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Liste des abréviations

5-FU : 5-fluoro-uracile

AMP : Adénosine monophosphate

AMPK : Protéine kinase activée par 'AMP

ATC : Aspartate carbamoyltransférase

BFC : Bioactive Food Component / Molécule bioactive issue de I'alimentation
CA19-9 : Antigéne carcinoembryonnaire 19-9

CART : Chimeric Antigen Receptor Modified T Cells

CIMP : CpG island methylator phenotype

CPS : Carbamoyl phosphate synthétase

CPS1 : Carbamoyl phosphate synthase 1

CRC : Cancer colorectal

CTPS : CTP synthase

DHO : Dihydroorotate

DHODH : Dihydroorotate déshydrogénase

DL50 : Dose létale 50

DMEM : Dulbecco's Modified Eagles Medium

EGFR : Récepteur du facteur de croissance épidermique

EMT : Transition épithélio-mésenchymateuse

FAP : Polypose adénomateuse familiale

GM-CSF : Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
GVAX : Cellules pancréatiques allogéniques sécrétantes de GM-CSF
HNFla : Facteur hépatique nucléaire 1 alpha

HNPCC : Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer / Cancer colorectal héréditaire sans polypose
HR : Hazard Ratio

IC : Intervalle de confiance

IC50 : Concentration inhibitrice 50

IP : Intra-péritonéal

JPS : Juveline polyposis syndrome / Syndrome de polypose juvénile
LAM : leucémie aigué myéloide

LKB1 : Liver Kinase B1

LLC : Leucémie lymphoide chronique

MAPK : Mitogen-activated protein kinases

MMR : MisMatch Repair



MSI : Microsatellite instability / instabilité microsatellitaire
MSS : Microsatellite stability / stabilité microsatellitaire
NFS : Numération formule sanguine

NHEJ : Non homologous End Joining

NMPI : Néoplasmes mucineux papillaires intraductaux
NSCLC : Cancer du poumon non a petites cellules
PanIN : Néoplasies intraépithéliales pancréatiques
PARPI : Inhibiteur de PARP

PDAC : Pancreatic ductal adenocarcinoma / adénocarcinome canalaire du pancréas
PDX : Xénogreffes dérivées de patients

PFA : Paraformaldéhyde

PFAS : Phosphoribosyl formylglycinamidine synthase
PIK3 : Phosphatidylinositol-3-kinase

PKC : Protéine kinase C

PKM2 : Pyruvate kinase musculaire 2

PRPP : Phosphoribosylpyrophosphate

R5P : Ribose-5-phosphate

RE : Réticulum endoplasmique

Rl : Rayonnement ionisant

ROS : Espéces réactives de I'oxygene

RPIA : Ribose 5-phosphate isomérase A

RPMI : Roswell Park Memorial Institute medium

S6K1 : S6 kinase 1

SCNA : somatic copy number alteration / Altération somatique du nombre de copies
SEP : Sclérose en plaques

SHH : Sonic HedgeHog

STK11 : Serine thréonine kinase 11

SVF : Sérum de veau foetal

UDP-GIcA : UDP-acide glucuronique

UGT : UDP-glucuronosyltransférase

UMP : Uridine monophosphate

UMPS : Uridine monophosphate synthase
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Obijectifs de la these

L'incidence des cancers est en constante augmentation depuis de nombreuses années au
niveau international [1]. Cette évolution est liée a I'augmentation et au vieillissement de la
population ainsi qu’au développement des capacités de diagnostic et de dépistage, mais elle
résulte également d’expositions accrues a des facteurs de risques comportementaux ou
environnementaux. Parmi eux, la nutrition est maintenant largement reconnue comme un
facteur influencant le risque oncogénique [2]. La consommation importante de viande est par
exemple un facteur de risque avéré de développer un cancer [3]. Au contraire, une
alimentation riche en fruits et [égumes associée a une activité physique réguliere constitue un
facteur protecteur [4]. Dans ce contexte, le domaine d’étude des nutriments bioactifs de
I’alimentation (BFCs, Bioactive Food Components) qui pourraient exercer un effet préventif
ou thérapeutique vis-a-vis des cancers est en plein essor depuis plus d’une quinzaine
d’années. Ces molécules sont nombreuses (de I'ordre de 25000) et plusieurs d’entre elles ont
montré des actions anti-inflammatoires, antioxydantes et antiprolifératives, laissant espérer

des applications potentielles pour la prévention ou le traitement des cancers [2].

Les objectifs de ce travail de thése sont doubles. Une premiéere partie a visé a explorer le
potentiel radiosensibilisant de BFCs et d’identifier les mécanismes directement ou
indirectement impliqués, dans des modeles de tumeurs pancréatique et colorectale. Basé sur
des résultats obtenus par I'’équipe montrant une chimiosensibilisation par des BFCs d’un
modele de tumeur du pancréas, un premier travail a évalué I'action combinée de BFCs pour
la radiosensibilisation de I'adénocarcinome pancréatique. En effet, les BFCs étant capables
d’induire la production d’espéces réactives de I'oxygene (ROS) au sein des cellules tumorales,
leur association aux radiations ionisantes pouvaient amplifier les dégats générés et ainsi
augmenter |'efficacité du traitement. Ce premier travail s’inscrivait dans le projet de thése de
la Professeure Véronique Vendrely et a donné lieu a la publication d’un article dont je suis
deuxieme auteur. La radiothérapie faisant partie de la prise en charge courante des cancers
colorectaux, nous avons étendu cette approche a un modele de tumeur colorectale. La phase

in vitro de ce projet ainsi qu’une premiere phase d’expérimentation concluante sur un modele



murin de xénogreffes sous-cutanées sont terminées. Une seconde phase d’expérimentation
in vivo est en cours et met cette fois en jeu un modele de greffe rectale orthotopique. Ce
travail devrait faire prochainement |'objet d’une publication. En outre, nous avons rédigé un
article de revue de la littérature, que je signe en 1°" auteur, qui montre la pertinence d’une

application de la stratégie BFC dans les tumeurs colorectales.

La seconde partie de ce projet a visé a comprendre |'effet différentiel des BFCs qui atteignent
les cellules tumorales et épargnent les cellules saines. L'équipe travaille depuis plusieurs
années sur 'intérét des BFCs en cancérologie et notamment du resvératrol, un polyphénol
naturellement présent dans la vigne et le raisin. De maniére intéressante, I'action cytotoxique
du resvératrol était constamment supérieure sur les cellules tumorales en comparaison de
cellules non-tumorales du méme tissu, et cela quel que soit le modéle tumoral testé. Nous
avons exploré diverses fonctions cellulaires, plus particulierement la métabolisation du
resvératrol et son impact métabolique dans des cellules tumorales et non-tumorales. Ce
travail, réalisé en collaboration avec l'institut des Sciences de la Vigne et du Vin (ISVV) et la
plateforme métabolomique de Bordeaux (SAM), aborde notamment des aspects
pharmacogénétiques et métaboliques appliqués a I'oncologie. Il fait I'objet d’un article signé

en 1°" auteur soumis dans Cancer Letters.
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| - Introduction

| — A Le cancer colorectal

| —A - 1 Epidémiologie

Le cancer colorectal (CRC) représente environ 10% des diagnostics de cancer chaque année
au niveau mondial [5,6]. C'est le troisieme cancer le plus fréquent chez I'homme et le
deuxiéme chez la femme. On dénombre plus de 1,9 million de nouveaux cas en 2020 [7,8]. Il
représente la seconde cause de déces par cancer et son incidence et sa mortalité sont environ
25% plus faibles chez les femmes que chez les hommes. Ces taux varient également d'un point
de vue géographique, les taux les plus élevés étant observés dans les pays les plus développés
(Figure 1). Faisant partie intégrante du mode de vie occidental, I'obésité, la sédentarité, la
consommation de viande rouge, I'alcool et le tabac sont considérés comme les facteurs de
risque majeurs responsables de I'augmentation de lincidence du CRC [9,7,10,6,8]. Les
estimations prévoient une augmentation de son incidence a 2,5 millions de nouveaux cas par
an d’ici 2035, notamment grace aux progres diagnostiques des pays en développement [7,5].
On observe cependant une tendance a la stabilisation dans certains pays développés,
expliquée pour partie par la mise en place de programmes de dépistage nationaux. Il est
également possible que les changements de mode de vie et de régime alimentaire puissent y

contribuer [11].
De multiples facteurs sont impliqués dans le développement du CRC (Figure 2). Comme

abordé précédemment, le mode de vie dit « occidental » favorise le développement du CRC.

Il inclut généralement :
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Figure 1: Taux d’incidence et de mortalité standardisés du cancer colorectal pour les 2
sexes en 2020, par 100 000 individus. (Adapté d’aprés Sawicki & al., Cancers, 2021).

e L’inactivité physique : On estime un risque accru jusqu’a 50% de développer un CRC
pour les personnes physiquement inactives en comparaison des personnes exergant

une activité physique réguliere [12,13].

e Letabac: Les fumeurs de cigarettes ont un risque 2 a 3 fois plus élevé de développer
un CRC que les non-fumeurs. Ce risque augmente avec la dose et la durée d'exposition
[14]. En outre, on considere que le tabagisme est responsable de 12% des déces par

CRC [15].
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e L’alcool : La consommation d'alcool est I'un des principaux facteurs contribuant au
développement du CRC. On estime que la consommation de 2 a 3 verres d’alcool par
jour augmente le risque de CRC d'environ environ 20%, tandis que la consommation
de plus de trois verres augmente ce risque d'environ 40% [12,16]. Les personnes
consommant plus de 4 verres par jour augmentent leur risque de développer un CRC

jusqu'a 52% [17].

e Viande rouge : La consommation réguliere de viande rouge et de viande transformée
est un autre facteur de risque pour le développement du CRC [18,16]. Le risque de CRC
peut augmenter d'environ 17% pour chaque portion de 100 grammes de viande et
d'environ 18% pour chaque portion de 50 grammes de viande transformée

consommée quotidiennement [19-21]

e Fibres, fruits et [égumes : Une consommation élevée de fibres alimentaires constitue
un facteur protecteur de développement du CRC. On estime qu’elle pourrait réduire
de 50% le risque de développement du CRC [22]. Les résultats de plusieurs études ont
également montré qu'une consommation élevée de fruits et légumes est liée a un
risque jusqu’a 50% plus faible de développer un CRC [12,13,18]. Cependant, les
conclusions des études épidémiologiques a ce sujet ne sont pas unanimes quant aux
effets protecteurs des fibres sur le CRC et le mécanisme précis sous-jacent n'a pas été
clairement établi. Malgré cela, il est recommandé de consommer au moins 20-30g de
fibres par jour [15,18,23]. Les fruits et les |égumes sont a privilégier car ils constituent
d'excellentes sources de fibres mais également d’un grand nombre de composés
bioactifs aux propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, tels que les vitamines,

les minéraux et les stérols végétaux.

Outre les facteurs liés au mode de vie, Il a été démontré que les personnes ayant un

antécédent de cancer, de polype du c6lon, de maladie intestinale inflammatoire, de diabéte

sucré ou de cholécystectomie présentent un risque accru de développer un CRC. Le microbiote
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intestinal, I'age, le sexe, la race et le statut socio-économique sont également connus pour

influencer le risque de CRC.

Facteurs de risque
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Figure 2 : Principaux facteurs de risques associés au cancer colorectal.
(Adapté d’aprés Sawicki & al., Cancers, 2021).

| —A - 2 Caractéristiques biologiques

a — Origine et développement

Trois grands types de CRC peuvent étre distingués en fonction de leurs origines et

caractéristiques moléculaires :
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Les formes sporadiques constituent un groupe de tumeurs dont le développement est
indépendant de facteurs génétiques de prédisposition. Ces formes représentent la grande
majorité des CRC (environ 70%) [24]. Le développement des formes sporadiques est basé
sur un modele d’instabilité chromosomique et implique la survenue successives
d’altérations génétiques pro-oncogéniques (Figure 3), aboutissant a terme au

développement de formes tumorales invasives et métastatiques.

e Les formes familiales, pour lesquelles aucune anomalie génétique associée n'a encore
été identifiée, constituent environ 20% des cas. Le risque de développer ce type de
tumeur est plus élevé lorsque des membres de la famille de premier degré ont
développé un CRC sporadique. Ce risque familial résulte d'une susceptibilité

héréditaire partielle [25].

e Les formes héréditaires avec deux variantes tumorales qui se distinguent selon la
présence ou non de polypes adénomateux. On distingue d’une part la polypose
adénomateuse familiale (FAP), associée a la présence de polypes intestinaux et a
environ 1% des cas de CRC, et le syndrome héréditaire de CRC non associé a des
polypes (Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer / HNPCC) ou syndrome de Lynch,

comptant pour environ 5% des cas de CRC [26,27].

o Les patients FAP présentent de multiples polypes digestifs qui, en I'absence de
chirurgie préventive, peuvent évoluer vers un caractére malin a un age moyen de
40 ans [28]. Des mutations inactivatrices constitutionnelles du géne APC sont a
I'origine de cette pathologie [29]. Les mutations perte de fonction d’APC étant
considérées comme un évenement oncogénique précoce voire initial, la présence
de cette mutation au niveau germinal accélére de maniére majeure le processus
d’oncogenese colorectal.

o Le syndrome HNPCC, aussi appelé syndrome de Lynch, associe, outre le
développement de tumeurs colorectales a un age jeune, une prédisposition a la

survenue d’autres types de cancer [30]. Son développement, révélé par une
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instabilité microsatellitaire (MSI), est associé a des mutations constitutionnelles
d’un des 4 genes codant pour les facteurs protéiques impliqués dans le processus
MMR (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6). La défaillance du systtme MMR aboutira a

terme a I'accumulation de mutations ponctuelles dont certaines promouvront

7 by
I'oncogeneése.
Mugqueuse Polype o . )
colorectale Crypte adénomateux ENIme Carcinome Hmeur Métastases
dysplasique large invasive distantes

normale bénin

Mutation perte de fonction de APC Mutation oncogénique de KRAS

v

Mutation perte de fonction de TP53

Hyperméthylation du promoteur de MLH1

Figure 3 : Modéle classique "adénome-carcinome-métastase" de développement du cancer
colorectal. (Adapté d’apres Li & al., Genes & Development, 2021).

b — Profil mutationnel

Les caractéristiques génétiques et moléculaires du CRC sont donc étroitement liées a son type
de développement. La majorité des tumeurs colorectales sporadiques (85%) présentent une
instabilité génétique de type chromosomique, issue de I'apparition séquentielle de mutations
oncogéniques combinant des mutations inactivatrices de génes suppresseurs de tumeurs et

des mutations activatrices d’oncogenes.

Les mutations perte de fonction de génes suppresseurs de tumeurs concernent
majoritairement les genes APC, TP53 et ceux de la voie TGFB. Les altérations du gene APC
constituent les anomalies les plus fréquentes des CRC sporadiques (80%) [31-33]. TP53 est
muté dans 1 cas sur 2, fréquence similaire a ce qui est généralement observée dans les
cancers. L'inactivation du gene TP53 coincide souvent avec la transformation maligne des

adénomes [31,32], sans pour autant avoir de signification pronostique au niveau clinique [32].
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La voie de signalisation TGFB a un réle suppresseur de tumeur essentiel, notamment via une
inhibition de la prolifération cellulaire et une induction de I'apoptose [34]. Des mutations des
genes codant pour les récepteurs au TGFP (TGFBR1 et TGFBR2) ou pour les effecteurs d’aval
SMAD (SMAD2 et SMAD4) sont fréquemment retrouvées [32]. Les mutations de TGFBR1 et
TGFBR2 sont associées a des tumeurs présentant une instabilité microsatellitaire [31,32]. La
perte de fonction de SMAD4 est quand t'a elle associée a la transformation maligne de la

tumeur colorectale.

Les mutations oncogéniques sont trouvées principalement dans des genes impliqués dans la
voie de signalisation des Mitogen activated protein kinases (MAPK) et de la voie de la
phosphatidylinositol 3-kinase (PIK3) [31,32,35]. Le récepteur a I'Epidermal Growth Factor
(EGFR) est un facteur activateur initial de la voie des MAPK. Son activation déclenche une
cascade intracellulaire de phosphorylation par l'intermédiaire d'effecteurs RAS et BRAF,
amplifié via les MAPK, et aboutissant a une activation de la prolifération et de la survie
cellulaire [32]. Une mutation activatrice de KRAS est identifiée dans environ 50 % des CRC
sporadiques [35]. La concordance quasi-compléte des statuts mutationnels de KRAS entre la
tumeur primaire et les métastases laisse penser que ces mutations constituent un évenement
précoce de la séquence oncogénique [35]. Le statut mutationnel KRAS des CRC métastatiques
présente un intérét théranostique puisqu’il prédit la résistance de la tumeur aux thérapies
ciblées inhibitrices de 'EGFR et notamment au cetuximab [36]. Les mutations de BRAF sont
également retrouvées a moindre fréquence dans environ 10% des cas de CRC [37]. Elles
conferent un pronostic clinique péjoratif ainsi qu’une résistance aux traitements par thérapie
ciblée anti-EGFR [37-39]. Enfin, des mutations activatrices du gene PIK3CA sont présentes
dans environ 15 a 20 % des CRC. L’activation de la voie PIK3 génére une augmentation de la
synthése de prostaglandine E2 et inhibe le phénoméne d’apoptose [40]. Le statut mutationnel
PIK3CA est également un marqueur théranostique, des thérapies ciblées anti-PIK3 étant

actuellement en développement.
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c — Instabilité microsatellitaire

L'instabilité de type microsatellitaire, liée a une déficience du systeme MMR, est retrouvée
dans 15% des cas sporadiques mais également dans les tumeurs colorectales liées a un
syndrome de Lynch. Les microsatellites sont des répétitions mononucléotidiques ou
dinucléotidiques qui se trouvent dans tout le génome. Leur nature répétitive les rend
vulnérables aux erreurs de réplication de 'ADN [32]. Le mécanisme de tumorigénése lié a
I'instabilité microsatellitaire implique I'inactivation des génes du systéme MMR par mutation
somatique ou méthylation aberrante du promoteur [32]. Cette perte de fonction du systéme
MMR et l'incapacité qui en résulte pour la cellule de réparer les mésappariements dans les
séquences répétitives de nucléotides aboutit a des modifications de taille des microsatellites
[31]. De maniére similaire, des mutations géniques de séquences répétées codantes peuvent

survenir et présenter un caractére pro-oncogénique.

Les mutations germinales des génes MMR sont responsables du syndrome de Lynch ou
HNPCC, de transmission autosomique dominante et qui entraine un risque accru de
développer un CRC d'environ 80% [31,41]. La majorité des mutations sont présentes sur les
génes MLH1 et MSH2 et a une fréquence moindre sur les génes PMS2 et MSH6 [41]. On
observe alors une accélération de la séquence oncogénique du CRC avec un diagnostic médian
effectué vers I'age de 45 ans [31,27]. Le développement de tumeurs extra-coliques est

également fréquent, en particulier de cancers de I'endometre et de I'ovaire [33].

La méthylation aberrante de I'ADN constitue un autre mécanisme d’origine somatique
d'extinction des génes du systeme MMR [31]. L'hyperméthylation des promoteurs de genes,
contenant des flots CpG, est connue sous le nom de phénotype de méthylation des ilots CpG
(CIMP) [32]. On retrouve une instabilité microsatellitaire liée a une hyperméthylation du

promoteur de MLH1 dans environ 15% des cas de CRC d’origine sporadique [31].
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d — Classification moléculaire

En 2014, sur la base de profils d’expression de génes, 4 sous-types moléculaires consensus

(CMS) de CRC ont été définis [42]. Les génes ou voies de signalisation impliqués sont uniques

a chaque sous-type. Les sous-types précisent le statut MSI, la présence de mutation KRAS ou

BRAF ou encore la localisation anatomique de la tumeur. A noter que 20% des cas de CRC

n‘appartiennent a aucun sous-type. Cette classification CMS est actuellement explorée

comme marqueur pronostique ou prédictif. La figure 4 résume les 4 sous-types CMS ainsi que

leurs principales caractéristiques.

Groupe CMS-1 (MSI, Immun) : il représente 13 % des cas de CRC et se définit par des
tumeurs MSI positives (MSI high) associées a une infiltration immune importante. Ces
tumeurs présentent le plus souvent un phénotype CIMP élevé et sont mutées BRAF.
Leur localisation anatomique est de préférence sur le colon droit. Elles présentent un
bon pronostic en I'absence de métastase. Celui-ci est par contre mauvais si la tumeur

est au stade métastatique.

Groupe CMS-2 (Canonique) : compte pour environ 35 % des CRC. Les tumeurs sont
classiquement sur le colon gauche et localisées. Elles ne présentent pas d’instabilité
des microsatellites (MSS). On observe des taux de mutations somatiques élevés (SCNA
high) avec une surexpression de I'EGFR. Des activations de la voie Wnt sont également

fréquentes. Le pronostic est intermédiaire.

Groupe CMS-3 (Métabolique) : ce groupe comprend 11 % des CRC. Les tumeurs sont
de phénotype épithélial et MSS dans la majorité des cas. On retrouve une fréquence
élevée des mutations RAS. La fréguence de mutations somatiques est faible (SCNA
low). Le site anatomique est réparti de maniére homogene entre le célon droit et

gauche. Leur pronostic est intermédiaire.
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e Groupe CMS-4 (Mésenchymateux) : représente 20 % des CRC. Ce sous-type est
caractérisé par de nombreuses altérations somatiques (SCNA high) et d’une activation
des voies du TGFR et de I'angiogenése. Les tumeurs sont le plus souvent MSI et se
situent préférentiellement sur le c6lon gauche. Leur pronostic est mauvais en situation

métastatique.

G CMS CMS1 CMS2 CMS3 CMSs4
roupe . . . .
P MSI Immun Canonique Meétabolique Mésenchymateux
Phénotype MSl, CIMP et SCNA SCNA élevé StatutsMSUmixtes, SCNA élevé
élevés SCNA éleve, CIMP bas
Mutations [ Mutations BRAF Mutations KRAS ]
Caractéristiques Infiltration et Activation de la Dérégulation Inﬁl?rat'.on il
diverses A f ) R activation TGFR et
activation immune voie Wnt métabolique angiogenése
PronOStiC Mauvais pronostic sur la survie Mauvais pronostic sur la survie sans
globale aprés rechute progression et la survie globale

Figure 4 : Classification CMS et corrélation phénotypique.
(Adapté d’apres Guinney & al., Nature Medecine, 2015).
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| — A - 3 Diagnostic

a - Présentation clinique

Les patients atteints de CRC peuvent présenter un large éventail de signes cliniques et de
symptoémes tels qu'un saignement rectal, un changement dans les habitudes intestinales, une
anémie ou encore des douleurs abdominales. Cependant, le CRC est dans la plupart des cas
une maladie asymptomatique jusqu'a un stade avancé. Le saignement rectal en revanche est
un symptdme courant, pouvant déja étre présent a des stades précoces bénins du
développement du CRC.

