phénomenes d'ischémie-reperfusion ont
suggéré qu’une pharmaco-protection peut étre réalisée par une diminution du niveau de stress
oxydant. Les FRO ont ¢été identifiées comme des molécules entrainant source de 1ésions

cellulaires apres la reperfusion post ischémie hépatique.

Parce que le stress oxydant joue un réle important dans les 1ésions d’I / R, nous avons
émis I'hypotheése que I'administration d'une molécule modulatrice du stress oxydant pourrait
présenter un intérét thérapeutique. Par conséquent, nous avons choisi pour confirmer cette
hypothese de tester le mangafodipir, qui est dot¢é comme nous ’avons vu plus haut d’une
activit¢ SOD, catalase et glutathion réductase. Le but de notre étude était de déterminer
l'activité thérapeutique du mangafodipir dans un modele murin de 1ésions hépatiques induites

lors de I’/ R et de le comparer aux Iésions constatées lors du IC et de I’'IP.

196



Annexe

Grace a ce modele murin, nous avons mis en évidence que le mangafodipir est efficacé
en prévention des Iésions induites au cours de la chirurgie hépatique lors de l'ischémie-
reperfusion. Enfin, par rapport au clampage intermittent, il réduit les pertes sanguines et la

durée de la chirurgie.
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