Son apparition doit inciter a effectuer une coloscopie chez les personnes agées de 45 ans ou
plus. Chez les patients plus jeunes, des facteurs supplémentaires sont utilisés pour identifier
les personnes présentant un risque plus élevé de développer un CRC. On peut citer par
exemple des antécédents familiaux de CRC, une modification des habitudes intestinales ou

encore une perte de poids inexpliquée [43].

b - Endoscopie

La coloscopie est la méthode de choix pour le diagnostic du CRC. L'identification par coloscopie
des lésions avancées est relativement simple, mais les cancers colorectaux précoces peuvent
apparaitre sous la forme de lésions peu distinctives. Pour étre détectées, ces lésions
nécessitent une inspection soigneuse et compléte de la muqueuse et une préparation

intestinale optimale.

c- Imagerie

Le coloscanner est utilisé comme méthode d'imagerie complémentaire pour le diagnostic des

polypes et du CRC, par exemple en cas de coloscopie incompléte ou non contributive.

Cependant, ces méthodes d'imagerie sont surtout utilisées pour établir la stadification

tumorale de maniere précise, au niveau locorégional et a distance. Dans le cas du cancer du
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rectum, la stadification locorégionale est systématiquement réalisée par IRM et guide les

décisions thérapeutiques [44].

La stadification locorégionale pour le cancer du célon est devenue essentielle car le traitement
néoadjuvant systémique peut permettre une réduction des tumeurs localement avancées. Les

coloscanners sont couramment utilisés dans ce but, bien que leur précision soit limitée [45].

d — Analyses pathologiques

L'analyse histologique demeure la base de la classification pathologique (pTNM) du CRC et de
la prise en charge qui en résulte. Outre la classification pTNM classique, le sous-type
histologique et I'évaluation de l'invasion lymphatique, périneurale et veineuse, l'intérét de
nouveaux marqueurs tumoraux tels que la détermination du statut MMR et I'immunoscore
est de plus en plus reconnu [46—-48]. En particulier, le test MSI est a mettre en ceuvre non
seulement pour l'identification des cas de CRC liés a un syndrome de Lynch mais aussi dans le
but d’adapter le traitement du patient. Les cas de CRC métastatiques MSI positifs peuvent par
exemple bénéficier depuis récemment d’un traitement par immunothérapie en premiére
ligne [46]. Ce test MSI est effectué en premiére intention par technique immunohistochimique

et peut étre confirmé par une analyse moléculaire [49].

e — Analyses biologiques

La réalisation d’'une numération formule sanguine (NFS) et la quantification sérique de
I'antigene carcinoembryonnaire (ACE) constituent les 2 examens biologiques recommandés
lors du diagnostic de CRC [50]. Une concentration élevée d’ACE au diagnostic est associée a
un pronostic défavorable, et I'absence de normalisation des concentrations dans la phase

postopératoire peuvent indiquer une maladie résiduelle.

Les analyses moléculaires regroupent le test MSI et la détermination des statuts mutationnels

des genes KRAS, NRAS et BRAF. Outre leur caractere pronostique, la présence d’'une mutation
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activatrice d’un de ces 3 génes empéchera la mise en place d’un traitement combiné d’une
chimiothérapie et de la thérapie ciblée anti-EGFR (cetuximab) [51-53]. En absence de matériel
tumoral exploitable, cette analyse peut également étre réalisée sur I’ADN circulant grace a

une simple prise de sang [54].

| —A -4 Prise en charge et traitements

a - Traitement endoscopique

La mise en place de programmes de dépistage nationaux a permis l'identification d’un plus
grand nombre de tumeurs précoces. Lors du diagnostic, les polypes malins peuvent étre
réséqués par endoscopie, permettant ainsi une évaluation précise des caractéristiques
pouvant faire évoquer un risque élevé de transformation maligne (profondeur de l'invasion
de la sous-muqueuse, différenciation, invasion et bourgeonnement tumoral) ainsi qu’une
analyse des marges profondes et latérales par le pathologiste. La décision d'une chirurgie
adjuvante avec lymphadénectomie mésentérique sera prise en fonction de I'estimation du
risque oncologique et du risque opératoire. Si une résection endoscopique est mise en ceuvre,
le choix de la technique de résection sera fait principalement en fonction de la taille tumorale,
de I'aspect de la Iésion a I'endoscopie et du degré d’envahissement superficiel de la sous-
mugqueuse [55,55,56]. Ce type d’acte nécessite des compétences techniques importantes et
doit étre réalisé dans des centres experts [57,58]. Plusieurs études ont suggéré que I'ablation

endoscopique est a la fois plus slire et moins co(iteuse que la chirurgie [59,60].

b - Chirurgie

La chirurgie est la pierre angulaire du traitement du CRC a visée curative. La qualité de la
résection est cruciale et peut étre évaluée a l'aide de paramétres objectifs. La chirurgie du CRC
a été optimisée par l'utilisation d'une dissection nette dans l'interface mésofasciale, selon le
principe de I'excision mésocolique compléte. Un sujet encore controversé est I'étendue de la

lymphadénectomie, car aucune preuve ne démontre l'impact bénéfique d'une dissection
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extensive par rapport a une dissection plus limitée sur le résultat oncologique alors que cela
pourrait augmenter la morbidité [61]. La chirurgie par laparoscopie est devenue la technique
standard pour le cancer du colon dans de nombreux pays du monde, avec des bénéfices a
court terme prouvés. La chirurgie du cancer du rectum est plus difficile en raison de la faible
accessibilité et de I'anatomie complexe du bassin. L'excision totale du mésorectum est
I'approche oncologique standard du cancer du rectum, et |I'étendue de la résection dépend en

outre de l'implication du complexe sphinctérien et d'autres structures environnantes [62].

¢ - Radiothérapie pour les cancers du rectum

Contrairement a la radiothérapie postopératoire adjuvante, plusieurs essais historiques ont
montré le bénéfice de la radiothérapie et de la radiochimiothérapie préopératoire dans la
réduction du risque de récidive locale des cancers du rectum [63]. La radiochimiothérapie est
le traitement le plus utilisé, avec une dose de 45-50 gray en 25-28 fractions, associé a une
fluoropyrimidine (5-fluoro-uracile (5-FU) ou capécitabine) faisant office de radiosensibilisant
[64]. Des approches courte durée ou « short course » avec un faible fractionnement des doses
sont également en développement [65]. Une réduction de la taille tumorale est obtenue chez
la plupart des patients et une réponse complete pathologique survient chez au moins 15-20%
d'entre eux [66]. L'intervalle entre le traitement et la chirurgie est encore sujet a débat, mais
il est généralement de 8 a 10 semaines [67,68]. L'observation d'une réponse clinique compléte
apres traitement néoadjuvant a initié des stratégies de préservation rectale avec omission
d'une chirurgie radicale et mise en place soit d’'une tumorectomie localisée, soit d’une
absence de chirurgie associée a une surveillance étroite (stratégie dite "Watch-and-Wait")
[69]. Ces stratégies permettent notamment un gain important de qualité de vie pour les
malades et sont de plus en plus demandées par ces derniers. Malgré des inquiétudes initiales
en termes de sécurité oncologique, les données soutiennent de telles stratégies chez des
patients sélectionnés présentant une réponse clinique compléte soutenue au traitement
néoadjuvant [70]. Si, lors du programme de surveillance intensif combinant examen rectal,
endoscopie et IRM, une récidive est détectée a temps, une chirurgie de sauvetage est souvent

réalisable mais au prix d’une importante morbidité [71].

24



d — Traitements systémiques

En tant que traitement adjuvant, la chimiothérapie a base de fluoropyrimidine améliore la
survie dans les CRC réséqués de stade lll et dans un sous-ensemble de CRC de stade I, a
I'exclusion des tumeurs MSI positives [72,73]. Plusieurs études de référence ont établi
I'addition de l'oxaliplatine a une fluoropyrimidine comme la nouvelle norme [74-76]. Le
principal inconvénient de l'ajout de la chimiothérapie a I'oxaliplatine est le développement
d'une neuropathie sensorielle cumulative. Une durée de 6 mois était classiquement adoptée
pour la chimiothérapie adjuvante. Cependant, la collaboration IDEA, s'appuyant sur six essais
cliniques randomisés de phase lll, a montré que la réduction de la chimiothérapie adjuvante
a 3 mois permettait une réduction de la toxicité sans baisse d’efficacité du traitement, au

moins pour les CRC de stade lll a faible risque [77].

Le traitement systémique du CRC métastatique est adapté grace a des marqueurs prédictifs
propres a chaque patient et a chaque tumeur. Le nombre croissant de médicaments efficaces
contre le CRC a conduit a une amélioration substantielle de la survie globale. Décider si la
thérapie sera curative ou palliative est crucial et dépend principalement de la charge
tumorale. Certains patients peuvent par exemple présenter des métastases facilement
résécables et bénéficier d’un traitement a visée curative. Par ailleurs, les patients présentant
des métastases étendues peuvent étre des candidats potentiels a un traitement local en
attendant une réponse au traitement systémique. La réduction de la taille de ces tumeurs par
des thérapies dites de conversion est de plus en plus utilisée [78]. Le traitement systémique
du CRC métastatiqgue comprend généralement une chimiothérapie de fond associée a une
thérapie ciblée (Figure 5). Les combinaisons a base de fluoropyrimidines, d'oxaliplatine et
d'irinotécan constituent la colonne vertébrale de la chimiothérapie dans la plupart des
schémas de traitements. Une thérapie ciblée anti-VEGF ou anti-EGFR est ajoutée au régime
de chimiothérapie en fonction de marqueurs spécifiques a la tumeur et au patient. A cela
s’ajoutent les immunothérapies (pouvant bénéficier particulierement aux tumeurs MSI
positives), les thérapies ciblées anti-BRAF associées ou non a des inhibiteurs de MEK (pour les

tumeurs mutées BRAF) et des thérapies palliatives comme le régorafénib (inhibiteur de
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tyrosine kinases). Les patients atteints de CRC métastatique regoivent généralement plusieurs

lignes de traitement en fonction de la situation (Figure 5).

Autres options

Chimiothérapies Thérapie ciblées Thérapie palliative thérapeutiques
@ N g B 4 N
Fluoro-uracile . E " = Check-point
S R fénib
(capécitabine) Anticorps anti-VEGF egarareni inhibiteur
A 4
- D
— . : TAS-102 (trifluridine Anticorps anti-BRAF
Oxaliplatine Anticorps anti-EGFR + tipiracil) +/- anti MEK
L 4 - 4
Irinotécan
A J
B Exemple de traitement avec une seule ligne Exemple de traitement avec 2 lignes
&= 1 BB 2 &8 3 Em 1 Em 2 @ 3
;> >
Exemple de traitement avec 3 lignes Exemple de traitement avec 4 lignes
= | @? | @ | @ el =2 a2 e
B B B @ ||| D@ |
[ =y [ [ B |
olla]l [ olla[l [ TS

Figure 5: Classes de médicaments utilisés chez les patients atteints de cancer colorectal
métastatique. A, souvent utilisés en association (par exemple, deux ou trois médicaments de
chimiothérapie associés a une thérapie ciblée). Les patients atteints d'un cancer colorectal
métastatique sont souvent traités successivement par plusieurs schémas thérapeutiques B, en
fonction des caractéristiques du patient et de la tumeur (par exemple le statut mutationnel ou le statut
MSI). (Adapté d’apres Dekker & al., Lancet, 2019).
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| — B L'adénocarcinome canalaire du pancréas

| — B - 1 Epidémiologie

L’adénocarcinome canalaire pancréatique (PDAC) représente 90% de I'’ensemble des tumeurs
pancréatiques. C’est actuellement la 4°™¢ cause de décés par cancer en Europe et on estime
qu’il passera en 3™ position d’ici 2030, devant le cancer du sein [5]. Au niveau mondial, il
représente la septieme cause de déces par cancer chez les hommes et les femmes. Son
incidence a doublé chez les hommes et triplé chez les femmes entre 1990 et 2017, avec une
incidence 3 fois plus importante dans les pays ayant des indices sociodémographiques élevés
[79] (Figure 6). La majorité des patients sont diagnostiqués a un age médian de 71 ans et
seulement 20 % des diagnostics sont posés avant I'age de 60 ans [80,81]. Le pronostic du PDAC
tous stades confondus est tres sombre, avec une survie globale a 5 ans de I'ordre de 7%

[82,83].

Incidence standardisée a I'dge
(Pour 100 000 habitants)
<17
1.7-3.1
m 3.1-4.6
m 46-74
m 274
Non applicable
Pas de données

Figure 6 : Incidence mondiale du cancer du pancréas. Taux d’incidence
standardisée a I’adge du cancer du pancréas a travers le monde en 2020. (Adapté
d’aprés Klein, Nature Reviews, Gastroenterology & Hepatology, 2020).
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Les facteurs de risque environnementaux et modifiables formellement identifiés et associés

au développement du PDAC sont :

L'obésité : Une vaste étude du National Institutes of Health a montré que les
patients en surpoids ou obéses avaient une probabilité accrue de développer un
PDAC par rapport aux patients ayant un IMC normal, avec des Hazard Ratios (HR)
de 1.15 a 1.53 [84]. L'infiltration graisseuse du pancréas a également été corrélée
au développement de néoplasies intraépithéliales pancréatiques (PaniIN),

précurseurs du développement du PDAC [85].

Le diabete de type 2: Le diabéte est depuis longtemps corrélé au risque de
développement du PDAC, bien que I'on pense que le PDAC soit également un
facteur de risque pour le développement du diabéte [86,87]. Environ 1 % des
patients de plus de 50 ans déclarant un diabéte le développent en raison d'un PDAC
concomitant [88]. En paralléle, les patients avec un diagnostic de diabéte de moins
d'un an présentent un risque relatif de développer un PDAC multiplié par 5,4, alors
gue le risque est multiplié par 1,5 chez les patients souffrant de diabéte chronique
[88]. Ces données suggerent que le diabéte récent pourrait étre un facteur de

risque important et/ou un signe avant-coureur du cancer du pancréas.

Le tabagisme : On estime que les fumeurs sont environ deux fois plus susceptibles
de développer un PDAC que les non-fumeurs. Cependant, et contrairement a
d'autres tumeurs malignes dont le développement est lié au tabagisme, aucune
signature génétique spécifique n'a encore été identifiée pour le PDAC tabac-induit
[89]. L'étude « European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition »
(EPIC) a montré que les patients ayant un score élevé d'indice de mode de vie sain
(qui comprend le tabagisme, la consommation d'alcool, I'activité physique,
I'adiposité et le régime alimentaire) avaient une probabilité réduite de développer

un PDAC, indépendamment du statut tabagique [90].
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Outre ces facteurs environnementaux, on estime que 5 a 10 % de tous les cancers du
pancréas sont attribuables a des facteurs de risque héréditaires [91]. Plusieurs syndromes
familiaux prédisposant au développement de cancers du pancréas ont été identifiés. Le
syndrome de Peutz-Jeghers, résultant d'une mutation dans le suppresseur de tumeur
STK11 (ou LKB1), entraine un risque accru de 35% de développer un cancer du pancréas
[92]. De méme, le syndrome héréditaire du cancer du sein et des ovaires, le plus souvent
attribué a des mutations des génes BRCA1 ou BRCA2, est associé a un risque accru de
développer ce type de cancer. Bien que ce risque soit relativement faible chez les patients
porteurs d'une mutation de BRCA1 (risque relatif de 2,8 % contre 1,3 % dans la population
générale), les mutations de BRCA2 sont le facteur de risque héréditaire le plus courant
pour le PDAC, avec un risque relatif de 3,5% pour le développement de la maladie [93,91].
Les patients atteints du syndrome de Lynch ont un risque approximativement 8,6 fois plus
élevé de développer un cancer du pancréas a I'age de 70 ans par rapport a la population
générale. Les tumeurs pancréatiques résultantes présentent un phénotype MSI positif et
répondent généralement aux immunothérapies [94,46]. Les mutations germinales de
CDKN2A et des génes impliqués dans la réponse aux dommages (ATM) et la réparation de
I'ADN (MLH1, MSH2, MSH6, PALB2) sont également associées a un risque accru de
développer un PDAC [95,92]. Une étude portant sur 3 000 patients a montré que 5,2 %
des patients atteints de PDAC et qui n'avaient pas d'antécédents familiaux de ce cancer
présentaient au moins une altération génétique héréditaire connue prédisposant au
cancer du pancréas, contre 7,9 % des patients ayant des antécédents familiaux positifs
[96]. Cette découverte a conduit a la mise a jour des recommandations de |I'American
Society of Clinical Oncology et du National Comprehensive Cancer Network, qui
préconisent d'envisager un test germinal pour tous les patients chez qui un cancer du

pancréas a été diagnostiqué [97,98].
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| — B - 2 Caractéristiques biologiques

a — Origine et développement

La plupart des PDAC provient de Iésions pré-néoplasiques appelées néoplasies

intraépithéliales pancréatiques ou PanlIN, qui progressent par étapes grace a l'acquisition

d'altérations génétiques successives (Figure 7).

] kraswrt
I KRAS muté
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CDKN2A/1A

Raccourcissement des télomeéres

Altérations chromosomiques
e

Normal PaniIN-1A PaniIN-1B PaniIN-3 Invasive PDAC

Figure 7 : Séquence oncogénique de I'adénocarcinome canalaire pancréatique — Modéle PaniN.
L’apparition de mutations activatrices de KRAS, majoritairement sur le codon 12, est un phénoméne
précoce et est régulierement associée a un raccourcissement des télomeres dans les PanIN de grade
1A. Des mutations successives des genes CDKN2A, CDKN1A, TP53 et SMAD4, associées a une instabilité
chromosomique, permettent la progression des PanIN aux stades 2 et 3 pour aboutir au
développement d’une tumeur pancréatique canalaire invasive (Adapté d’aprés Wood & al.,
Gastroenterology, 2019).

Une minorité de PDAC provient de néoplasmes kystiques tels que les néoplasmes mucineux
papillaires intraductaux (NMPI) ; cependant, les NMPI peuvent étre retrouvés co-localisés avec
I'adénocarcinome et pourraient présenter une signature génétique distincte suggérant un
développement divergent [99].

La séquence moléculaire de la progression oncogénique a partir de PanIN est largement
décrite dans la littérature. Les PanIN de grade 1 et 2 sont caractérisées par des mutations

ponctuelles activatrices dans I'oncogene KRAS, en particulier dans le codon 12, retrouvées
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dans plus de 90 % des PDAC. En résulte une activation constitutive des voies RAF-MEK-ERK et
PI3K-AKT-mTOR, associée a une progression du cycle cellulaire et une augmentation de la
survie et de la motilité cellulaire. Le raccourcissement des télomeéres est également une
caractéristique propre aux PanIN de grade 1, prédisposant probablement au développement
de mutations par instabilité chromosomique [100]. Les PanIN de grade 2 sont associées a
I'inactivation des génes suppresseurs de tumeurs CDKN2A et CDKN1A. Les PanIN de grade 3
et 4 présentent des mutations additionnelles du géne TP53, observées dans 50 a 70% des
PDAC, ainsi que des mutations inactivatrices de SMAD4, observées dans 60 a 90% des cas
[101]. Le tableau 1 résume les caractéristiques des génes les plus fréguemment mutés et

impliqués dans I'oncogenése pancréatique canalaire.

Tableau 1 : Oncogeénes et génes suppresseurs de tumeurs les plus fréquemment mutés dans le cancer
du pancréas. (D’aprés Wood & al., Gastroenterology, 2019)

Mutation Gene Mutated Related
Gene  prevalence® type neoplasms Alteration type Affected pathways altered genes
KRAS Common Oncogene PanlIN, IPMN, PDAC Missense mutation MAPK signaling BRAF
CDKN2A Common TSG PanlIN, IPMN, PDAC Inactivating mutation/LOH, Cell cycle control FBXW?7, RB1
homozygous deletion
TP53 Common TSG PanIN, IPMN, PDAC Missense mutation/LOH DNA damage —
response
SMAD4  Common TSG PDAC Inactivating mutation/LOH, TGFg signaling TGFBR2, ACVRB1
homozygous deletion
GNAS Common Oncogene IPMN, PDAC Missense mutation G-protein signaling —
RNF43 Common TSG IPMN, PDAC Inactivating mutation/LOH  Ubiquitin signaling —
ARID1A Uncommon TSG PDAC Inactivating mutation/LOH  Chromatin MLL3, ARID2, KDM6A
remodeling
SLIT2 Uncommon TSG PDAC Mutation/LOH Axon guidance ROBO2
BRCA2 Uncommon TSG PDAC Inactivating mutation/LOH”  DNA repair ATM, PALB2
MYC Uncommon Oncogene PDAC Amplification Transcriptional —
regulation
ERBB2°  Uncommon Oncogene PDAC Amplification EGF signaling —

LOH, loss of heterozygosity; MAPK, mitogen-activated protein kinase; TSG, tumor suppressor gene.

4Common: >20% prevalence; uncommon: <10% prevalence.

PGermline mutations also frequently occur.

°Amplifications or fusions involving RET, BRAF, ALK, ROS1, and NTRK are rare (<1%) in PDAC but are therapeutically
targetable.
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b — Classifications moléculaires

Plusieurs classifications moléculaires du PDAC ont été successivement établies sur la base de
signatures moléculaires distinctes.

- Une premiére étude a mis en évidence en 2011 trois sous-types moléculaires de la
maladie, associés a des présentations et évolutions cliniques distinctes. Elle distinguait
les sous-types classique, quasi-mésenchymateux et exocrine [102].

- D'autres travaux ont utilisé des échantillons micro-disséqués pour séparer le stroma
et le pancréas normal de la tumeur pancréatique et ont identifié deux sous-types
moléculaires : classique et un sous-ensemble de type basal [103].

- Un autre mode de catégorisation basé sur une analyse génomique de 456 spécimens
de PDAC a aboutie a un classement des tumeurs en quatre sous-types distincts :
squameux, progéniteur pancréatique, immunogene et a différenciation aberrante
endocrine-exocrine [104].

Des analyses croisées suggerent que les sous-ensembles squameux, basal et quasi-
mésenchymateux sont moléculairement similaires et représentent probablement le méme

sous-ensemble de tumeurs. Ces tumeurs étaient également similaires sur le plan clinique.

Enfin, une analyse moléculaire récente de 309 PDAC réséqués a confirmé la présence du sous-
type progéniteurs pancréatiques et des sous-ensembles de type basal, squameux et quasi-
mésenchymateux [105]. Cette étude a également caractérisé le microenvironnement tumoral
et a identifié 3 sous-ensembles supplémentaires, notamment les sous-ensembles
desmoplasique, classique immunitaire et activé par le stroma. Les implications de ces résultats
sur le plan clinique sont encore préliminaires et des études supplémentaires sont nécessaires

pour aboutir a une utilisation pratique de cette classification moléculaire.
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| — B -3 Diagnostic

a - Présentation clinique

Le PDAC est le plus souvent une maladie a faible symptomatologie avant d'atteindre un stade
avancé. De plus, les quelques formes symptomatiques regroupent des signes cliniques peu
spécifiques tels que douleurs épigastriques ou dorsales, des nausées, ballonnements, une
plénitude abdominale ou encore un changement de la consistance des selles. Ces symptomes
peuvent étre souvent attribués a des pathologies bénignes, ce qui peut retarder le diagnostic
[106,107]. Les symptomes cliniques les plus fréquents au diagnostic sont les douleurs
abdominales (40-60%), un ictére (30%), un diabéte récent (13-20%), une dyspepsie (~20%), les
nausées ou les vomissements (~16%), les douleurs dorsales (~12%) et la perte de poids (~10%)
[108]. La symptomatologie dépend également de la localisation de la tumeur dans le pancréas.
Environ 60-70% des tumeurs pancréatiques se développent dans la téte du pancréas et
peuvent fréquemment provoquer une obstruction biliaire, représentée cliniquement par un
ictére indolore. Les tumeurs du corps pancréatique ont tendance a envahir les structures
vasculaires locales, y compris les vaisseaux cceliaques, hépatiques et mésentériques
supérieurs en plus de la veine porte. Il en résulte souvent une présentation avec douleurs
dorsales. Enfin, les tumeurs de la queue du pancréas se développent souvent de maniere

asymptomatique et se présentent le plus souvent a un stade avancé lors du diagnostic.

b - Imagerie

La technique d'imagerie de référence pour un diagnostic du PDAC est I'angiographie par
tomodensitométrie ou angioscanner. Il présente une sensibilité diagnostique d'au moins 90%
[109,110]. Les tumeurs pancréatiques apparaissent généralement hypodenses par rapport au
parenchyme pancréatique. L'IRM est une alternative permettant notamment une évaluation
détaillée des voies biliaires et présentant une sensibilité plus élevée pour la détection des
Iésions hépatiques [111]. L'échographie endoscopique est fréqguemment utilisée comme outil
complémentaire pour identifier les ganglions lymphatiques régionaux et évaluer la relation

des tumeurs avec les structures vasculaires voisines [112,113]. Associée a une aspiration a
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I'aiguille fine, elle représente une approche slre pour la confirmation histologique de la
maladie, en particulier pour des patients présentant une maladie potentiellement résécable.
Le TEP-scan n'est pas systématiquement indiqué dans I'évaluation diagnostique du PDAC,
mais doit étre envisagé chez les patients présentant un risque élevé de maladie métastatique
occulte, notamment ceux présentant des taux d’antigéne carcinoembryonnaire 19-9 (CA19-9)

disproportionnés par rapport au stade tumoral suspecté.

c - Analyses biologiques

Le CA19-9 représente le biomarqueur sérique de référence associé au cancer du pancréas. Il
présente une sensibilité de 79 a 81 % et une spécificité 82 a 90% pour le diagnostic de la
maladie chez les patients symptomatiques [114]. Bien que non recommandé pour faire le
diagnostic du cancer, sa mesure répétée est utilisée dans la surveillance de la réponse au
traitement systémique dans des contextes néoadjuvants ou métastatiques et son résultat est
souvent un reflet précoce de la réponse objectivée a I'imagerie [115-118]. Un CA19-9
préopératoire élevé peut également aider a identifier les patients pour lesquels I'obtention
d’une chirurgie RO (marges de résection histologiquement négatives) est moins probable et
prédit également la survie post-résection a long terme [114,119]. Il est important de noter
qgue le CA19-9 peut étre élevé chez les patients présentant une obstruction biliaire ou une
pancréatite [120]. D’autre part, les patients de groupe sanguin Lewis négatif, qui représentent
environ 10% de la population, ne synthétisent pas de CA19-9 et peuvent présenter des
dosages faussement négatifs [121]. Ces différents éléments soulignent les limites de

I'utilisation ce marqueur dans la prise en charge du PDAC.

d - Stadification

La stadification histologique se fait a I'aide de la classification TNM de I’American Joint
Commitee on Cancer (AJCC, Tableau 2). Pour la stadification clinique, qui impactera la prise
en charge et le choix des options thérapeutiques, la plupart des cliniciens utilisent un systéme

de stadification a quatre niveaux basé sur la résectabilité de la tumeur : résécable, borderline
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résécable, localement avancé et métastatique [122-124] (Tableau 3). La décision d'une prise
en charge optimale des patients atteints d'une maladie localisée doit étre prise avec une

équipe multidisciplinaire de cliniciens expérimentés.

Tableau 2 : Classification TNM selon 'American Joint Commitee on Cancer (AJCC).

TNM stage Description
T-stage
Tis Carcinoma in situ
T Tumour <2 cm and limited to pancreas
T2 Tumour >2 cm and limited to pancreas
T3 Tumour extends beyond pancreas but no
involvement of coeliac axis or SMA
T4 Tumour involves the coeliac axis or SMA
N-stage
NO Regional lymph nodes not involved
N1 Regional lymph nodes involved
M-stage
MO No distant metastases
M1 Distant metastases present
M, metastases; N, nodes; SMA, superior mesenteric artery; T, tumour.
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Tableau 3 : Résectabilité des adénocarcinomes canalaires pancréatiques selon la classification

NCCN 2018.

Résécabilité Artérielle

Veineuse

Absence de contact tumoral artériel (tronc cceliaque
[TC], artére mésentérique supérieure [AMS] ou

Résécable artere hépatique commune [AHC])

Tumeur de la téte pancréatique/processus unciné:
e Contact tumoral solide avec I'’AHC sans
extension au TC ou a la bifurcation de
I'artere  hépatique  permettant une
résection et une reconstruction completes

Contact tumoral solide avec I’AMS <180°
e  Contact tumoral solide avec une variante

Borderline anatomique artérielle
Corps et gueue du pancréas:
* Contact tumoral solide <180° avec le TC
*Contact tumoral solide >180° avec le TC
sans atteinte de I'aorte et avec artere
gastroduodénale intacte et non
atteinte, permettant  ainsi une
procédure Appleby modifiée
*Métastases a distance (incluant les
métastases ganglionnaires non-
régionales)
Téte/processus unciné:
Non * Contact tumoral solide avec I’AMS >180°

* Contact tumoral solide >180° avec le TC
Corps et queue:
* Contact tumoral solide >180° avec I'’AMS
ouleTC
*Contact tumoral solide avec le TC avec
atteinte aortique

résécable

Absence de contact tumoral avec la veine
mésentérique supérieure (VMS) ou la
veine porte (VP) ou contact <180° sans
irrégularité du contour veineux

*Contact tumoral solide avec la
VMS ou la VP >180°, contact
<180° avec irrégularité du
contour de la veine ou
thrombose veineuse mais
permettant une résection et
une reconstruction
veineuses complétes

*Contact tumoral solide avec la
veine cave inférieure (VCl)

Téte/processus unciné:

*VMS/VP non reconstructibles du
fait de Iatteinte tumorale
ou par thrombose

+ Contact avec la branche jéjunale
de drainage la  plus
proximale de la VMS

Corps et queue:

*VMS/VP non reconstructibles du
fait de Iatteinte tumorale
ou par thrombose
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| — B -4 Prise en charge et traitements

a - Tumeurs résécables d’emblée ou borderline

Malgré des taux de rechute de I'ordre de 70%, la chirurgie reste le seul traitement qui offre
un potentiel curatif [125,126]. Les tumeurs de la téte pancréatique sont généralement
réséquées par une pancréaticoduodénectomie (chirurgie de Whipple) qui comprend la
résection de la téte pancréatique, du duodénum, du jéjunum proximal, du canal biliaire
commun, de la vésicule biliaire et d'un segment de I'estomac. Les approches laparoscopiques
et assistées par robot ont des résultats comparables en termes de sécurité par rapport a la
chirurgie traditionnelle [127,128]. Dans une étude incluant 322 patients, Ia
pancréaticoduodénectomie laparoscopique a été associée a une perte de sang moindre, une
durée d'hospitalisation réduite et une meilleure survie sans maladie par rapport a la chirurgie
ouverte [129]. Il est également démontré que les établissements pratiquant un volume élevé
de pancréaticoduodénectomies (>30/an) connaissent une mortalité postopératoire plus faible
[130,131]. Les tumeurs localisées au corps ou a la queue du pancréas peuvent étre traitées
par une pancréatectomie distale, souvent associée a une splénectomie. Les résections
vasculaires au moment de la résection de la tumeur sont fréquemment effectuées pour

obtenir des marges chirurgicales négatives.

Le rble du traitement systémique chez les patients présentant une maladie résécable ou a la

limite de la résectabilité a été largement étudié.

- L'essai ESPAC-1 a mis en évidence un bénéfice d’'une chimiothérapie adjuvante par 5-
fluoro-uracile, associé a une amélioration de la survie globale [132,133].

- L'essai ESPAC-3 a confirmé |'efficacité de la gemcitabine adjuvante [134].

- L'étude ESPAC-4 a comparé une chimiothérapie adjuvante par gemcitabine associée
ou non a la capécitabine [135]. Les résultats ont montré une augmentation de la survie
globale médiane de 25,5 mois a 28 mois (HR 0,82 ; 95% CI 0,68-0,98 ; p=0,032) en

faveur de la combinaison.
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- L’essai PRODIGE-24 a comparé 6 mois de traitement adjuvant par 5-fluoro-uracile plus
leucovorine, oxaliplatine et irinotécan (mFOLFIRINOX) a une monothérapie par
gemcitabine [136]. Le traitement combiné augmentait la survie sans progression de
12,8 a 21,6 mois (HR 0,58 ; 0,46-0,73 ; p<0,001) et la survie globale médiane de 35 a
54,4 mois (HR 0,64 ; 0,48-0,86 ; p=0,003).

En conséquence, le mFOLFIRINOX adjuvant 6 mois est le traitement recommandé pour les
patients ayant un bon statut de performance apres résection d’'un PDAC. La gemcitabine avec
ou sans capécitabine reste une option thérapeutique pour les patients présentant des contre-

indications au mFOLFIRINOX ou ceux dont I'état de performance est sous-optimal.

Malgré un niveau de preuve a renforcer pour soutenir son utilisation, de nombreux centres
utilisent un traitement néoadjuvant chez les patients avec une maladie résécable et limite
résécable. Les objectifs du traitement préopératoire comprennent I'exclusion des patients
présentant une maladie rapidement progressive qui ne bénéficieraient probablement pas
d'une intervention chirurgicale et I'augmentation des chances d'obtenir une résection RO. De
multiples études ont montré la sécurité du traitement néoadjuvant [137]. L'étude PREOPANC-
185 a comparé la radiochimiothérapie néoadjuvante par gemcitabine a la chirurgie d’emblée
chez les patients atteints d’'un PDAC résécable ou borderline. Aucune différence statistique
n’a été observée en termes de survie sur la population globale mais la radiochimiothérapie
néoadjuvante a été associée a un taux de résection RO plus élevé et a une survie sans
progression prolongée. Dans I’analyse de sous-groupes, une survie globale accrue a été mise
en évidence pour les patients borderline ayant recu le traitement néoadjuvant [138]. Plusieurs
études sont actuellement menées pour comparer le traitement néoadjuvant avec une

résection chirurgicale initiale suivie d'un traitement adjuvant.

b- Tumeurs localement avancées

Au moins un tiers des patients atteints d'un PDAC présentent une maladie localement

avancée, généralement associée a une atteinte vasculaire étendue qui empéche une résection
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chirurgicale. Le traitement comprend principalement une chimiothérapie systémique telle
gue la gemcitabine plus nab-paclitaxel ou FOLFIRINOX [139]. Bien qu'une minorité de patients
présentant une trés bonne réponse a la chimiothérapie puisse étre éligible a une résection
chirurgicale, la grande majorité présente une maladie incurable. L'étude LAPACT a évalué une
chimiothérapie d’induction par gemcitabine plus nab-paclitaxel chez les patients atteints
d'une maladie localement avancée, suivie pour les patients dont la maladie n'a pas
progressée, de la poursuite de la chimiothérapie, de la radiochimiothérapie ou de la chirurgie,
au choix de l'investigateur [140]. La durée médiane jusqu'a I'échec du traitement était de 9
mois (IC a 90 % : 7,3-10,1), avec une survie globale médiane de 18,8 mois (15-24). Une
résection chirurgicale a été proposée a 17 des 107 patients inscrits (16%), avec un taux de

résection RO de 41%.

Cependant, le role de la radiochimiothérapie chez les patients atteints d'une maladie
localement avancée est encore incertain, car les études ont donné des résultats mitigés
[141,142]. L'essai LAPO7 a conclu que la radiochimiothérapie ne prolongeait pas la survie des
patients atteints d’'une tumeur localement avancée apres un traitement par chimiothérapie
systémique (gemcitabine avec ou sans erlotinib), bien que les patients traités par
radiochimiothérapie aient connu de meilleurs taux de contréle local et une durée plus longue
sans traitement [143]. Ces conclusions pourraient évoluer prochainement, en particulier dans
le contexte des nouveaux schémas de chimiothérapie combinée et des techniques de

radiothérapie améliorées telles que la radiothérapie stéréotaxique.

¢ — Maladie métastatique

Environ 50% des patients PDAC présentent des métastases au moment du diagnostic. La
chimiothérapie systémique reste le principal traitement dans le but de pallier les symptémes
liés a la tumeur et de prolonger la durée de vie. Le FOLFIRINOX a été comparé a l'ancien
standard de traitement, la gemcitabine, dans un essai randomisé de phase Ill portant sur 342
patients atteints d'un PDAC métastatique non traité [144]. Le FOLFIRINOX a amélioré la survie
globale médiane de 6,8 a 11,1 mois (HR 0,57 ; 95% IC 0,45-0,73 ; p<0 001). Deux ans plus tard,
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les résultats d'une autre étude de phase 3 de premiére ligne ont été publiés, comparant la
gemcitabine plus nab-paclitaxel a la gemcitabine seule [145]. La survie globale médiane dans
le bras de la double chimiothérapie était de 8,5 mois contre 6,7 mois dans le bras de
monothérapie (HR 0,72 ; p<0,001). Bien que le FOLFIRINOX et la gemcitabine plus nab-
paclitaxel n'aient jamais été comparés dans un essai clinique, des analyses rétrospectives
indiquent que les patients plus jeunes et en meilleure forme physique sont plus susceptibles
de recevoir le FOLFIRINOX et tendent a avoir une meilleure survie globale que la gemcitabine
plus nab-paclitaxel [146,147]. La monothérapie par gemcitabine reste une option pour les
patients dont I'état de performance ou les comorbidités empéchent une chimiothérapie
combinée. La seule thérapie de seconde ligne pour le PDAC métastatique qui a montré un
avantage de survie dans une étude de phase 3 est l'association de fluorouracile plus
leucovorine avec l'irinotecan nanoliposomal. Dans I'essai NAPOLI-1, on a constaté que les
patients atteints de maladie métastatique qui avaient progressé apres un traitement a base
de gemcitabine avaient une survie médiane globale plus longue avec l'association
fluorouracile plus leucovorine et irinotécan nanoliposomal qu'avec I'association fluorouracile

plus leucovorine (61 mois contre 42 mois, HR 0,67 ; p=0,012) [148].

d — Nouvelles pistes thérapeutiques / thérapies ciblées

Des mutations germinales ou somatiques des génes BRCA1 ou BRCA2 sont présentes chez 5 a
9% des patients atteints de PDAC [149,150,104]. Les données sur le cancer du pancréas et de
I'ovaire indiquent que la réponse aux inhibiteurs de PARP (PARPi) semble étre meilleure chez
les patients dont le gene BRCA1 ou BRCAZ2 est muté et qui présentent une sensibilité aux sels
de platine [151,152]. Ces résultats ont conduit a I'étude POLO, évaluant le réle de I'olaparib,
un PARPi, en traitement d'entretien chez les patients porteurs de mutations germinales de
BRCA1 ou BRCA2 qui ne progressaient pas apres au moins 16 semaines de chimiothérapie de
premiere ligne a base de platine [153]. Comparé au placebo, I'olaparib a amélioré la survie
médiane sans progression de 3,8 a 7,4 mois (HR 0,53 ; p=0,004). Aucune différence de survie
globale entre les groupes n'a été constatée, bien que les données de survie ne soient pas

arrivées a maturité au moment de la publication. Fin 2019, I'olaparib a été approuvé aux Etats-
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Unis pour une utilisation dans cette indication —représentant alors la premiere thérapie ciblée
basée sur les biomarqueurs approuvée pour le cancer du pancréas [154]. D’autres PARPi sont

en cours d’évaluation dans des études cliniques de phase | et Il.

Aucun traitement d’immunothérapie n’a pour le moment été approuvé sans la prise en charge
du PDAC. Cependant, de nombreuses études cliniques sont en cours pour évaluer I'intérét de
plusieurs traitements incluant des approches immunologiques a divers stades de la maladie
(Tableau 4). Outre les maintenant classiques inhibiteurs de checkpoint kinases (atezolizumab,
pembrolizumab), des approches innovantes basées sur I'utilisation de virus oncolytiques ou

de lymphocytes T chimériques sont également testées cliniquement.

Tableau 4 : Etudes cliniques évaluant I'intérét de traitements incluant une approche immunitaire
pour la prise en charge du cancer du pancréas (Liste non exhaustive).

) . Référence
Traitement Stade tumoral Phase Objectif principal
Clinicaltrial.gov
Vaccin antitumoral
personnalisé plus atezolizumab Resectable Phase | Sureté NCT04161755
suivi par FOLFIRINOX
Talimogene laherparepvec Localement avancé
Phase | MTD NCT03086642
intratumoral et métastatique
huCART-meso (CART) avec ou Localement avancé
Phase | Sureté NCT03323944
sans cyclophosphamide et métastatique
Transduction intratulmorale de
virus oncolytique et
Métastatique Phase | Sureté NCT03281382
interleukine 12 plus
chimiothérapie
Lymphocytes T cytotoxiques Résécable,
Phase
spécifiques de la tumeur localement avancé et / Tolérance / sureté NCT03192462
/1l

(antigene associé a la tumeur)

métastatique
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LOAd703 (adenovirus

oncolytique) et gemcitabine Localement avancé Phase
Dose toxique limite NCT02705196
plus nab-paclitaxel avec ou et métastatique /11
sans atezolizumab
Radiochimiothérapie par Dose toxique limite /
Résecable et Phase
capécitabile avec ou sans Caractérisation des NCT02305186
borderline /1
pembrolizumab lymphocytes infiltrants
FOLFIRINOX plus radiothérapie
. . , . Résécable,
stéréotaxique néoadjuvant
borderline ou Phase Il Taux de résection RO NCT03563248
avec ou sans losartan et
localement avancé
nivolumab
GVAX néoadjuvant avec ou Sureté / Caractéristiques
Résécable Phase Il NCT00727441
sans cyclophosphamide des lymphocytes T
Nivolumab et cabiralizumab
plus radiothérapie Localement avancé Phase Il Sureté / Taux de résection NCT03599362
stéréotaxique
Localement avancé i
Anetumab ravtansine Phase Il Taux de résection NCT03023722
et métastatique
GVAX et cyclophosphamide
plus radiothérapie Localement avancé Phase Il Survie sans métastase NCT02648282
stéréotaxique
GVAX et cyclophosphamide
Production d’IL17A par les
avec ou sans nivolumab plus Résécable Phase Il NCT02451982
agrégats lymphoides
urelumab (agoniste CD137)
Chimiothérapie avec ou sans Localement avancé
Phase Il Survie sans progression NCT03336216
cabiralizumab et nivolumab et métastatique
FOLFOX avec ou sans
Métastatique Phase IlI Survie globale NCT02923921

pegilodecakine

CART : Chimeric antigen receptor T
GVAX : Cellules pancréatiques allogéniques sécrétantes de GM-CSF.
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ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is the third most frequent cancer worldwide, accounts for about 10% of
the total cancer cases, and ranks as the second cause of death by cancer. CRC is more prevalent
in developed countries in close causal relation with occidental diets. Due to anatomy, the diet

KEYWORDS

Bioactive food;

cancer prevention;
combination cancer treatment;

has a strong impact on CRC. High contents in meat are acknowledged risk factors whereas a diet ;‘;{;‘r‘;?'?om ounils
rich in fruits and vegetables is an established CRC protective factor. Fruits and vegetables contain tasveratrol P &

numerous Bioactive Food Components (BFCs), physiologically active food compounds, beneficial
on health. Preventive and therapeutic benefits of BFCs in cancer have increasingly been reported
over the past 20years. BFCs show both chemopreventive and anti-tumor properties in CRC but
more interestingly, abundant research describes BFCs as enhancers of conventional cancer
treatments. Despite these promising results, their clinical transferability is slowed down by
bioavailability interrogations and their poorly understood hormetic effect. In this review, we would
like to reposition BFCs as well-fitted for applications in CRC. We provide a synthetic overview of
trustworthy BFC applications in CRC, with a special highlight on combinatory approaches and

conventional cancer treatment potentiation strategies.

Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most frequent cancer
worldwide, accounting for about 10% of the total cancer cases
and ranks as the second cause of death by cancer. CRC is
present especially in developed countries with about 60% of
all CRC cases (Parkin et al. 2002). This high incidence was
proven associated with occidental highly caloric diets
(Ryan-Harshman and Aldoori 2007; Jin and Zhang 2020).
Diet-linked CRC risk factors are multiple. Among them,
important consumption of meat either red, processed, or
cooked at high temperature (fried, broiled, or grilled) can
increase the risk of developing CRC by up to 30 times (Imperial
College London 2018). Conversely, regular physical activity and
diets rich in fruits and vegetables are the main established
CRC-specific protective factors (Imperial College London 2018).

Literature reports sufficient evidence to link obesity and
higher risk of CRC, especially in men with low physical
activity (Johnson and Lund 2007; Sawicki et al. 2021). The
pathophysiological bases (Yang et al. 2022) include
pro-oncogenic adipocyte metabolism (associated with lipid
oxidation and energy storage) (Schwartz and
Yehuda-Shnaidman 2014), low and chronic inflammation
associated with pro-inflammatory cytokines secretion (Reilly

and Saltiel 2017) and, stimulation of colorectal cell prolif-
eration by adipokines and hormones (such as insulin) (Chen
et al. 2011; Chen et al. 2018). In this context, unhealthy
food consumption is closely related to obesity, ad increases
the risk of CRC development.

The relationship between health and food regained intensive
attention during the last 20years to set the basis of numerous
studies, first focusing on the cardiovascular impact and neu-
rodegenerative diseases. The Mediterranean diet was early rec-
ognized as beneficial for health and nutrition (Altomare et al.
2013). Rich in fruits and vegetables, it prevents chronic car-
diovascular diseases and several malignancies (reviewed in
(Mentella et al. 2019; Widmer et al. 2015):). In parallel, the
concept “French paradox” emerged, based on the observation
that French people have a relatively low incidence of coronary
heart diseases despite a rich diet, but including a moderate
and regular consumption of red wine (Renaud and de Lorgeril
1992). Even if this theory was later refuted (Griswold et al.
2018), it triggered the identification of protective compounds
in the wine and vine, and more broadly, in food.

The Bioactive Food Components (BFCs) are "physiolog-
ically active food compounds, derived from animal or plant
sources, including compounds belonging to the food of a
basic diet, for which a role has been shown to be healthy
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and the consumption of which is not harmful to health,"
according to the American Dietetic Association (Hasler et al.
2004). Noticeably, some BFCs have been long known in
traditional medicines. For instance, Curcuma longa, with
high content of curcumin, is widely used in India and China
as a natural herbal remedy (reviewed in Hatcher et al.
(2008)). Interestingly, most BFCs exhibit hormesis, charac-
terized by opposite effects at low and high doses, because
of their anti/pro-oxidative properties.

Preventive and therapeutic benefits of BFCs in cancer
have increasingly been reported over the past two decades
in particular with regards to CRC (Figure 1). Noticeably,
BFCs showed both chemopreventive and anti-tumor prop-
erties in CRC (Yin et al. 2016; Ahmed et al. 2019) contrib-
uting to the general concept that a healthy way of life,
including a balanced diet, is protective of CRC. Moreover,
abundant literature describes BFCs as enhancers of conven-
tional treatment efficiency in multiple cancers, suggesting a
true biological relevance. Paradoxically, this profusion of
information overflows important clues, hormesis adding
confusion, which hinders their transfer to clinical applica-
tions. As our team gained expertise and improved compre-
hension of BFCs validity in cancer treatment, we would like
to provide a synthetic overview of selected trustworthy
applications in CRC deserving attention, with a special high-
light on combinatory approaches.

Literature and clinical trial searching process

Systematic literature searches of articles published between
2000 and October 2021 were performed in the electronic
PubMed database from the American National Institute of
Health and the Google Scholar database. The searches were
conducted using medical subject headings(MeSH: “colorectal
cancer” or “colon cancer” or “rectal cancer” combined with
“resveratrol” or “sulforaphane” or “quercetin” or curcumin’
or “capsaicin”) and free-text words and limited to articles

published in the English language in indexed and
peer-reviewed journals.

A clinical trial search was performed using the clinical-
trials.gov website. To select international studies of interest,
“colorectal cancer” was selected as the condition of interest,
and either “resveratrol” or “sulforaphane” or “quercetin” or
curcumin” or “capsaicin” keywords were used in the “other
terms” section.

Main phytochemical BFC categories and
compounds

As the “Bioactive Food Components” term brings together
a wide range of molecules, originating from both plant and
animal sources, it seems vain and counter-productive to
provide an exhaustive list. We chose to focus on three major
categories of BFCs carrying the most convincing level of
evidence for utility in CRC prevention and treatment.
Polyphenols, the most studied bioactive food group in
the field of cancerology, are present in most diets, at around
1 gram per day. They are mainly provided by fruits, vege-
tables, wine, tea, and chocolate (Manach et al. 2004). They
contribute to the organoleptic properties of the leaves, fruits,
and processed products such as wine or olive oil. Three
main classes are studied in oncology: Phenolic acids,
Flavonoids, and Stilbenes. Phenolic acids are phenolic com-
pounds with one or more carboxylic acid groups, present
for instance in coffee, red fruits, and onions. These include
Curcumin, a derived BFC of the spice turmeric, with prom-
ising applications in oncology (Giordano and Tommonaro
2019). Flavonoids are found in onions and broccoli and are
constituted by two benzene rings linked by a heterocycle.
Among them, Quercetin showed recurrent beneficial
anti-cancer effects (Rather and Bhagat 2020). Stilbenes are
chemically close to flavonoids. They include resveratrol and
its derived such as hydroxylated derivatives (piceatannol),
dimerized derivatives (e-viniferin and &-viniferin), and other
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Figure 1. BFCs and cancers. (A) Number of reported publications per year in PubMed using the key words “cancer” and “bioactive food component” from

January 2000 to December 2020. (B) Number of total reported publications

in PubMed induding key words “breast cancer” or “lung cancer” or “colorectal

cancer” or “leukemia” or “hepatocarcinoma” or “melanoma” or “pancreatic ductal adenocarcinoma” (PDAC) or “lymphoma” or gastric cancer” or glioblastoma” or
bladder cancer” or sarcoma” or “cholangiocarcinoma” and “curcumin” or “quercetin” or “resveratrol” or “capsaicin” or “sulforaphane” from January 2000 to December

2020.
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oligomers (vitisin B) for example. They are present in some
fruits like blackberries, peanuts, and more particularly in
grapes and their derivative products such as red wine. The
properties of resveratrol have been widely studied in cancer
demonstrating both chemopreventive and anti-cancer activity
(Vervandier-Fasseur and Latruffe 2019; Berretta et al. 2020).

Heterosides are glycosylated derivatives of terpenes, phe-
nols, and, more rarely, alkaloids. Glucosinolates, present in
cruciferous vegetables like cabbage and broccoli, are hydro-
lyzed into bioactive isothiocyanates, including sulforaphane,
with antioxidant properties potentially relevant for the pre-
vention of neurodegenerative diseases (Tarozzi et al. 2013)
and cancers (Grabacka, Gawin, and Pierzchalska 2014).

Alkaloids are basic nitrogen compounds extracted from
plants. They provide medicine like morphine or the vin-
cristine and taxol chemotherapies. They also count BFCs
such as quinine and caffeine. Capsaicin, naturally occurring
in chili peppers, represents the most current edible alkaloid
of interest in cancerology applications.

BFCs in colorectal cancer prevention

Prevention of CRC has important public health implications
and the influence of the diet has now been documented for
many years. Several risk factors have been highlighted such
as important consumption of meat or chronic alcohol con-
sumption (Imperial College London 2018). The lower CRC
frequency in Mediterranean countries positioned the
Mediterranean diet as chemopreventive (Reviewed in
Farinetti et al. (2017)). Particularly rich in fruits and veg-
etables, this diet naturally contains many BFCs, especially
polyphenols such as resveratrol and quercetin (Medina-Remén
et al. 2017; Bagetta et al. 2020), conferring strong chemo-
prevention of CRC onset (Imperial College London 2018;
Couto et al. 2011).

Anti-inflammatory properties

A wide range of BFCs is known to exert anti-inflammatory
properties in many diseases and in particular cancer (Kim
et al. 2009). Their activities take place at different levels of
the inflammation process with for instance up-regulation of
anti-inflammatory cytokines (Nguyen et al. 2006; Song et al.
2014) or downregulation of pro-inflammatory interleukin and
enzyme synthesis, such as TNF-alpha and cyclooxygenase II
(Manna, Mukhopadhyay, and Aggarwal 1950; Xagorari et al.
2001; Tong et al. 2005). Thus, BFCs can participate to main-
tain the balance between pro and anti-inflammatory media-
tors. They exhibit chemopreventive properties and could
oppose CRC development by limiting chronic inflammation
of intestine tissues (Arya, Kanthlal, and Linda 2020; Jantan
et al. 2021). For instance, resveratrol and other dietary poly-
phenols downregulated inflammation-related enzymes and
cytokines (Yin et al. 2016; Liang et al. 2001). The Association
of curcumin and sulforaphane also exhibited a synergistic
anti-inflammatory effect by induction of phase II antioxidant
enzymes and down-regulation of pro-inflammatory cytokines

like Tumor Necrosis Factor (TNF), nitric oxide (NO), or
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Prostaglandin E, (PGE2) (Cheung, Khor, and Kong 2009). In
another study, colorectal inflammation levels in mice under
a classic diet were compared to that of a diet enriched in 4
BFCs including curcumin. The BFC-enriched diet group
showed significantly reduced number and size of solid lesions,
decreased histological inflammation scores, lowered
pro-inflammatory cytokine mRNA expression, decreased num-
ber of low-grade dysplasia and high-grade dysplasia areas, as
compared to the classic diet group (Girardi et al. 2018), sug-
gesting a systemic effect of the BFC-enriched diet. In a colitis
mouse model, oral administration of microencapsulated quer-
cetin, preventing its absorption by the small intestine, led to
decreased intestinal neutrophil recruitment, as well as dimi-
nution of histological alterations and macroscopical damages
(Guazelli et al. 2013). Reduction of Interleukin 33 (IL-33)
and IL-10 production also contributed to the anti-inflammatory
effect. Interestingly, these results were not observed with free
quercetin. Thus, quercetin absorption (and potent metabo-
lization) by enterocytes seemed to impede its anti-inflammatory
properties in the colon. Thus, BFCs seem to be able to reverse
the inflammatory imbalance of digestive tissues and contribute
to the prevention of CRC development.

Genetic stability

In non-cancer cells, resveratrol and other related polyphenols
contributed to stabilizing histones H2AX and reduced rep-
lication stress-associated DNA double-strand breaks (DSB),
resulting in increased genome stability of mouse embryonic
fibroblasts and the prevention of gene mutations in the p53
pathway (Matsuno et al. 2020). In the same way, curcumin
prevented telomere shortening and limited micronucleus
formation in a transgenic model of Alzheimer’s disease
(Thomas et al. 2009).

In CRC, mutant-APC mice fed with a curcumin-containing
high-fat diet (HFD) displayed a significant reversion of
HFD-induced polyps (Pettan-Brewer et al. 2011). Capsaicin
was administrated to Wistar rats before and after treatment
with 1,2-dimethylhydrazine (DMH), a DNA methylating agent
known for its carcinogenesis properties (Caetano et al. 2018).
The number and frequency of colorectal preneoplastic lesions
were reduced in the capsaicin-treated group, suggesting that
DMH genotoxicity was attenuated by capsaicin. In the same
way, quercetin prevented DMH-induced colorectal inflamma-
tion and tumor development through the modulation of Wnt
and nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (NRF2) signaling
pathways (Darband et al. 2020; Shree, Islam, and Sultana 2021).
The chemopreventive role of a diet containing curcumin was
also demonstrated in the healthy intestine. Mice receiving cur-
cumin displayed fewer preneoplastic events, with reduced DNA
damage in differentiated cells, possibly because DNA-damaged-
Lgr5* intestinal stem cells were more prone to apoptosis (Kim
et al. 2019).

BFCs in colorectal cancer treatment

BFCs present direct antitumor properties on CRC, closely
related to compound concentration and involving
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multiple cellular mechanisms. While low concentrations
of BFCs seem to contribute to tumor prevention through
their anti-oxidative properties, direct anti-tumor effects
call for high compound concentrations and oxida-
tive stress.

Upregulation of reactive oxygen species

Reactive oxygen species (ROS) are major determinants of
the cell redox homeostasis and BFCs are potent modulators
of ROS generation. ROS upregulation was commonly respon-
sible for the colorectal antitumoral properties of BFCs. For
instance, resveratrol and curcumin are pro-apoptotic for
colorectal tumor cell lines in vitro in a ROS-dependent
manner (Juan et al. 2008; Blanquer-Rossell6 et al. 2017;
Wang et al. 2017; Sritharan and Sivalingam 2021).
Quercetin-induced ROS and derivatives positively modulated
endoplasmic reticulum (ER) stress, especially by calcium
transfer from the endoplasmic reticulum to mitochondria
triggering intrinsic apoptosis (Khan et al. 2016).

Other cell death pathways may contribute, such as auto-
phagy which was enhanced by ROS upregulation in human
colon cancer cells treated with resveratrol (Miki et al. 2012).
Oxidative stress induced by the flavonoid apigenin resulted
in p53-independent senescence through p16, retinoblastoma
protein (pRb), and p21 modulation (Banerjee and
Mandal 2015).

BFCs contribute to ROS increase by direct regulation of
enzymes involved in oxidative stress response. Resveratrol
inhibited catalase and superoxide dismutase (SOD), both
involved in ROS scavenging (Santandreu et al. 2011). By
contrast, quercetin enhanced cyclooxygenase 2 (COX-2)
activity, resulting in ROS generation upregulation and cyto-
toxicity increase on colorectal tumor cell lines (Raja
et al. 2017).

DNA damages generation

One of the most deleterious effects of ROS is their ability
to induce DNA damages when present at high concentra-
tions in the nucleus. This observation set the basis of studies
aiming at evaluating BFC-induced DNA damages. For
instance, resveratrol was reported to increase the phosphor-
ylation of histone gamma-H2AX, a chromatin modification
mark at double-strand breaks (DSB), needed to initiate DSB
DNA repair (San Hipdlito-Luengo et al. 2017). In the same
way, curcumin markedly increased DNA damage as mea-
sured by alkaline comet assay (Lu, Cai, and Ding 2011).
When possible, DNA damages are resolved to preserve
genomic integrity. BFCs hinder DNA repair, leading to syn-
ergistic toxicity by the direct increase of DNA damages and
concomitant DNA repair inhibition. Sulforaphane analogs
increase phosphorylation of histone gamma-H2AX, inhibit
homologous recombination (HR), and non-homologous end
joining (NHE]) repair activities, notably by affecting the
HAT/HDAC balance and histone acetylation status (Okonkwo
et al. 2018). This cytotoxic synergy was also reported in
other digestive cancers (Vendrely et al. 2019).

Cell cycle arrest

Because of unresolved DNA damage accumulation and
inhibition of DNA repair pathways, BFCs also affect the
cell cycle. The majority of studies found a typical accu-
mulation of cells in the G2/M phase (Adams et al. 2005;
Cheah et al. 2018; Wu, Yi, et al. 2019; Jozkowiak et al.
2020). The p53 pathway activation in stress conditions
played a major role in cell cycle arrest. Resveratrol upreg-
ulated the Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax
(SET) domain-containing lysine methyltransferase 7/9
(SET7/9) in colorectal cell lines, which stabilized p53 by
mono-methylation at lysine 372 (Liu et al. 2019). A res-
veratrol analog up-regulated p53 and p21 with subsequent
cell cycle arrest and apoptosis (Cheah et al. 2018), as did
capsaicin (Jin et al. 2014). Interestingly, looking deeper
into the TP53/ATM/ATR DNA damage response pathway,
curcumin-induced G2/M cell cycle arrest was not reversed
by caffeine, an inhibitor of the ATM/ATR proteins, sug-
gesting that additional pathways may be modulated (Lu,
Cai, and Ding 2011).

Invasion and metastasis inhibition

Inhibition of tumor cell dissemination takes a large part of
the BFC literature. For instance, resveratrol strongly impacted
the epithelial to mesenchymal transition (EMT) by interfer-
ing with AKT, Wnt, TNF-B, or TGF-§ signaling pathways
(Ji et al. 2013; Ji et al. 2015; Yuan et al. 2019; Buhrmann
et al. 2019). Metastasis inhibition by resveratrol involved
focal adhesion protein suppression (Buhrmann et al. 2017)
and overexpression of the translation inhibitor RNA binding
protein tristetraprolin (TTP) (Lee et al. 2018). Oxyresveratrol,
a natural hydroxyl derivate of resveratrol, modulated
EMT-related miRNAs, resulting in EMT inhibition and cell
migration reduction (Lin et al. 2021). More recently,
up-regulation of miR-200c and associated target EPM5, a
DNA binding histone-like protein, was the effector of
curcumin-related EMT downregulation (Wang, Cai, et al.
2020). Curcumin downregulated the transcription of onco-
genic microRNA miR-21 to inhibit invasion and metastasis
of HCT116 cells in a chicken-embryo-metastasis assay
(Mudduluru et al. 2011). Likewise, the inhibition of the
TGEF-B pathway by quercetin compromised EMT resulting
in invasion/metastasis inhibition (Feng et al. 2018). The
antimetastatic effect of curcumin, quercetin and their deriv-
atives were described in several studies (Kee et al. 2016; Li
et al. 2018; Calibasi-Kocal et al. 2019).

The interest of combination for BFCs

Unlike the majority of the studies, only a few reported
effects of molecules used in combination. This topic was
reviewed recently for chemoprevention (Rizeq et al. 2020).
BFCs share common antitumor effectors leading to ROS
induction or apoptosis but the upstream sequences of
events seemed compound-dependent. Thus, combining dif-
ferent BFCs may carry additive or synergistic activities. In
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this way, combining curcumin with different BFCs enhanced
global antitumor efficiency in different CRC models
(Ravindranathan et al. 2018; Wu, Koh, et al. 2019). With
resveratrol curcumin induced a greater impairment of epi-
thelial growth factor receptor (EGFR) constitutive activa-
tion (Majumdar et al. 2009) and upregulation of several
genes involved in apoptosis (Gavrilas et al. 2019). Similarly,
four BFCs (Lycopene, Sulforaphane, Quercetin, and
Curcumin) displayed additive proliferation inhibition while
no toxic effect was observed for normal colon epithelial
cells (Langner, Lemieszek, and Rzeski 2019). In a clinical
setting, the combination treatment of quercetin and cur-
cumin significantly decreased polyp number and size after
6 months of treatment of adenomatous polyposis coli (APC)
patients (Cruz-Correa et al. 2006), with minimal adverse
side effects and no routine biological parameters
abnormalities.

BFCs as adjuvant agents for potentiation of
conventional CRC treatments

BFCs may enhance the efficiency of conventional therapies,
in numerous cancers (Lin et al. 2020). Combinations of
BFCs were tested in CRC with chemotherapy, radiotherapy,
or targeted therapies.
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Chemotherapy

Colorectal cancer treatment includes surgery and chemo-
therapy (Recio-Boiles and Cancer 2020). Indications depend
on the location, stage, histology, and patient’s general con-
dition. The common chemotherapies include 5FU, irinotecan,
oxaliplatin, doxorubicin, and capecitabin, often combined
for better efficiency. BFCs and chemotherapies target com-
mon tumor cell key functions (Figure 2). Improvement of
chemotherapy antitumor activity by BFCs would greatly
benefit patient management, especially if they do not carry
systemic toxicity. This is particularly true for fragile patients
for whom this strategy may allow to maintain disease control
while reducing chemotherapy doses.

Several signaling pathways were regulated by BFCs with
5FU (Du et al. 2006; Marjaneh et al. 2018; Buhrmann et al.
2018; Chung et al. 2018; Zheng et al. 2021). For example,
quercetin enhanced 5FU-induced apoptosis by overexpres-
sion of p53 in a CRC microsatellite instability (MSI) positive
cell line. This was further supported by the fact the apop-
tosis enhancement disappeared in p53 deficient/knockdown
CRC cell lines (Xavier et al. 2011). Up-regulation of cell-cell
junction protein expression by resveratrol together with
down-regulation of the NF-xB pathway led to inhibition of
EMT and chemosensitization to 5FU (Buhrmann et al
2015). Ginkgetin, a flavone BFC mainly isolated from Ginkgo

Focal adhesion
molecules
modulation

Invasion
and metastasis
inhibition
EMT
downregulation

Modulation of
membrane
transport proteins
Cytokeratin +
E-cadherin +

Overcoming of
drug resistance

Figure 2. Bioactive food components (BFCs) as adjuvant agents for potentiation of conventional colorectal cancer (CRC) treatments. BFC and standard CRC

treatments (chemotherapy/radiotherapy) target common tumor cell key functions.

In particular, BFCs, as well as chemo and radiotherapy, induce oxidative stress

associated with reactive oxygen species generation and DNA damages. BFCs are also able to modulate various signaling pathways resulting in, for instance,

cellular cycle arrest, apoptosis induction and epithelial to mesenchymal transition

(EMT) downregulation. Moreover, modulation of membrane transport proteins

by BFCs can lead to reduce tumor drug resistance to standard chemotherapy treatments.
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biloba, and resveratrol suppressed VEGF-induced endothelial
cell proliferation, migration, and invasion (Hu et al. 2019).
They exerted a synergistic anti-tumor activity with 5FU by
decreasing microvessel density inside the tumors.
Concomitantly, combination treatment synergistically relieved
the 5FU-induced inflammatory response by suppressing the
expression of COX-2 and inflammatory cytokines. Quercetin
and ellagic acid decreased human CRC cell proliferation,
involving DNA damage and cell cycle modulation, to
increase 5FU cell sensitivity. Moreover, tumors harboring
BRAF mutations may be more responsive to vine pruning
residues (VPE) than KRAS mutated tumors, suggesting that
BECs’ properties depend on CRC major oncogenic pathways
(Jesus et al. 2020).

CRC oxaliplatin chemosensitization was reported mostly
for curcumin and its derivates. Recently, oxaliplatin and
curcumin co-treatment not only increased chemotherapy
efficiency but also abolished oxaliplatin resistance (Patel et
al. 2008; Chen et al. 2017; Han et al. 2020). Sulforaphane
sensitized colon cancer cells to oxaliplatin-induced cell
growth inhibition by both intrinsic and extrinsic apoptosis
and programmed necrosis (Kaminski et al. 2011). WZ26, a
curcumin synthetic analog, combined with cisplatin signifi-
cantly inhibited tumor growth while attenuating body weight
loss observed with cisplatin treatment (Zhang et al. 2019).

As oxaliplatin, doxorubicin is known to reach limited
efficacy in CRC due to multi-drug resistance. Resveratrol
inhibited the P-glycoprotein efflux pump activity, a trans-
membrane protein responsible for the multiple drug resis-
tance, leading to accumulation of doxorubicin in tumor
cells. More interestinglyy, MDRI gene (coding for
P-glycoprotein) expression remained stable under resveratrol
treatment, suggesting direct ATPase inhibition (Khaleel et al.
2016). Quercetin enhanced the doxorubicin antitumor effect
by downregulating the expression of the P-glycoprotein
(Zhou et al. 2020). In a C26 colon carcinoma murine model,
a PEGylated liposomal curcumin and doxorubicin combi-
nation demonstrated enhanced antitumor activity through
suppressive effects of angiogenesis, inflammation, invasion,
and resistance to apoptosis (Sesarman et al. 2019). Moreover,
dysregulation of the Th1/Th2 cell axis in the tumor micro-
environment favored the antineoplastic phenotype.

In CRC and other cancer types, cancer stem cells (CSCs)
are classically responsible for treatment resistance. Therefore,
the impact of BFCs on CSCs was investigated. Quercetin
targeted C133* CSCs of the HT-29 CRC cell line, especially
by promoting cell cycle arrest and apoptosis (Atashpour
et al. 2015). Similarly, curcumin significantly attenuated
chemoresistance in an irinotecan-resistant LoVo CRC cell
line (Su et al. 2018). A significant reduction of the expres-
sion levels of CSC-specific markers, associated with more
apoptosis, occurred only in curcumin-treated tumor cells.

As mentioned before, CRC chemotherapy classically com-
bines several molecules for more efficiency. Rather than
testing combinations of BFCs and individual chemotherapies,
the impact of curcumin was assessed in combination with
FOLFOX, the association of 5FU, oxaliplatin, and folinic
acid, commonly used for the treatment of CRC. A sequence
treatment of FOLFOX followed by curcumin greatly reduced

survival of HCT116 and HT-29 CRC cells by particular
targeting of FOLFOX-resistant cells through inhibition of
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) and Insulin
Growth Factor 1 receptor (IGF-1R) (Patel, Gupta, et al.
2010). At the clinical level, conventional chemotherapeutic
regimens associated with curcumin emerges as a potential
strategy to prevent chemoresistance of colon cancer cells,
as exemplified by the randomized phase Ila clinical study
(Howells et al. 2019), with the primary outcome assessing
the safety of curcumin for patients receiving either FOLFOX
or CUFOX (curcumin+ FOLFOX). Similar adverse event
profiles were observed in both arms, confirming curcumin
safety. Importantly, overall survival (OS) was improved in
the CUFOX arm (502 versus 200 days). However, these
results deserve careful consideration and external validation
because of the small cohort size (28 patients).

Radiotherapy

Although radiotherapy has limited indications for colon
cancer, it is almost systematically used in the management
of rectal cancer. Neoadjuvant treatments classically associate
radiotherapy and chemotherapy to reduce tumor volume
before surgical procedure. In addition to chemosensitization,
some BFCs exhibit CRC radiosensitization, notably by oxi-
dative stress-associated DNA damage generation (Figure 2).
Modulation of CRC radiosensitivity by curcumin was evi-
denced in 2 mouse models (Kunnumakkara et al. 2008; Yang
et al. 2018). Both studies reported enhancement of radio-
therapy efficacy when combined with curcumin through
NF-kB pathway downregulation, apoptosis, angiogenesis, and
DNA repair inhibition. Interestingly, curcumin also sup-
pressed post-irradiation NF-kB activation and associated
pro-survival response in human CRC cell lines (Sandur et al.
2009). Radiosensitization by BFCs like quercetin and res-
veratrol were recently confirmed in several tumor types
(Vendrely et al. 2019; Lin et al. 2012; Amini et al. 2020).

Precision medicine

With the late development of precision medicine, the man-
agement of CRC becomes tailor-made, according to the
tumor and patient specificities. The role of precision med-
icine in the management of digestive cancers was detailed
in a recent publication (Matsuoka and Yashiro 2020).
Regorafenib, a tyrosine kinase inhibitor approved by Food
and Drug Administration (FDA) for CRC treatment, the
antitumoral effect was enhanced by curcumin in the KRAS
mutant HCT116 cell line, through autophagy and apoptosis.
Curcumin acted as a MEK inhibitor. Interestingly, the KRAS
wild-type HT-29 CRC cell was not responsive, suggesting
that KRAS status influenced the curcumin potentiating
effect (Wu, Wu, et al. 2019). Combination treatment of
curcumin and dasatinib reduced cell growth, invasion, and
colonosphere formation accompanied by chemosensitization
of the cancer stem cell subpopulation (Nautiyal et al. 2011).
Similarly, resveratrol sensitized CRC tumor cells to the
anti-EGFR cetuximab (Wang, Wang, et al. 2020).
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The immunomodulatory properties of BFCs seemed ben-
eficial in combination with checkpoint inhibitors (Deng
et al. 2020). For example, combination treatment of cur-
cumin and sildenafil increased anti-PD1 antibody efficiency
in a CRC mouse model (Dent et al. 2020). Moreover, BECs
combination reduced tumor expression of PD-L1 and
increased that of Class I human major histocompatibility
complex (HMC). Resveratrol enhanced natural killer (NK)
lymphocyte antitumor activity (Lee and Kim 2020; Lee, Shin,
and Kim 2021), boosting the efficiency of checkpoint inhib-
itors (Chen and Musa 2021). These results also highlight
the potentiality of BFCs as modulators of the tumor micro-
environment (Nagaraju 2020).

Clinical trials

Few studies explored BFCs' benefits in clinical setup for
CRC. Results are not available for most of the trials, yet
(see Table 1). Briefly, 12 studies tested curcumin (6 Phase
I, 5 Phase II, and one Phase III), 4 Phase I studies tested
resveratrol and one study tested quercetin. Among all of
these 17 studies, 13 included CRC patients, 2 included APC
patients, 1 included patients with a moderate risk of CRC,
and 1 study included healthy patients.

A phase II clinical trial, including 44 patients with 8 or
more aberrant crypt foci (ACF) identified by colonoscopy,
evaluated the preventive action of curcumin on the occur-
rence of colorectal neoplastic lesions. Patients were given
an oral daily 2 or 4g treatment of curcumin for 1 month.
A significant 40% reduction in ACF number was observed
with the 4g dose (p<0.005) but not with 2g (Carroll et al.
2011). Importantly, both doses were well tolerated. Curcumin
impact on intestinal adenomas was tested in a cohort of
patients with familial adenomatous polyposis (FAP)
(Cruz-Correa et al. 2018). There was no difference in the
mean number or size of lower intestinal tract adenomas
between curcumin (3 g/day for 12weeks) and placebo. By
contrast, significant FAP number and size decreased after
6 months with BFCs supplementation including quercetin
(20mg 3 times/day) and curcumin (480 mg 3 times/day)
(Cruz-Correa et al. 2006). These contradictory results may
be explained by the beneficial combinatory action of two
BFCs and/or by a long-term effect with longer treatment.

Curcumin bioavailability and tolerability were studied in
phase I trials (Sharma et al. 2001; Sharma et al. 2004; Garcea
et al. 2005), finding no toxicity while biological effects were
observed. Curcumin concentrations were measured in tumor
and healthy tissues. As curcumin presents low bioavailability
after oral administration, a liposomal form was recently
developed and tested in a phase I study including metastatic
CRC patients (Greil et al. 2018). The administration was
carried out intravenously daily for 8weeks. The authors
considered the dose of 300 mg/m? over 6h as the maximum
tolerated dose. Over this dose, some patients presented
hemolysis or hemoglobin drops. Levels of resveratrol and
its Phase IT metabolites were higher in the right-side colon
compared to the left side, in direct relation with the anatomy
portion after the ileum, suggesting that resveratrol is not
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fully absorbed in the intestine or that a portion is released
back into the colon (Patel, Brown, et al. 2010). Moreover,
daily oral doses of resveratrol at 0.5g or 1g during 10 to
21days were sufficient to obtain resveratrol and associated
metabolites concentrations in the gastrointestinal tract to
elicit anti-carcinogenic effects. Alternative administration
routes have been developed and tested for enhanced resver-
atrol systemic availability. In a randomized phase, I trial,
assessment of safety, pharmacokinetics, and pharmacody-
namics of micronized resveratrol was performed in CRC
patients with hepatic metastases eligible for hepatectomy
(Howells et al. 2011). Treatment was well tolerated and
plasmatic levels of resveratrol were increased as compared
to non-micronized formulations. Additionally, authors
reported a 39% significant increase of the apoptosis bio-
marker caspase 3, in malignant hepatic tissues with resver-
atrol treatment compared with tissues from the placebo group.

The tolerability of chemotherapy in association with BFCs
was also evaluated. In a randomized clinical study, 72
patients with metastatic CRC cancer received leucovorin,
5-fluorouracil, and oxaliplatin in combination with either
MB-6, a botanical preparation containing grape seeds and
curcumin extracts, or a placebo for 16 weeks (Chen et al.
2014). Patients’ follow-up (70 weeks after treatment) revealed
no significant difference in best overall response rate and
OS between groups. However, patients in the MB-6 group
exhibited a significant lower disease progression rate (0.0%
vs 15.8%, p=0.026). Moreover, no higher incidence of
adverse events was observed in the MB-6 group compared
to the placebo group. Curcumin was also tested in combi-
nation with FOLFOX in a phase I dose-escalation study
(James et al. 2015). Authors reported curcumin to be a safe
and tolerable adjunct to FOLFOX at doses up to 2 g daily.
Concordant results were recently combining FOLFOX with
oral curcumin (2g daily) or placebo (Howells et al. 2019).
Similar adverse event profiles were reported for both arms.
More randomized trials considering OS and progression-free
survival (PFS) as primary endpoints are needed to assess
the antitumor benefit of BFCs in CRC.

Limits and future directions

Overall BFCs research is a worthy research domain because
it holds promising chemopreventive or antitumor actions.
However, attention should be given to their hormetic prop-
erties that could defeat their benefits. Indeed, enhancement
of ROS production leading to antitumor effect was typically
reported for high doses or concentrations of BFCs but low
doses were cytoprotective. For instance, low concentrations
of resveratrol (1 to 10uM) enhanced the proliferation of
the HT-29 CRC cell line, while higher concentrations were
cytotoxic (San Hipolito-Luengo et al. 2017). Similarly, low
doses of capsaicin promoted metastasis of CRC cell lines in
vitro and in a murine preclinical model by triggering ROS
generation and activation of the Akt-mTOR pathway (Yang
et al. 2013). Similarly, in combination with 5-FU, a high
concentration of resveratrol (200puM) increased
chemotherapy-triggered apoptosis of the HCT116 cell line
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Table 1. Clinical trials interested in BFCs for chemoprevention and treatment of colorectal cancer.

Actual Reference
patients Administration way (ClinicalTrials.
Clinical trial title enrolment Patient type BFC and doses Main outcomes gov)
Phase | studies
A Pilot, Feasibility Study of 13 Patient with curcumin Induction by per os «  Determine the safety NCT02724202
Curcumin in Combination metastatic curcumin 500 mg using curcumin in
With 5FU for Patients With colorectal twice a day for patients with
5FU-Resistant Metastatic cancer that is 2weeks before metastatic colon
Colon Cancer not response to 6weeks of curcumin cancer
standard 5FU (same doses) and «  Overall Response
based therapies. 5FU (3 cydes)
Curcumin in Preventing 30 Patients with curcumin 5 capsules daily for «  Concentration of NCT00973869
Colorectal Cancer in Patients scheduled 14days (dose not curcumin in
Undergoing Colorectal colorectal indicated) before colorectal tissue after
Endoscopy or Colorectal endoscopy or colorectal endoscopy treatment
Surgery colorectal or colorectal cancer
cancer surgery surgery
Curcumin Chemoprevention of 40 Patients with curcumin Per os 4g curcumin « Gene expression NCT01333917
Colorectal Neoplasia diagnosed tablet daily x 28 + Ribonucleic acid
colorectal days before colorectal (RNA) level
Cancer biopsy «  Apoptosis
Effect of Curcumin on Dose 23 Patients with curcumin Per os Curcumin (1,2, 3, + Maximum tolerated ~ NCT01859858
Limiting Toxicity and advanced or 4g per day) for dose
Pharmacokinetics of Colorectal 4days prior to « Pharmacokinetics of
Irinotecan in Patients with Cancer irinotecan treatment irinotecan
Solid Tumors
Phase | Clinical Trial 7 Patients with curcumin Per os curcumin 3,6g - Concentration of NCT01294072
Investigating the Ability of diagnosed daily for 7 days or curcumin in normal
Plant Exosomes to Deliver colorectal curcumin conjugated and cancerous tissue
Curcumin to Normal and Cancer with plant exosomes . Safety and
Malignant Colon Tissue daily for 7 days tolerability of
curcumin alone
A Phase I/lla Study Combining 4 Patients with curcumin Per os curcumin at «  Completion of dose  NCT01490996
Curcumin (Curcumin Inoperable increasing doses escalation over 2
C3-Complex, Sabinsa) With Colorectal escalating to 29 cycles of therapy
Standard Care FOLFOX Cancer. during FOLFOX-based (Phase 1)
Chemotherapy in Patients chemotherapy and
with Inoperable Colorectal continued for the
Cancer. duration of the
chemotherapy course.
A Phase 1, Double-Blind, 9 Patients with Resveratrol 5g of oral SRT501 (or  « Safety, tolerability NCT00920803
Randomized Clinical Study colorectal placebo) once daily and pharmacokinetic
to Assess the Safety, cancer hepatic for 14days before profile of SRT501
Pharmacokinetics, and metastasis surgical removal of
Pharmacodynamics of hepatic metastases
SRT501 (Resveratrol) in
Subjects with Colorectal
Cancer and Hepatic
Metastases
Phase | Repeat-Dose Study 20 Patients with Resveratrol Oral administration « Pharmacodynamics  NCT00433576
of Resveratrol in Colorectal diagnosed 8days before of resveratrol
Cancer Patients: Tolerability, chirugicaly colorectomy (dose «  Concentrations of
Target Tissue Levels and removable and posology not biomarkers in
Pharmacodynamics colorectal given) tumoral and healthy
Cancer colorectal tissue
(Ki67 and COX-2
expression, M1G
concentration)
Resveratrol for Patients with 1 Patients with Resveratrol Resveratrol tablets at 20, - Test the hypothesis ~ NCT00256334
Colon Cancer diagnosed 80, or 160 mg/day that resveratrol
colorectal during 14 days before modulates Wnt
Cancer and surgical resection signaling in vivo in
planned for colon cancer and
surgical normal colonic
resection mucosa
Phase | Biomarker Study of 30 Healthy patients Resveratrol Seedless fresh red « Define the minimum NCT00578396
Dietary Grape-Derived Low and others grapes at 3 different dietary achievable
Dose Resveratrol for Colon polyphenols doses: 1lb/day, amount of

Cancer Prevention
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Actual Reference
patients Administration way (ClinicalTrials.
Clinical trial title enrolment Patient type BFC and doses Main outcomes gov)
Phase Il studies
Evaluate First Line Avastin/ 50 Colorectal curcumin Dietary supplement of - Progression free NCT02439385
FOLFIRI in Combination Cancer Patients nanostructured survival
with Curcumin-containing with lipid curcumin particle
Supplement in Colorectal Unresectable 100mg X 2 per 0s
Cancer Patients with Metastasis daily during Avastin/
Unresectable Metastasis FOLFIRI
chemotherapy
Phase Il Double Blind 56 Patients with curcumin Per os encapsulated 4g -  Cellular proliferation NCT00118989
Placebo-Controlled Trial of diagnosis for curcumin or placebo and apoptosis in the
Curcuminoids’ Effect on colon/rectal daily for 4months colonic mucosa
Cellular Proliferation, polyp resection, «  COX-2 expression
Apoptosis and COX-2 polypectomy and activity
Expression in the Colorectal
Mucosa of Subjects with
Recently Resected Sporadic
Adenomatous Polyps
Curcumin for Treatment of 44 Patients with curcumin Per os curcumin or « Polyp Number NCT00641147
Intestinal Adenomas in familial placebo twice a day - Polyp size
Familial Adenomatous adenomatous during 12months + Number of
Polyposis (FAP) polyposis participants with a
decrease in polyp
burden
Efficacy of Wholistic Turmeric 40 Patients with curcumin Per os 2g curcumin or  +  Polyp Number NCT03061591
Supplementation on Polyp familial placebo twice a day - Polyp size
Number and Size in Patients adenomatous during 6 months
with Familial Adenomatous polyposis
Polyposis A Randomized,
Double Blinded, Placebo
Controlled Study
A Randomized Double Blinded 45 Patient with T34 curcumin Per os curcumin twice a - Pathologic complete NCT00745134
Study of Curcumin with No,1,2 or day during weeks response
Pre-operative Capecitabine T2N1,2 1-11 of capecitabine/ - Change in curcumin
and Radiation Therapy adenocarcinoma radiation treatment level in tumor tissue
Followed by Surgery for of the rectum and serum
Rectal Cancer
Phase Ill studies
Phase Il Trial of Gemcitabine, 100 Locally advanced curcumin No information -« Tumor progression  NCT00295035
Curcumin and Celebrex in or metastatic
Patients with Metastatic colon cancer
__Colon Cancer
Other studies
The Effect of Plant Phenolic 130 Patients at average  curcumin, rutin Per os curcumin, rutin - Determine colonic ~ NCT00003365

Compounds on Human
Colon Epithelial Cells average risk for
development of

colon cancer

risk or above and
quercetin

or quercetin, twice a
day during 6 to
10 weeks

epithelium response
to plant phenolics
short term treatment

- Compare colonic
mucosal response to
plant phenolics with
their response to
sulindac

Current (October 2021) clinical trials registered on ClinicalTrials.gov and combining key words “colorectal cancer” and “resveratrol” or “curcumin” or “quercetin”

or “sulforaphane” or “capsaicin.”

(Chan et al. 2008). By contrast, lower doses (25 or 50 uM)
inhibited the pro-apoptotic action of 5-FU, especially in p53
proficient cells. In the same way, sulforaphane annihilated
resveratrol and capsaicin combined antitumor action in vivo
(Vendrely et al. 2017). Sulforaphane inhibited T cell-mediated
immune response, which may, in turn, interfere with check-
point inhibitors’ efficiency (Liang et al. 2019). Therefore,
BFCs association with conventional cancer therapies requires
a deep understanding of the positive or negative synergy of
combinations (Roell, Reif, and Motsinger-Reif 2017;
Fernando, Rupasinghe, and Hoskin 2019).

The recurrent concern about using BFCs in routine clin-
ical practice is their challenged bioavailability. A large

52

majority of compounds present low absorption rates or are
actively transformed into less potent metabolites by digestive
tract tissues and liver upon oral administration (Figure 3).
CRC may actually avoid this pitfall since non-metabolized
oral-given BFCs can reach the tumors. More work, com-
paring the toxic effects of BFCs according to administration
routes is however required.

To overcome bioavailability limits, researchers developed
various galenic formulations of BFCs. Encapsulation into
nanoparticles, either by physical, chemical, or physicochem-
ical methods were frequently tested, as recently reviewed
for polyphenols (Witika et al. 2021; Teng et al. 2021). The
antitumor effect of curcumin on CRC cell lines was enhanced
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Figure 3. Colorectal tumor anatomy allows direct intake of unmetabolized active BFCs after oral administration with entero-hepatic metabolization cycle shunt.
1. After oral administration, a part of the BFCs is metabolized by microbiota; 2. BFCs and metabolites can be directly uptake by normal intestine and colon
tissues but also by colorectal tumors; 3. Enterocytes metabolize a part of the BFCs and release BFCs and their metabolites into portal circulation to the liver;
4. After hepatic metabolization, BFC metabolites are released into the general blood circulation; 5. BFCs metabolites can reach either colorectal tumor or any
other tumor site through blood circulation. Unlike distant tumor sites receiving only metabolized non-active BFCs (blue path), colorectal tumors are directly
exposed to active non-metabolized BFCs (green path). This figure was made using Servier Medical Art support (https://smart.servier.com).

when encapsulated as Gemini surfactant nanoparticles
(Ebrahimi et al. 2021) and nano encapsulated
chrysin-curcumin combination showed a synergistic antitu-
mor effect on the SW480 CRC cell line (Bagheri, Sanaat,
and Zarghami 2018). This synergy was not observed with
the free forms. Similarly, synthetic quercetin-caffeic-acid
phenethyl ester co-loaded nanoparticles exhibited stronger
anti-proliferative, anti-migration, and apoptotic properties
than the free form of the combination (Colpan and Erdemir
2021). Recently, nanoparticles were used to combine cur-
cumin with a silencer of the long non-coding (Inc) RNA
colon cancer-associated transcript-1 (CCAT1) involved in
CRC oncogenesis (Jia et al. 2021). The authors reported the
synergistic anti-proliferative effect of the encapsulated com-
bination better than drugs encapsulated individually. Thus,
encapsulation can both enhance antitumor activity (by
increasing bioavailability) as well as synergism of BFCs.

Excluding curcumin, for which several clinical studies have
been carried out, BFC inclusion in clinical trials remains lim-
ited, and this is despite intense academic research. We believe
that considering the high cost of clinical trials, the unpatented
availability of BFCs is not attractive for pharmaceutical com-
panies or private promoters. Patents may become possible
with the development of new galenic forms or combination
treatments. The time gap between basic research and clinical
transfer is to deplore, especially for the patients, for whom
the benefit may be important.

The toxicity of radiotherapy and chemotherapy is a major
concern for oncologists and patients. Unlike standard treat-
ments, BFCs do not induce major systemic toxicity, as shown
by numerous phase I and II clinical trials. Surprisingly, very
few studies explored this absence of toxicity on healthy cells
compared to their tumor cell counterparts. Curcumin exerted
a greater pro-apoptotic impact on hepatocarcinoma cell lines
compared to healthy hepatocytes (Syng-Ai, Kumari, and Khar
2004), in close relation with intrinsic levels of the radical

scavenger Glutathione. Curcumin also differentially modulated
morphologic and elastic properties of mammalian cancerous
and normal epithelial cells with a selective negative impact
on tumor cells (Saab et al. 2013). In the same way, resveratrol
was pro-oxidative in human astrocytoma cells, but not in
primary healthy astrocytes (Gran et al. 2021). Thus, some
BFCs exert tumor-specific cytotoxicity while sparing surround-
ing healthy tissue. This interesting property reinforces the
cause of using BFCs in cancer, as reviewed for resveratrol
(Mortezaee et al. 2020). Moreover, in combination with con-
ventional treatments, BFCs could help maintain tumor control
for fragile or comorbid patients necessitating treatment
de-escalation. For instance, the combination of resveratrol and
capsaicin associated with a gemcitabine dose reduced by 1/3
rescued the full dose anti-tumor effect (Vendrely et al. 2017).

In conclusion, the mechanisms ruling BFCs chemopro-
tective and antitumor activities in CRC are still unclear,
especially accounting for their systemic metabolism and
tumor bioavailability. Another important aspect of their use
will no doubtedly explore pharmaceutical and galenic devel-
opments to optimize their oral bioavailability. Despite this,
the current state of knowledge positions BFCs as important
players for preventing and treating CRC, particularly because
they are part of most diets, and because they do not carry
systemic toxicity. However, clinical studies are still needed
to fully reveal their health potential.
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I - ¢ -2 BFCs et cancer du pancréas

a - Etudes in vitro

Les propriétés antitumorales des BFCs et la plupart des mécanismes cellulaires associés sont
communs a de nombreux cancers, y compris le PDAC. L’action pro-oxydante de divers BFCs a
été mise en évidence dans plusieurs lignées tumorales pancréatiques [155,156]. On observe
des niveaux de stress oxydant et de ROS importants dans les tumeurs pancréatiques [157].
Ces changements métaboliques sont exploités par la tumeur et vont participer a la
progression tumorale [158]. Les BFCs, de par leur capacité a générer un important stress
oxydant, pourraient surpasser les capacités de protection et de contréle des cellules
tumorales pancréatiques et induire la mort cellulaire. Un effet pro-apoptotique associé, avec
déséquilibre du ratio Bax/Bcl2, a également été mis en évidence dans plusieurs lignées
pancréatiques traitées par le resvératrol [159]. De maniere intéressante, cette méme étude
mettait en évidence un effet plus prononcé du resvératrol sur les cellules cancéreuses en
comparaison d’une lignée normale. La méme observation a été faite par notre équipe suite
au traitement de lignées pancréatiques tumorales ou non par du resvératrol, du sulforaphane
ou de la capsaicine [160].

Outre leur action cytotoxique et pro-apoptotique, les BFCs sont également capables
d’interférer avec le processus d’invasion tumorale des cellules pancréatiques. La curcumine
est capable d’inhiber le phénomeéne de transition épithéliomésenchymateuse (EMT) et les
capacités migratoires de cellules tumorales pancréatiques. Cet effet passe notamment par
I'inhibition des cellules pancréatiques étoilés du microenvironnement tumoral et la baisse de
leur sécrétion d’IL-6 [161]. Le resvératrol est lui aussi capable d’inhiber le phénoméne d’'EMT
de cellules BxPC-3 et PANC-1 via l'inhibition des voies PIK3-Akt et NF-kB [162].

Un autre mécanisme antitumoral des BFCs décrit dans de multiples types tumoraux est
I'atteinte spécifique des cellules souches cancéreuses (CSC) [163—165]. Selon la molécule
étudiée et le type cancéreux, plusieurs mécanismes ont pu étre identifiés. Le resvératrol
impacte par exemple les propriétés souches des CSC et aboutit a une baisse de I'invasion

tumorale, notamment en inhibant I'expression du facteur d’autophagie NAF-1 [166].
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De nombreuses études mettent en avant les propriétés sensibilisantes des BFCs via a vis des
thérapies anticancéreuses conventionnelles du PDAC. Notre équipe a démontré qu’un
traitement combiné par resvératrol, capsaicine et gemcitabine a dose réduite présentait le
méme effet antitumoral que la pleine dose de gemcitabine seule [160]. Le resvératrol seul a
également été décrit comme capable de sensibiliser les cellules tumorales pancréatiques a la
gemcitabine, notamment via linhibition de NAF-1 suite a l'activation de la voie Nrf2
dépendante des ROS [167]. Cette observation a été reproduite dans un modele murin de PDAC
[168]. Dans une autre étude, la curcumine permettait une potentialisation de I'action pro-
apoptotique de la gemcitabine et du docetaxel sur des lignées tumorales pancréatiques [169].
En paralléle, I'association de curcumine a la chimiothérapie aboutissait a une inhibition
importante des phénomenes d’invasion et de migration cellulaire.

L'effet radiosensibilisant de la curcumine a été exploré récemment [170]. Les auteurs
rapportent un effet radiosensibilisant de la curcumine sur la lignée radiorésistante PANC-1,
absent de la lignée radiosensible MiaPaCa-2. L'effet radiosensibilisant des BFCs pourraient

donc bénéficier aux tumeurs les plus radiorésistantes.

Si I'effet antitumoral et radiochimiosensibilisant des BFCs a maintenant été largement
démontré, la biodisponibilité faible de ces molécules apres administration orale reste un
obstacle majeur a leur utilisation en pratique clinique [171]. De nombreuses études tendent
donc a développer des formes galéniques nouvelles, permettant |'obtention de doses
intratumorales actives [172]. En particulier, les approches d’incorporation ou de couplage a
des nanoparticules semblent prometteuses pour le cancer pancréatique [173]. Dans une
publication récente, les auteurs comparent I’effet antitumoral du resvératrol sous forme libre,
nano-émulsionné, ou couplé a des billes d’or [174]. L'effet antiprolifératif des 3 formes a été
confirmé par les auteurs avec un avantage pour la forme émulsionnée. Cependant, il est
dommage que les biodisponibilités respectives du resvératrol pour les 3 formes n’aient été
comparées. L'effet chimiosensibilisant de la curcumine sous forme liposomale pégylée PH-
sensible a également été évalué sur un modeéle tumoral pancréatique. Les auteurs rapportent

des concentrations de gemcitabine intracellulaire augmentées ainsi qu’un effet antiprolifératif
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synergique entre la curcumine et la chimiothérapie. Ces effets étaient plus importants pour la
forme liposomale que pour la forme libre de la curcumine [175]. De plus, la forme liposomale
réduisait la sensibilité de la curcumine au pH et augmentait ainsi sa stabilité. Enfin, la
nanoencapsulation de curcumine et d’hydroxytyrosol a l'aide d’acide poly lactide-co-
glycolide-co-polyacrylique permettait I'obtention d’effets apoptotiques et antiprolifératifs
plus marqués sur la lignée pancréatique tumorale PANC-1, en comparaison de leur formes
libres [176]. Le développent et la mise au point de ces nouvelles formes galéniques doit
maintenant se poursuivre par des études de biodisponibilité chez I'animal puis ’homme, avant

de pouvoir espérer une évaluation clinique de leur intérét pour la prise en charge du PDAC.

b - Etudes précliniques

Plusieurs travaux ont permis de valider les effets antitumoraux et chimio ou
radiosensibilisants des BFCs sur des modeles animaux de PDAC, y compris sur des modeles
orthotopiques. Ainsi, un traitement oral par resvératrol, a différentes doses et pendant 6
semaines, permettait I'obtention d’une réduction de la croissance tumorale dose-dépendante
dans un modeéle de murin greffé orthotopiquement avec des cellules PANC-1 [177]. Ce
phénoméne était associé a une inhibition de la phosphorylation des protéines ERK, PI3K, AKT,
FOXO1 et FOX03a ainsi gu’a une activation de I'apoptose. Aucune toxicité du traitement n’a
été mise en évidence. La quercétine est également capable de réduire la progression tumorale
pancréatique. Un traitement oral par quercétine d’'une durée de 1 mois a permis d’obtenir
une réduction de la progression tumorale et métastatique de souris greffées en sous-cutané
avec des cellules PANC-1 [178]. Les auteurs ont rapporté une inhibition importante de la voie
Sonic Hedgehog (SHH) induite par le traitement et dépendante du facteur Gli2. Des formes
galéniques nouvelles pour I'administration optimisée des BFCs ont également été testées in
vivo. Une équipe américaine a administré a des souris transgéniques PDAC LSL-Kras G12D/+;
Pdx-1 Cre/+, une formulation combinant de la curcumine, du sulforaphane et de I’aspirine, au
sein de nanoparticules couvertes au chitosane, durant 20 semaines [179]. Un effet
chimiopréventif du traitement était rapporté par les auteurs avec une réduction significative

de lI'incidence (83.4% ; P<0.01) des PanIN pour les groupes traités, en comparaison du groupe
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témoin. L3 encore, aucune toxicité additionnelle du traitement n‘était observée. En
association a la gemcitabine, une formulation de curcumine sous forme de nanoparticules
d'oxyde de fer superparamagnétiques permettait une potentialisation de [I'effet
antiprolifératif et anti-métastatique de la chimiothérapie dans un modéle murin orthotopique

de PDAC [180].

Enfin, la possibilité pour les cellules tumorales pancréatiques de développer une résistance
aux BFCs, comme cela est possible pour la chimiothérapie, a été exploré in vitro et in vivo
[181]. Aprés une exposition de cellules de lignée BXPC-3 a des doses croissantes de
gemcitabine, de sulforaphane et de quercétine pendant plus de 1 an, les clones survivants ont
été isolés. Si les clones survivants a la gemcitabine présentaient une résistance compléte lors
d’'une nouvelle exposition, les clones survivants a la quercétine avaient conservé leur
sensibilité initiale. Les clones survivant au sulforaphane présentaient une sensibilité
intermédiaire et un effet différentiel était observé a des doses élevées. A la différence de la
chimiothérapie, I'exposition prolongée de la tumeur pancréatique aux BFCs ne semble donc
pas engendrer de mécanisme de résistance majeur. Cette observation est cruciale dans

I'optique de traitements prolongés des tumeurs par ce type de molécules.

c - Protocoles cliniques

Al'instar de nombreux autres cancers, trés peu de protocoles cliniques testant I’effet des BFCs
sur le cancer pancréatique ont été jusqu’ici mis en ceuvre, en comparaison des tres
nombreuses études menées sur des modeles cellulaires ou murins. L’identification d’un effet
antiprolifératif et pro-apoptotique synergique de la curcumine et du celecoxib [182] a
notamment abouti a la mise en place d’une étude de Phase lll, incluant des patients atteints
de PDAC avancés ou métastatiques et combinant un traitement par gemcitabine, celecoxib et
curcumine (NCT 00486460). Plus récemment, le potentiel effet chimiosensibilisant du
sulforaphane a été évalué (NCT 01879878, [183]). Les quelques essais référencés n’ont pour

le moment diffusé aucun résultat.
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I - C- 3 Radiosensibilisation des cancers pancréatiques et colorectaux par I'utilisation de BFCs

Si beaucoup d’études s’intéressent aux effets chimiosensibilisants des BFCs [184], et en
particulier pour les tumeurs de la sphére digestive [185-188], celles décrivant une
radiosensibilisation sont nettement moins nombreuses. Le rationnel de cette approche se
base d’une part sur la capacité des BFCs a générer un important stress oxydant et d’autre part
sur les mécanismes cellulaires a la base de I'impact radiobiologique. En effet, les BFCs utilisées
a des doses élevées peuvent induire des effets pro-oxydants, associés a une augmentation de
la production intracellulaire de ROS. En paralléle, I'action antitumorale des rayonnements
ionisants (RI) passe principalement par la génération de ROS, capables secondairement

d’induire des dommages a I’ADN et aux macromolécules [189].

a - Bases physico-chimiques et biologiques de la radiothérapie

Les concepts de base de la radiobiologie comprennent les hypothéses de Bergonié et
Tribondeau [190], qui ont démontré au début du 20°™ siécle que toutes les cellules
immatures, indifférenciées et en division active étaient plus radiosensibles. Leur exposition a
des Rl provoque des lésions ou leur mort. Les cellules matures, différenciées et ne se divisant
pas activement sont par contre plus radiorésistantes. Une cellule radiosensible sera plus
encline a mourir apres une exposition a un Rl qu'une cellule radiorésistante [190]. Les effets
biologiques des Rl sur les cellules tumorales et saines ont d’abord lieu au niveau moléculaire

et se répercutent par la suite au niveau cellulaire.

a — 1 Effets des rayonnements ionisants au niveau moléculaire

Les interactions des rayonnements avec les constituants cellulaires sont soit directes soit
indirectes. Dans le cas d’une interaction directe, les macromolécules d'une cellule (protéines
ou ADN) sont touchées par le rayonnement ionisant, ce qui va engendrer une ou plusieurs
modifications chimiques, principalement par ionisation. Cependant, |'effet délétere des

rayonnements sur les macromolécules passe principalement par des interactions indirectes
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aprés radiolyse des molécules d’eau [191]. En effet, 'eau représentant le constituant
majoritaire d’une cellule, I'exposition au rayonnement génere une quantité importante
d’especes réactives de I'oxygéne ou radicalaires (Figure 8). Lors de la phase physique, c’est-a-
dire immédiatement aprés l'interaction du rayonnement avec la matiere, 2 réactions
distinctes peuvent se produire : L’excitation et I'ionisation. L’excitation conduit a la formation
d’une molécule d’eau excitée alors que l'ionisation génére une molécule d’eau ionisée et un
électron. Lors des phases physico-chimique et chimique qui suivent, d’autres réactions ont
lieu et aboutissent a la production d’un pool d’espéces réactives et radicalaires diverses. Les
radicaux hydroxyles peuvent par exemple se recombiner pour former du peroxyde
d'hydrogene, composé oxydant tres instable et capable de se combiner a divers composés

organiques tels que les protéines, lipides et acides nucléiques

Les antioxydants, qui ont fait I'objet de nombreuses recherches et qui sont largement mis en
avant par les industries alimentaires et cosmétiques, peuvent bloquer la recombinaison des
hydroxyles en peroxyde d'hydrogene ou inactiver les ROS. C'est I'une des défenses de
I'organisme vis-a-vis du stress oxydant généré par les Rl mais également par d’autres facteurs
extérieurs. Pour cette raison, les antioxydants font I'objet d'une grande attention en tant

gu'agents chimiopréventifs [192].

Que l'effet soit direct ou non, les anomalies générées sur I’ADN comprennent des cassures

simple ou double brin, la génération de sites abasiques et de bases modifiées ou encore des

pontages ADN-protéine ou ADN-ADN (Figure 9) [193].
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Figure 8 : Les 3 phases de la réaction de radiolyse de I’eau par les rayonnements ionisants. La phase
physique, qui est atteint environ 1 fs aprées l'interaction initiale entre la matiere et le rayonnement
ionisant, consiste en un dépo6t d’énergie suivi de processus de relaxation rapides. Ceci conduit a la
formation de molécules d’eau ionisées (H20+), de molécules d’eau excitées (H20*) et d’électrons (e
). Au cours du stade physico-chimique (10°-10? s), de nombreux processus se produisent aboutissant
notamment a la génération de dihydrogéne (H,) et de radicale hydroxyle (OH-). Enfin, lors de la phase
chimique (1012-10°5s) les espéces diffusent. Ils peuvent ainsi réagir les uns avec les autres (pour former
du peroxyde d’hydrogéne par exemple / H,0,) et avec les molécules environnantes. (Adapté d’aprées
La Caér., Water, 2011).
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Figure 9 : Les différents types de dommages a I’ADN générés par les rayonnements ionisants. (Adapté
d’aprés Kavanagh & al., Antioxidants and Redox Signaling, 2013).

a— 2 Prise en charge et réparations des dommages a I’ADN

Les dommages a I’ADN représentent le mécanisme d’action principal des Rl sur les cellules
tumorales. Pour survivre, la cellule devra mettre en ceuvre divers mécanismes de réparation
des dommages a 'ADN. L'irradiation induit I'activation de plusieurs voies de signalisation
régulant I'expression génique et le cycle cellulaire afin de permettre entre la réparation des

altérations de I’ADN.
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Les cellules se divisant activement sont plus radiosensibles que celles qui ne se divisent pas.
Le cycle cellulaire d’une cellule proliférant activement comprend 4 phases : la phase G1 au
cours de laquelle la cellule se prépare a la réplication de I'ADN ; la phase S durant laquelle
I'ADN le contenu en ADN est répliqué ; et la phase G2 au cours de laquelle la cellule se prépare
a la mitose La phase M ou mitose, au cours de laquelle la cellule se divise en deux ; La phase
M, durant laquelle les chromosomes sont condensés et appariés dans une zone restreinte, est
la phase ou la cellule est la plus radiosensible. L'augmentation du volume chromatinien
observé dans les cellules cancéreuses pourrait également expliquer leur radiosensibilité

supérieure a celle des cellules normales [194].

Bien que générés a une fréquence faible en comparaison des autres types de dommages, les
cassures double-brin représentent le dommage le plus délétere pour la cellule, notamment
de par la complexité des mécanismes de réparation a mettre en ceuvre pour sa correction.
Deux mécanismes majeurs sont classiquement décrits : La jonction non homologue des
extrémités ou « Non Homologous End Joining » (NHEJ) et la recombinaison homologue (Figure
10). Le NHEJ met en jeu un complexe DNA-PK, composé d’un I'hétérodimére Ku70/Ku80 et de
d’'une protéine DNA-PKcs. Ce complexe détecte la cassure double-brin et permet le
recrutement d’une nucléase qui procede a la résection des extrémités simple-brin situées de
part et d’autre de la breche. Une ligase permet enfin la jonction des 2 brins. Lors de cette
étape de résection, une perte d’information génétique peut se produire, rendant le

mécanisme de réparation par NHEJ non-fidele [195].
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Figure 10 : Les voies de réparation des cassures double-brin de 'ADN. (Adapté d’aprés Brandsma &
al., Genome integrity, 2012).
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En revanche, la recombinaison homologue présente une compléte fidélité puisqu’elle permet
la synthése a l'identique de la séquence d’ADN coupée. Pour ce faire, elle utilise comme
modeéle I'alléle intacte présent sur la chromatide sceur ou le chromosome homologue. La
premiere étape de la recombinaison homologue implique le complexe MRN (Mrel1-RAD50-
NBS1). L'activité nucléase de Mrell effectue la résection 5’-3" des extrémités de la cassure.
Les protéines RPA et Rad52 viennent alors se fixer sur les extrémités 3’ afin de les protéger
des exonucléases. Sous le controle des facteurs BRCA1 et BRCA2, la protéine RAD51 est
activée et va recruter les séquences homologues sur la chromatide sceur appariée. Enfin, les
polymérases interviennent et synthétisent la séquence manquante en prenant comme
matrice la séquence homologue intacte sur la chromatide sceur [196]. La phase du cycle
cellulaire au moment de l'irradiation influe sur le type de mécanisme mis en jeu pour la
réparation de I’ADN. En phase G1, c’est le phénomeéne NHEJ de va prédominer alors qu’en
phase S et G2/M, la recombinaison homologue est favorisée du fait du rapprochement des

chromosomes homologues [195].

a — 3 Effets des rayonnements ionisants au niveau cellulaire

Apres une exposition aux rayonnements ionisants, les lésions cellulaires peuvent aboutir a 2
scénarios différents : un retard de la division cellulaire ou une mort cellulaire induite soit par
mort interphasique, mettant en jeu le processus apoptotique, soit par un échec de

reproduction immédiat ou apres plusieurs divisions.

Dans le cas d'un retard de division, la division mitotique est retardée mais voit sa fréquence
se normaliser dans les divisions suivantes. Ce phénomeéne est observé pour des doses
supérieures a 0,5 Gy et jusqu'a environ 3 Gy. A plus de 3 Gy le taux de mitose ne se rétablit

pas et la cellule meurt.

La mort cellulaire induite par les rayonnements impliqgue 2 mécanismes distincts. Le premier
est 'apoptose, également appelée mort cellulaire programmée [197]. L'apoptose sert de

mécanisme de protection pour I'élimination des cellules fortement endommagées et donc
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potentiellement mutées d'une population cellulaire irradiée. Les cellules subissant I'apoptose
comme conséquence immédiate des dommages causés par les rayonnements meurent
généralement en interphase dans les quelques heures qui suivent l'irradiation, sans mitose
intermédiaire et indépendamment de celle-ci. Elles présentent des modifications
morphologiques distinctes, notamment la perte de la structure nucléaire normale et la
fragmentation de I'ADN. Les premiéres données suggéraient que |'apoptose radio-induite
dépendait de l'activité fonctionnelle du gene p53, mais il est rapidement devenu évident que
des voies indépendantes de p53 étaient également impliquées, comme celle médiée par la
famille Bcl-2/BAX [198], qui convergent toutes vers |'activation des caspases [199]. Un modeéle
d’apoptose dépendante de p53 implique l'induction transcriptionelle de geénes liés a
I'oxydoréduction aboutissant a la formation de ROS et conduisant a la mort cellulaire par
stress oxydatif [200]. Bien que les lésions a I’ADN jouent un réle majeur dans le déclenchement
de la réponse apoptotique [201,202], certaines études suggérent un role des lésions
membranaires et des voies de signalisation extranucléaires impliquant des tyrosine kinases

[203].

Un autre mécanisme potentiel d'élimination des cellules fortement endommagées d'une
population irradiée est l'induction d'un arrét du cycle cellulaire irréversible en phase G1/S
[204]. Cet arrét est dépendant de p53 et d'ATM [205], puisqu’aucun arrét ne se produit apres
irradiation de cellules homozygotes ATM-/- [204], ni de cellules p53-/- [205]. L'activation de
la voie p53/p21 suite aux dommages causés par les Rl dans certaines cellules tumorales
humaines supprime également la progression des cellules en phase G1 vers la phase S et
stimule la mort cellulaire apoptotique [206,207]. Au contraire, la surexpression de lI'oncogéne
c-MYC permet d’atténuer cet effet [208]. L'absence d'arrét en G1 pourrait étre a I'origine de
I'instabilité génétique observée dans les des cellules p53 déficientes ; Ainsi, des cellules
présentant des altérations génétiques importantes progresseront dans le cycle cellulaire et

continueront a proliférer plutot que de s'arréter en G1 et mourir.

Le deuxieme mécanisme de destruction des cellules est I'échec de la reproduction induit par

les rayonnements. A des doses suffisantes, les rayonnements peuvent inhiber la mitose et la
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prolifération cellulaire. Ce phénomene peut se mettre en place immédiatement ou aprés
plusieurs cycles de duplication. Ainsi, les effets des Rl chez I'étre humain se produisent
principalement dans les tissus dont le taux de renouvellement cellulaire est élevé et qui sont
caractérisés par une grande activité proliférative. Il s'agit notamment de tissus tels que la

moelle hématopoiétique et les muqueuses digestives.

Hypothese de travail :

Les BFCs et la radiothérapie partagent donc des mécanismes d’action communs notamment
la génération de ROS et de stress oxydant. L’association de BFCs et de Rl pourrait donc aboutir
a une amplification de la génération de ROS et une action antitumorale majorée. La
radiothérapie fait partie de I'arsenal thérapeutique pour la prise en charge des cancers du
pancréas et du rectum. Dans ce contexte, nous avons exploré I'action radiosensibilisante
d’une association de 2 BFCs sur ces 2 types tumoraux, pour lesquels nous possédons une

expertise biologique et clinique.
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|| Résultats :

Il — 1 Radiosensibilisation de I'adénocarcinome pancréatique canalaire par les

BFCs : Article original
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) remains one of the deadliest cancers because it is highly resistant to
Resveratrol every available therapeutic strategy, in particular conventional chemotherapy or radiotherapy (RT). Sensitizing
CBP_SaiCin tumor cells to existing treatments remains a good option to obtain fast and applicable results. Considering that
Radiotherapy ionizing radiations induce radiolysis-derived reactive oxygen species (ROS), we hypothesized that ROS-inducing
Pancreatic ductal adenocarcinoma . . i p

DNA repair bioactive food components (BFCs) could exacerbate ROS-related cell damages, including DNA double stranded

breaks (DSBs), leaving the cellular ROS scavenging systems overwhelmed, and precipitating tumor cell death.
Combination of resveratrol and capsaicin radiosensitized radiosensitive tumor cells, but RT did not increase BFC
combination toxicity in radioresistant tumor cells. BFC addition to RT increased ROS production and led to
significant tumor volume reduction in xenografted mouse preclinical model. Strikingly, BFCs inhibited RT-in-
duced DNA damage molecular response by strongly limiting the first steps of DSB repair, and by keeping cells in
cell cycle, provoking exacerbated intrinsic apoptosis. This study positions BFCs as potent radiosensitizers when

combined, and identifies an actionable molecular pathway by resveratrol and capsaicin combination.

1. Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is associated with a poor
prognosis, since the 5-year global survival rate remains under 10% [1].
Given an increased incidence over the last decades, PDAC is becoming a
major public health issue and is projected to become the second cancer
killer in 2030 [2]. This poor prognosis can be explained by the late
diagnosis due to aspecific symptomatology but also by PDAC resistance
towards conventional treatments as chemotherapy and radiotherapy
[3]. Such innate and acquired resistances most probably come from the
multiple genomic aberrations found in PDAC. Indeed, more than 60
different mutations and 10 dysfunctional pathways have been identified
by large scale high-throughput analyses [4], conferring multiple sur-
vival options to the tumor cells. Initially based on knowledge of PDAC,
studies have tested clinically or are still evaluating radiosensitizing
compounds inhibiting key oncogenic cell pathways such as ras, raf,

EGFR and IGFR1 or modulating immune environment, with conflicting
results or toxic issues [5]. Thus, no specific radiosensitizers is currently
admitted for PDAC, apart from 5-fluorouracil (5-FU) or gemcitabine,
albeit with very limited success [6]. Exposure to ionizing radiations
induces a variety of DNA lesions, of which DNA double-stranded breaks
(DSB) are the most lethal, and, if left unrepaired, lead to genomic in-
stability or cell death. This is why several pathways have been proposed
to contribute to radioresistance, mostly involved in DNA repair [7].
Thus, it is very worthy to target DNA damage/repair pathways to in-
crease RT-induced cell death. As conventional therapeutic approaches
have been disappointing in PDAC, we looked for alternatives in the
emerging field of BFCs. BFCs are physiologically active constituents in
food or dietary supplements, including those that meet basic human
nutrition needs, that have been demonstrated to have a role in health
and to be safe for human consumption for intended food and dietary
supplement uses (the American Dietetic Association). Among BFCs,
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Abbreviations

PDAC  Pancreatic ductal adenocarcinoma

BFCs Bioactive Food Components or Compounds
ROS Reactive Oxygen Species

CsC Cancer Stem Cell

FOLFIRINOX Association of Oxaliplatin, Irinotecan and 5
Fluorouracile

Half maximal inhibitory concentration
Capsaicin

1C50
C

R Resveratrol

RT Radiotherapy

DSBs Double Stranded Breaks

5FU 5 Fluoro-Uracile

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated

Chk checkpoint kinase

EMT Epithelial to Mesenchymal Transition
ATR ATM and Rad3-related

Con control treated with vehicle

resveratrol (a member of the stilbene family) and capsaicin (a vanilloid
compound) had shown promising results on PDAC cell lines, by in-
creasing Reactive Oxygen Species (ROS) production, and by po-
tentiating chemo and/or radiotherapy [8]. We found that combination
of resveratrol and capsaicin potentiated a reduced dose of gemcitabine,
resulting in full effect recovery of high dose of gemcitabine, in a pre-
clinical mouse model [9]. As BFCs, radiotherapy induces ROS produc-
tion. Therefore, using several BFCs as an induction or a combination
treatment with RT might overwhelm tumor cells in scavenging ROS,
resulting in increased cell death. As we already showed that resveratrol
and its analogues in combination with capsaicin increased che-
motherapy toxicity, we ought to test whether this approach was valid
for radiosensitization.

2. Materials and methods
2.1. Animals and cell lines

The 8 to 12 week-old Swiss Nude male mice (Charles River, Saint-
Germain-sur-’Arbresle, France) were housed at the University of
Bordeaux animal facility A2, according to the rules and regulations of
the Institutional Animal Care and Use Committee (agreement number
B33-063-916). Pancreatic cell lines origins have been described earlier
[10]. Genomic KRAS PCR amplification and sequencing were carried
out to control the identity of the cells [11]. Their homozygous or het-
erozygous status WT or mutant towards KRAS mutation was confirmed
on a regular basis on sampled genomic DNA by droplet digital PCR
(ddPCR™ KRAS G12/G13 Screening Kit, Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,
France). Human primary fibroblasts were obtained from mammoplas-
ties after the patients had given written consent. Cell culture was car-
ried out as already described [9]. Resveratrol (R), and capsaicin (C)
were from Sigma Aldrich. Highly concentrated solutions (200 mM each)
were prepared in ethanol.

2.2. Invitro cell survival assay and cell irradiation

Cells were plated at 7 x 10 cells per well in 96-well plates. The day
after, resveratrol and capsaicin alone or in combinations at their IC50,
1C50/2 or IC50/4 were applied in the morning. Plates were irradiated
with 2-8Gy delivered by a linear accelerator (Elekta™) using 6 MV
photons. Cells were kept in culture for an additional 72 h before cell
viability was measured as already described [9]. Each point was done at
least in quadruplet. Each experiment was repeated at least twice.

2.3. Protein extraction and western-blotting

Protein extracts from tumors of xenografted Capan-2cells and
western blotting were performed as already described [10]. The fol-
lowing primary antibodies were used: anti-Phospho-ATM, anti-
Phospho-yH2A.X, anti-Phospho-p53 (serl5), anti-Phospho-Chk1, anti-
phospho-Chk2, anti-Bax, anti-Bcl2 (Cell Signaling).
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2.4. ROS detection after irradiation

For ROS detection, cells were seeded in 12-well plate (2 x 10° cells
per well), 24h before the experiment. Cells were washed in PBS and
incubated for 30 min at 37 °C with Dichloro-dihydro-fluorescein dia-
cetate (DCFH-DA) (DCFDA Cellular ROS Detection Assay, Abcam,
113851), then treated with single BFCs or combinations at their IC50
and/or irradiated with a 6Gy dose. Percentages of fluorescent cells were
examined by flow cytometry (BD FACSCanto II Flow Cytometer
#338962).

2.5. Xenografts of the Capan-2 cells

Mice were injected subcutaneously with 8 X 10°cells in 100 pl
serum-free medium in the right and the left flanks. When the tumors
reached about 100 mm?, mice were given BFCs or vehicle by gavage, 3
times a week. Resveratrol dose was 50mg/kg and capsaicin dose was
5mg/kg. Control mice were administrated with ethanol (2% v/v in
PBS). The same day mice were fed the BFCs, they were irradiated with
2Gy per fraction delivered using 6 MV photons on a linear accelerator
(Elekta™). Treatment tolerance was evaluated with the Lloyds’ distress
animal scoring system [12]. Resected tumors were weighed between 19
and 21 days after starting the treatments.

2.6. Histology and morphometric analysis

Tumors were collected, fixed in 10% normal buffered formalin, and
sectioned (4 pm sections) after paraffin embedding. Slides (10 slides per
group) were stained with trichrome masson stain to highlight fibrosis
(appearing green). on. Pictures were taken at X 100 magnification, and
percentages of fibers were evaluated by 2 distinct operators. Pictures
were taken under an inverted Nikon Microscope (Eclipse Ti Nikon,
Champigny sur Marne, France). They were treated the NIS-Elements
Nikon software, connected with a video camera. Tumor necrosis and
atypical nuclei were determined by a trained pathologist of Bordeaux
University Hospital (GB) (10 slides per group). Cellularity was quanti-
fied on fluorescence images by counting the number of nuclei (stained
with DAPI) per field (n = 1566, n = 1853, n = 1577, for CT, RT and
RT + BFCs groups, respectively). KI67 stain was performed by im-
munohistochemistry with anti-KIG7 primary antibody (Leica) and anti-
mouse secondary antibody (Dako). Number of KI67-positive nuclei over
total nuclei was counted on pictures (total cell number n 1746,
n = 877,n = 1385, for CT, RT and RT + BFCs groups, respectively).

2.7. Statistical analysis

Statistical tests were performed using the Graph-Pad Prism software
(6.04, GraphPad). In vitro results are expressed as mean * SD, ana-
lyzed by unpaired, bilateral Student's t tests. Results in vivo are ex-
pressed as mean *= SEM, analyzed by 2-tailed Mann-Whitney test or
unpaired t-test with Welch's correction (fibrosis and necrosis).
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3. Results

3.1. Combination of BFCs radiosensitizes radiosensitive pancreatic tumor
cells in vitro

To assess tumor cell line sensitivity to X-rays irradiation, the Capan-
2 cells were irradiated with increasing doses of X-rays and cell survival
was determined 48, 72 or 96 h after irradiation. The maximal dose-
response cytotoxicity was obtained 72h after irradiation (Fig. 1A).
Next, we found that Capan-2 and BxPC3- cells were sensitive to irra-
diation with lethal dose 50 (DL50) around 4Gy and 6Gy respectively. By
contrast, PANC-1 and Mia PaCa-2 cells were radioresistant (Fig. 1B).

To determine whether irradiation and combination BFCs (resvera-
trol and capsaicin) could have additive effects, we determined the best
combination concentration allowing further measurable radiotoxicity.
We chose to work on one radiotherapy-sensitive cell line to (Capan-2)
and one resistant cell line (PANC-1). BFC combination cytotoxicity
using resveratrol and capsaicin inhibitory cytotoxic dose 50 (IC50) was
too strong to see any additive effect of irradiation. We tested combi-
nation treatment at IC50/2 and IC50/4 and found that the best option
was to treat the cells with BFCs at half of their IC50, leading to about
50% cell cytotoxicity (p < 0.001 as compared to control condition).
Next, we treated the cells with BFCs (IC50/2), or BFCs alone (IC50) and
radiotherapy (RT, 6Gy). For Capan-2 cells, we found that each BFC used
alone could significantly sensitize cells to RT (Fig. 2, p < 0.001 when
comparing RT alone to RT + R or C). Combination treatment, even at
1C50/2 had a significant stronger effect (p < 0.001 when comparing
BFCs and BFCs + RT). For the PANC-1 cell line, combination of BFCs
without RT was toxic, however no radiosensitization was evidenced.

Thus, RT cytotoxic effect was increased by combination of BFCs for
radiosensitive cells but not for radioresistant cells in vitro.

3.2. Combination of BFCs increases radio-induced reactive oxygen species
(ROS) production in vitro

We previously demonstrated that combination treatment increased
ROS production in Capan-2cells [9]. As X-Rays irradiation induces the
production of ROS, we hypothesized that combination treatment of
BFCs and RT could exacerbate ROS production. We treated cells in vitro
with BFCs and RT and ROS induction was quantified as percentage of
fluorescent cells (Fig. 3). As expected, RT induced significant increase
of ROS producing cells (p < 0.01, as compared to control condition)
and BFCs further enhanced this effect (p < 0.01 as compared to RT
alone). Importantly the same observations were made in two different
pancreatic cell lines (Capan-2 and BXPC-3). Mean fluorescence

A

Capan-2

-&- 48h
- 72h

Ratio of live cells

Dose (Gy)

Fig. 1. Pancreatic cancer cells display different radiosensitivities.
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intensities were significantly increased after RT treatment, in the pre-
sence of BFCs, for Capan-2 cells (not shown). Thus, BFCs increased ROS
production resulting from irradiation.

3.3. Combination treatment of RT and BFCs was efficient to inhibit tumor
progression in vivo

We have already shown that the R + C combination diminished
tumor progression when used alone [9]. To test whether the combined
toxic activity of BFCs and RT was efficient in growing tumors, mice
bearing subcutaneous pancreatic tumors from Capan-2 xenografts were
treated with RT or RT + BFCs. Tumor masses were significantly lower
for RT and RT + BFCs groups compared to control group (p = 0.006
and p = 0.001, respectively, Fig. 4A) and tended to be smaller in the
RT + BFCs group compared to RT group. We found that tumor pro-
gression was significantly slower in the RT + BFCs group as compared
to the control group (p < 0.001), and to a lesser extent in the RT
group. Interestingly, RT + BFCs effect was significantly higher than RT
alone, leading to stagnation of tumor growth (Fig. 4A), and a tumor
volume difference of 40% (p < 0.05).

To further explore treatment impact on tumor progression, we
analyzed histologic sections and performed morphometric analyses.
Tumors treated by RT or RT + BFCs displayed increased fibrosis, sig-
nificantly different from control tumors, suggesting that RT induced
desmoplastic reaction (Fig. 5A a, e, i and d, h, 1). Treated tumors also
underwent significant enhanced necrotic reaction as compared to con-
trol group, suggesting that treatment was efficient (Fig. 5B). However,
addition of BFCs did not modulate changes seen after RT treatment.
Moreover, RT-treated group displayed more numerous atypical nuclei
(66% of 12 slides) than RT + BFC or control groups (40% of 10 and 8
slides, respectively). Furthermore, cellularity diminished, especially in
the RT + BFCs group, with nuclei displaying condensed chromatin as
observed in apoptotic cells. KI67 staining, revealing cycling cells,
showed that CT and RT + BFCs tumor groups had similar proportion of
cells active in the cell cycle as compared to tumors treated with RT only
showing a significant decreased in KI67-positive nuclei (Fig. 5A ¢, gand
k).

Taken together these results showed a modest effect of BFC addition
in RT treatment, leading to keep cells cycling and potentially inducing
chromatin condensation.

3.4. BFCs modified molecular tumor response to RT treatment

X-Ray radiations induce diverse lesions in cells, involving radiolysis-
derived ROS including DNA damages. To understand molecular
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Cells were irradiated with increasing doses of X-Rays and cell viability was quantified A) according to different times post irradiation in CAPAN-2cell line B)

according to pancreatic tumor cell lines 72h post irradiation.
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Fig. 2. Combination of resveratrol and capsaicin radiosensitizes radiosensitive but not radioresistant pancreatic tumor cells.

Before combination effect of radiotherapy and BFCs was tested, cell viability was determined in the presence of BFCs at different doses: IC50, 1C50,/2 and 1C50/4, for
the radiosensitive Capan-2 cells (A) and for the radioresistant PANC-1 cells (B). Both cell lines were then treated with single BFCs (at IC50) or with combination BFCs
at IC50/2 each, and a radiation dose of 6Gy. Cell viability was determined 72 h after irradiation. ***: p < 0.001, ns: not significant when conditions with or without
irradiation are compared. R: resveratrol, C: capsaicin, RT: radiotherapy, Con: control treated with vehicle. Regardless of RT or Con conditions, ratio of live cells are

lower in BFC conditions than without BFC (p < 0.001).

responses to RT of treated tumors, we performed western blotting of
proteins extracts from CAPAN-2 xenografted tumors, focusing on pro-
teins involved in double stranded break repair pathway. One of the
earliest events recruits ataxia telangiectasia mutated (ATM) to the DNA
break, which phosphorylates histone yH2A.X at serine 139 (Fig. 6A)
[13]. Control tumors displayed low levels of phospho-H2A.X, whereas
RT treated tumors showed a massive increase as compared to control
group (about 40-fold, p < 0.01, Fig. 6B). Surprisingly, addition of BFCs
with RT strongly inhibited yH2A.X phosphorylation (p < 0.05),
keeping its level similar as that observed for control tumors. To in-
vestigate this unexpected result, we looked at ATM autopho-
sphorylation (Ser1981), which is necessary for ATM kinase activity.
BFC treatment diminished ATM phosphorylation as compared to RT
alone (Fig. 6C, p < 0.05). Next, we looked at downstream effectors of
the double-stranded break DNA repair pathway. Both checkpoint ki-
nases (Chk), Chkl and Chk2 were activated by phosphorylation after
RT treatment, with or without BFCs, similarly (Fig. 6D). Phosphoryla-
tion of p53 (Ser15) was significantly increased in RT treated tumors
with BFCs (Fig. 6E). Ratios of BAX/BCL2 proteins increased sig-
nificantly only in RT + BFC tumors (p < 0.05, Fig. 6F).

Cell growth stagnation and cell death can occur by senescence and
necroptosis induction, respectively. We evaluated senescence after
combination treatment (RT + BFC) invitro, by acidic beta-galactosidase
stain and found very few beta-galactosidase-positive cells in all tested
conditions (data not shown). Western blotting of proteins involved in
necroptosis cascade such as phospho-RIP3 and phospho-MLKL found no
differences between groups (not shown).

Thus, these results suggest that BFC addition to RT opposes RT-
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induced cell cycle arrest and precipitates cells in apoptotic death.

4. Discussion

Although bioactive food components have caught attention for
chemosensitization, few studies have focused on radiosensitization. As
for chemotherapy, tumor cells respond with diverse amplitudes to
radiotherapy, as exemplified in our study. We found the pancreatic
tumor cell lines BxPC-3 and Capan-2 sensitive, while Mia PaCa-2 and
PANC-1 cells were resistant. When considering their genotypes [14],
PANC-1 and Mia PaCa-2 are both mutated on KRAS, TP53 and
CDKN2A/p16, while wild type (WT) for SMAD4. BxPC-3 and Capan-2
are both WT for p16 and have different mutational status for the 3 other
main mutated genes in PDAC. CDKN2A/p16 is a cyclin-dependent ki-
nase inhibitor. Its presence might render tumor cells more vulnerable to
ionizing radiations as previously reported [15], especially because
CDKN2A/p16 proficient tumor cells may still be able to reactivate pRB
and its antiproliferative properties [16]. Alternatively, PANC-1 and Mia
PaCa-2 both retains valid SMAD4 gene, but this may not be involved in
RT resistance since SMAD4 re-expression in Pancreatic tumor cells does
not seem to reactivate SMAD4 inhibitory pathways, especially when
cells have evolved through epithelial to mesenchymal transition (EMT)
[18]. We and others have previously shown that PANC-1 cells have
undergone EMT, and they also carry more cancer stem cell (CSC) like
cells, which could confer acute resistance to radiotherapy [17].

Several BFCs radiosensitize tumor cells such as the polyphenols
curcumin [18] and quercetin [19] or the sulfamide sulforaphane [20],
for example. Considering our previous work on pancreatic tumor cell
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Fig. 3. BFC addition to radiotherapy enhances oxygen reactive species production.

Cells were incubated for 30 min at 37 °C with DCFH-DA, then treated with radiotherapy (RT), or combination treatment of BFCs (resveratrol and capsaicin) and RT or
were treated with vehicle (CON). Percentages of fluorescent cells increase, marking the production of ROS was quantified by flow cytometry. A) Representative dot
plots are shown for each condition, with % of fluorescent cells indicated in the positive window. B) Individual results of percentages of fluorescent cells were plotted
and mean * SD are shown for each condition, for two different cell lines (Capan-2 and BCPC-3 cells). **: p < 0.01, ***: p < 0.001.

chemosensitization by combination of capsaicin and resveratrol [9], we
tested the same approach with radiotherapy. We found that ionizing
radiations in vitro cytotoxicity was amplified by BFC addition, at two
different doses (IC50 or IC50/2 for resveratrol or capsaicin) for the
Capan-2cell line. By contrast, PANC-1 cells, although sensitive to BFC
treatment were resistant to radiotherapy. BFCs did not sensitize them to
RT. This suggests that radioresistance relies on specific capacity of
PANC-1 towards radiotherapy. Others have reported failure in radio-
sensitizing the PANC-1 cell line [21]. This resistance may depend on the
expression level of the apoptosis inhibitor survivin [21,22]. Alter-
natively, as already mentioned above, PANC-1 cells may carry intrinsic
radioresistance linked to their CSC-like phenotype, that could not be
counteracted by BFC addition.
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By contrast to PANC-1 response, Capan-2 cells were more sensitive
to radiotherapy in the presence of BFCs. Increased cell toxicity was
observed when cells were irradiated and treated with a single BFC at
their specific IC50 and maintained when resveratrol and capsaicin were
used together, even at half their IC50. Several reports showed that re-
sveratrol as well as capsaicin carry tumor cell toxicity by increasing
ROS levels [23-25]. When starting this study, we predicted that ROS
production by different pathways and by converging actions of re-
sveratrol and capsaicin and radiotherapy could increase the amplitude
of ROS-induced DNA damages. We showed in vitro that ionizing ra-
diations induced ROS producing cells with two different cell lines. The
percentages of ROS producing cells was further increased in the pre-
sence of BFCs. This is in agreement with published work showing a
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Fig. 4. BFC addition to radiotherapy mod-
ulates xenografted tumor RT response.

Capan-2 cells were injected subcutaneously in
nude immune-deficient mice. When tumors
reached about 100mm3, mice received BFCs in
combination by gavage and/or were irradiated
(2 Gy whole body treatment) 3 times a week, for
3 weeks. Control group (CON n = 12 individual
tumors) received vehicle orally. RT group re-
ceived vehicle orally (n 23 individual tu-
mors). BFC + RT group received a combination
of resveratrol 50 mg/kg (R) and capsaicin 5 mg/
kg (C) (n = 18 individual tumors). (A) Tumor
masses are represented as mean + SEM calcu-
lated from pooled experiments, as compared to
the control group mean masses. (B) Tumor vo-
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lumes are represented as mean + SEM calcu-
lated from pooled experiments, as compared to

the control group mean volume. .*p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001, ns: not significant
by a two-tailed Mann Whitney test.
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ROS-dependent radiosensitization of colon cancer cells by resveratrol
[26].

We performed in vivo evaluation of the combination treatment
RT + BFCs in a subcutaneous xenograft model, with BFC administra-
tion by gavage and a full body irradiation program. Tumor volume
analysis confirmed significant radiosensitization by BFCs. We observed
a trend of lower mean masses that could reach significance if the ex-
periments were continued over a longer period. However, total body
irradiation resulted in aplasia, which prevented further irradiations.
Alternatively, similar tumor masses could still carry difference only
visible at the microscopic level. To address this question, we analyzed
sections of tumors within all the groups. We found that fibrotic reaction
and necrosis were similarly increased in RT-treated groups, with or
with BFCs, underlying efficiency of the treatments. This suggests that
RT might be the main effector of tumor toxicity with a minimal mod-
ulation by BFCs. Moreover, we found a modest diminution of cellularity
in the RT + BFCs treated group that could account for the observed loss
of mass as compared to control.
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As already reported by us and others, resveratrol or capsaicin
treatment, as well as both combined induced high levels of apoptosis,
involving several intracellular factors leading to unbalanced pro/anti-
BCL2 members [9,27,28]. We found the same impact in the present
study in tumor treated with RT + BFCs, further confirmed with de-
creased cellularity and chromatin compaction visualized on histological
section. Interestingly, RT alone did not change significantly BAX/BCL2
ratio as compared to control tumors. In fact, RT treatment alone led to
significant increase in BCL2 levels (Fig. 5, p < 0.01), and a trend to
diminish BAX levels. Irradiated Mia PaCa-2 cells also changed their BAX
to BCL2 balance in the same way [20], the control of BCL2 family
member levels being known as a mechanism of RT resistance [29]. Our
result suggests that addition of BFCs to irradiation counteracts this re-
sistance mechanism.

The gene suppressor p53 is at the crossroad between apoptosis in-
duction and cell cycle arrest for DNA repair (Fig. 5A). We found an
increase in phospho-stabilization of p53 on serl5 (and also ser6 and
ser9, not shown) in RT + BFC group. Checkpoint Kinases 1 and 2
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Fig. 5. BFC addition to radiotherapy keeps tumor cells cycling.
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(A) Tumors were collected, fixed and embedded in paraffin. Sections were stained by Trichrome Masson (a, e, i), original magnification x100. DAPI and KI67
staining are shown for each condition (b, f, j and ¢, g, k respectively) original magnification x 200 and x 400, respectively. Hematoxylin and eosin (H&E) stain shows
tumor structure (d, h, 1) original magnification x 400. Fibrosis is visualized by long green fibers in between the epithelial tumor clusters. (B) Mean * SEM tumor
fibrosis and necrosis quantifications are displayed. Mean * SEM cellularity and KI67 positive nuclei are presented. Yellow arrows point atypical nuclei whereas red
arrows show typical DNA-containing apoptotic vesicles. Fibrosis was evaluated by 2 distinct operators, as percentages of fibers in microscopic fields (10 slides per
group). Tumor necrosis and atypical nuclei were determined by a trained pathologist of Bordeaux University Hospital (GB, 10 slides per group). (For interpretation of
the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

observed activation probably resulted in p53 phosphorylation. When
p53 is stabilized by phosphorylation, it first stops the cell cycle by CKI
production. Interestingly, the proliferation marker KI67 was turned
down in RT only treated tumors and was maintained as in controls in
the presence of BFCs. To explain this combination of results we can
hypothesize that RT induces cell cycle arrest, which might be coun-
teracted by BFCs, precipitating tumor cells in unrepaired mitosis, and
exacerbating intrinsic apoptosis. This effect was previously described
for resveratrol treatment [30]. Moreover, capsaicin induced apoptosis
in irradiated prostate cancer cells by opposing NFkB survival signal,
independently of cell cycle arrest [31].

Next, we searched for BFC impact on RT response in earlier stages of
DNA damage response. Importantly, we found profound differences
between control and treated groups, and more surprisingly between RT
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alone and RT + BFCs groups. As the first hypothesis was that increased
ROS might induce enhanced DSBs, we looked at yH2.AX phosphoryla-
tion, which is one of the first steps of DSB DNA repair response [13],
witnessing its beginning. Strikingly, and unexpectedly, yH2.AX phos-
phorylation displayed a sharp increase after RT treatment, completely
annihilated in the presence of BFCs. We found that this was probably
due to inhibition of ATM activation, since ATM phosphorylation was no
more detectable in the presence of BFCs. Resveratrol alone enhances IR-
induced DNA-damage response signals, probably by ROS-related DSBs,
leading to ATM activation and radiosensitization of prostate cancer
cells [30] or in chronic treatment. Moreover, resveratrol alone can di-
rectly activate ATM [32]. In the same way, capsaicin is known to induce
ROS production and thereby DNA damages [25], but no direct action
has been described on ATM activation. Interestingly, combination of
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Fig. 6. BFC addition to radiotherapy results in striking inhibition of DSB repair pathway favoring cell death response in xenografted tumors.

(A) Molecular response to radiotherapy: exposure to ionizing radiations induces DNA double-stranded breaks (DSB), leading to DNA damage repair pathways
activation with cell cycle arrest and eventually apoptosis induction. Western blotting was performed for at least 3 tumors from xenografted Capan-2 cells of each
condition. Densitometry analysis are presented under each blot as a ratio of control condition. Statistical analysis was performed for each quantification: *p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001, ns: not significant by a two-tailed Mann Whitney test. (B) Immunoblot with anti-phospho-ser139-yH2.AX. (C) Immunoblot with anti-
phospho-ser1981-ATM. (D) Immunoblot with anti-phospho-ser345-CHK1 and anti-phospho-Thr68-CHK2. (E) Immunoblot with anti-phospho-ser15-p53. (G)
Immunoblot with anti-bcl2 and anti-bax. BFC: resveratrol + capsaicin, RT: radiotherapy, Con: control treated with vehicle.

resveratrol and capsaicin leads to strong ATM inhibition, as shown in
the present study. This is in agreement with the inhibitory action of
resveratrol on DNA repair expression members, including ATM in MCF7
cells by downregulating their expression [33]. Resveratrol also exerted
global homologous repair and non-end joining DNA repair inhibition in
an ATM-p53-dependent pathway [34]. In the same way, the other
polyphenol curcumin inhibited ATM in irradiated tumor kidney cells
[35]. Importantly, ATM-deficient pancreatic tumor cells were more
susceptible to ionizing radiation than ATM-proficient cells [36]. All
these data concur with the present results. So, in light of our data and
published results, we hypothesize that, in one hand, additive ROS
production by RT and BFCs induce ROS-related DSBs. Normal RT-re-
lated ATM-dependent DNA repair pathway is inhibited by BFCs, in-
cluding DNA lesions recognition by ATM and cell cycle arrest. In the
other hand, p53-related apoptosis induction is maintained and majored
by cell cycle maintenance (Fig. 7).

Despite ATM inhibition, we found increased phosphorylation of the
downstream checkpoint kinases CHK1 and CHK2. According to what is
known in the cascade of events induced by RT, and as summarized in
Fig. 7, it si possible that ATR (ATM and Rad3-related) and DNA-PKc
activities are maintained in the presence of BFCs and trigger p53-de-
pendant apoptotic response. This is further supported by the fact that
ATM is the major actor of yH2.AX phosphorylation, ATR and DNA-PKcs
carrying only limited activity [13]. These points need further valida-
tion.

In conclusion, future studies are needed to optimize RT + BFCs
combined effects as compared to RT used alone, by increasing the fre-
quency of BFC treatments, or majoring their bio-availability with more
systemic administration. Another option currently under investigation
in our lab is to perform focal irradiation delivering high doses to im-
prove RT-related toxicity. Nonetheless, we are describing interesting
mechanistic aspects of resveratrol and capsaicin combined action on
DNA repair pathway.
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Il — 2 Radiosensibilisation du cancer du rectum par les BFCs : Etude en cours

Il —2 - A Introduction

La stratégie de prise en charge des cancers du rectum combine un traitement néoadjuvant
total associant successivement une chimiothérapie par FOLFOX (oxaliplatine et 5-FU) et une
radiochimiothérapie par 5-FU. Une opération chirurgicale, adaptée a la réponse au traitement
néoadjuvant, est ensuite programmeée. Elle consistera en une exérése compléete du
mésorectum pour les mauvais répondeurs ou a une tumorectomie localisée pour les meilleurs
répondeurs. Certains centres pratiquent également une stratégie dite de « Watch and Wait »
pour les patients présentant une trés bonne réponse, qui inclus uniqguement un suivi
rapproché, sans acte chirurgical. Ces approches préservatrices d’organe (tumorectomie ou
surveillance rapprochée seule) sont de plus en plus répandues et permettent notamment une
amélioration considérable de la qualité de vie du malade, sans pour autant présenter un
caractere péjoratif en termes de survie ou de récidive. Leur utilisation est par contre limitée
aux patients bons répondeurs au traitement néoadjuvant et en particulier a la
radiochimiothérapie. Afin de favoriser ces stratégies thérapeutiques préservatrices, |l est donc
nécessaire d’améliorer I'efficacité du traitement de radiochimiothérapie. D’autre part, de
nombreux patients fragiles ne peuvent recevoir une radiochimiothérapie pleine dose. Pour
ces patients, les chances de présenter une bonne réponse sont plus faibles et limitent donc
les possibilités de stratégie préservatrice. Une piste de recherche consiste alors a identifier
des agents radiosensibilisants efficaces et présentant des toxicités plus faibles que celle de Ia
chimiothérapie par 5-FU. Dans ce contexte, les BFCs représentent une piste thérapeutique
prometteuse, en particulier dans le CRC ou des effets potentialisant de plusieurs thérapies
conventionnelles ont déja été rapportés [209]. Aprés avoir validé une approche
radiosensibilisante par I'utilisation de BFC dans un modeéle de cancer pancréatique, nous
avons donc souhaité la transposer au traitement du cancer du rectum, en utilisant a la fois des

modeles cellulaires et murins.
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Il — 2 - B Matériels et Méthodes

[l —2-B—1 Matériels

a - Lignées cellulaires

Les lignées tumorales colorectales humaines HCT116, SW480 et HT29, toutes les 3 de
phénotype épithélial, ont été utilisées dans cette étude. Les lignées SW480 et HT29 sont de
phénotype microsatellite stable (MSS) et la lignée HCT116 présente un phénotype instable
(MSI). La lignée NCM460 est une lignée épithéliale digestive non tumorale, transformée par

I’expression de hTERT.

b — Molécules bioactives

Le resvératrol et la capsaicine utilisées pour les expérimentations in-vitro et in-vivo ont été
obtenu sous forme de poudre (Sigma-Aldrich®). Elles ont été reconstituées dans de I'éthanol

100% avec une concentration de la solution mere de 200 mM.

-2 -B—2 Méthodes

a — Culture cellulaire

Les cellules ont été cultivées au laboratoire dans une étude a 37°C et sous 5% de C02. Les
lignées HCT116 et HT29 ont été cultivées dans un milieu DMEM (DMEM Gibco®) additionné
de 10% de sérum de voeux foetal (SVF). La lignée SW480 a été cultivée en milieu RPMI (RPMI
1640 Medium Gibco®) additionné de 10% de SVF. La lignée NCM460 a été cultivée en milieu
M3base additionné de 10% de SVF (Incell®). Un mélange d’amphotéricine B (2,5 pug/ml) et de
pénicilline (10000 U/ml) / streptomycine (10000 U/ml) a été ajouté a I'ensemble des milieux

de culture pour prévenir des contaminations fongiques et bactériennes.
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b - Irradiations

L'irradiation des plaques de culture cellulaire a été réalisée par un faisceau antérieur en
photons X de 200kV produits par un irradiateur préclinique Xenx® situé au sein de I’animalerie
B2 du site Talence de I"'Université de Bordeaux. L'irradiation focalisée des tumeurs sous-
cutanées des flancs des souris a été réalisée sur ce méme irradiateur. Avant chaque irradiation
de la souris, un controle de position a été effectué pour assurer la précision de la
radiothérapie. Le traitement a été effectué avec 2 champs rectangulaires antéropostérieurs

opposés focalisés sur la tumeur en photon de 200kV a un débit de 2,55Gy/minute.

c - Test de cytotoxicité

Les cellules ont été ensemencées (5000 cellules par puits) dans des plaques 96 puits. Le jour
suivant, différentes doses de resvératrol, de capsaicine, de 5-FU ou de leurs combinaisons
avec ou sans irradiation ont été appliquées puis les cellules ont été maintenues en culture
pendant 72 h. Le milieu de culture a ensuite été retiré et les cellules ont été lavées avec du
PBS. Les cellules ont ensuite été colorées a I'aide d’une solution de cristal violet a 0,5% et
laissées a température ambiante pendant 15 minutes. Aprés avoir retiré la solution de cristal
violet, les puits ont été lavés trois fois avec du PBS afin d’éliminer I’excédent de colorant. Enfin,
de I'acide acétique 33 % a été appliqué sur les cellules afin de libérer le colorant fixé aux
cellules. La densité optique (DO) de chaque puit a ensuite été déterminée avec un lecteur de
microplaques, a une longueur d'onde de 570 nm. La valeur moyenne de DO des puits contrdle
a été soustraite a celles obtenues pour chaque condition. Les résultats sont exprimés en

termes de survie cellulaire : (DO traitée/ DO témoin) *100.

d — Analyse du cycle cellulaire
Les cellules subconfluentes non synchronisées des différentes conditions ont été récoltées a

I'aide de trypsine 0,25% (Invitrogen®) et lavées deux fois avec du PBS. Elles ont été fixées avec

du paraformaldéhyde (PFA) 3,7% pendant 15 minutes a température ambiante et
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perméabilisées avec du triton 0,5% pendant 15 autres minutes a 4°C. Apres un lavage au PBS,
elles ont été incubées avec de la RNAse (1 mg/ml, Sigma Aldrich®) pendant une nuit a 37°C.
Les cellules ont ensuite été lavées deux fois avec PBS et incubées avec une solution d'iodure
de propidium (PI) (0,5 pg/ml, Sigma Aldrich®)) pendant 15 min dans I'obscurité. Les
échantillons ont été examinés sur un cytometre en flux BD AccuriTM C6. Les données ont été

analysées avec le logiciel BD AccuriTM C6 Plus (BD Biosciences®).

e — Analyse de 'apoptose

Les cellules des différentes conditions ont été récoltées a l'aide de trypsine 0,25%
(Invitrogen®) et lavées deux fois avec du PBS. Les cellules ont ensuite été incubées avec une
solution d’annexine V (0,5 pg/ml, Sigma Aldrich®) et d'iodure de propidium (PI) (10 pg/ml,
Sigma Aldrich®) pendant 15 min a température ambiante et dans I'obscurité. Une solution
Binding Buffer (Sigma Aldrich®) est ensuite ajoutée et I'acquisition des échantillons a été faite
immédiatement sur un cytometre en flux BD AccuriTM C6. Les données ont été analysées avec

le logiciel BD AccuriTM C6 Plus (BD Biosciences®).

f —Modele murin préclinique avec xénogreffe sous-cutanée

Pour évaluer in vivo I'effet radiosensibilisants des BFCs, des xénogreffes de cellules humaines
colorectales tumorales HCT116 ont été réalisées chez 60 souris immunodéprimées RAGy2C,
agées de 8 a 12 semaines. Ces souris sont dépourvues de lymphocytes B et T, comme décrit
dans le « journal of Immunology » [210]. Des greffes sous-cutanées de cellules HCT116 dans
120ul de milieu DMEM sans sérum ont été réalisées au niveau des flancs de chaque animal.
Une anesthésie a l'isoflurane a été utilisée pour la greffe. Aprés une phase initiale de
croissance tumorale, les animaux ont été répartis en 5 groupes de traitement. Un groupe
radiothérapie seule (RT) avec un schéma d’irradiation a 5Gy 1x/semaine sur 3 semaines. Le
méme schéma d’irradiation était associé a des injections réguliéres (3x/semaine) de 5-FU en
intrapéritonéal (IP) a 15 mg/kg ou 30 mg/kg pour 2 autres groupes (RT+5-FU). Un groupe RT+R

a recu un schéma d’irradiation identique en association a des gavages réguliers (3x/semaine)
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de resvératrol (50 mg/kg). Enfin, un groupe RT+BFC a recu un schéma d’irradiation identique
en association a des gavages réguliers (3x/semaine) de resvératrol (50 mg/kg) et de capsaicine
(5 mg/kg). La mesure de la taille de chaque tumeur a été réalisé 3x/semaines durant les 3
semaines de traitement. Afin d’évaluer la tolérance aux traitements, les animaux ont été
pesées 3x/semaine tout au long de I'expérimentation et leur niveau de stress a été évalué
selon le Lloyds' distress animal scoring system [211]. Avant chaque sacrifice, une numération
formule sanguine (NFS) a également été réalisée. Les intestins et les tumeurs de I'ensemble

des animaux ont été recueillis pour la réalisation d’analyses histologiques et moléculaires.

g — Modele murin préclinique avec xénogreffe orthotopique

Dans le but d’évaluer la radiosensibilisation de la tumeur rectale par les BFCs sur un modele
s’approchant le plus possible du contexte clinique, un modéle murin préclinique de greffe
orthotopique de cellules tumorales colorectales a été développé. Des cellules HCT116 ont été
modifiées au laboratoire par transduction lentivirale afin de leur permettre d’exprimer
I’enzyme luciférase. Elles ont ensuite et injectées dans la muqueuse rectale des animaux. La
croissance tumorale et la tolérance des animaux a ensuite été évaluée par des mesures
réguliéres en bioluminescence (2x/semaine) aprés injection IP de luciférine, et cela jusqu’a ce

gu’un point limite soit atteint et que I'animal soit sacrifié.

h — Analyses statistiques

Le logiciel GraphPad® a été utilisé pour la réalisation des différentes analyses statistiques.
Pour comparer les valeurs de plus de 2 conditions, un test ANOVA était réalisé. Si celui-ci était
significatif, un test de Mann-Whitney ou un test t de Student était réalisé pour comparer les
conditions 2 a 2. Le risque alpha était de 5% pour I'ensemble des tests effectués. Une

différence était considérée si P<0.05.
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Il =2 - C Résultats & Discussion

Il — 2 — C—1 Cytotoxicité des traitements seuls

La sensibilité des lignées cellulaires aux différents traitements a été évaluée a l'aide de tests
de cytotoxicité. Des gammes de concentrations croissantes de chaque molécule (5-FU,
resvératrol (voir publication soumise) et capsaicine) ont été testées sur I'ensemble des
lignées. En paralléle, des gammes de dose d’irradiation croissante ont été appliquées aux
lignées tumorales (HCT116, HT29 et SW480). Les concentrations inhibitrices 50 (IC50) de
chaque molécule et les doses |étales 50 (DL50) des Rl ont été déterminées pour chaque lignée.

Les résultats sont présentés dans la figure 11.

Les IC50 des cellules colorectales au 5-FU étaient comparables pour les lignées HCT116 et
HT29 (5uM, Figure 11A). Les lignées SW480 et NCM460 étaient moins sensibles avec des IC50
4 fois plus importantes (20uM, Figure 11A). Les IC50 du resvératrol présentaient de plus
grandes variabilités entre les lignées (Figure 11B). Les lignées tumorales SW480 et HCT116
étaient les plus sensibles avec des IC50 de 25 uM et 50 uM respectivement. Ces valeurs sont
plus basses que pour les cellules pancréatiques de phénotype épithélial Capan-2 (IC50 =
75uM). La lignée HT29 présentait une sensibilité intermédiaire (IC50 = 75 uM) et la lignée non
tumorale NCM460 étaient la moins sensible (IC50 = 125 uM). De plus, les IC50 des lignées
HCT116 et HT29 sont proches de celle décrites dans la littérature [212,213].
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Figure 11: Cytotoxicité dose-réponse a 72h de la radiothérapie et des différents agents
radiosensibilisants sur les lignées cellulaires colorectales HCT116, SW480, HT29 et NCM460. A.
Courbes de survie des lignées a des doses croissantes de 5-fluoro-uracile. B. Courbes de survie des
lignées a des doses croissantes de Rl. C. Courbes de survie des lignées a des doses croissantes de
resvératrol. D. Courbes de survie des lignées a des doses croissantes de capsaicine. Résultats présentés
en moyenne + écart-type. Chaque point est quadruplé. Les résultats sont issus de plus de 3 expériences
indépendantes.

Contrairement au resvératrol, la sensibilité des lignées a la capsaicine semblait constante avec
une IC50 d’environ 125uM (Figure 11C). Cette valeur est également plus basse que celle des
Capan-2 (IC50 =200uM) et est comparable aux données de la littérature [214,215]. Les cellules
tumorales pancréatiques Capan-2 semblent donc moins sensibles aux BFCs que les lignées
tumorales colorectales. Enfin, la sensibilité des lignées tumorales aux Rl a permis de mettre

en évidence 2 groupes (Figure 11D). Un groupe radiosensible représenté par la lignée HCT116

(DL50 = 4Gy) et 1 groupe plus radiorésistant associant les HT29 et les SW480 (DL50 = 8Gy).
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Il — 2 — C— 2 Cytotoxicité des traitements combinés

a — Traitement combiné des BFCs

Notre équipe a mis en évidence cytotoxicité synergique du resvératrol et de la capsaicine sur

des lignées pancréatiques cancéreuses [160]. Ces mémes expériences ont été reproduites

avec les lignées tumorales colorectales HCT116 et HT29 (Figure 12).
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Figure 12 : Cytotoxicité du resvératrol et de la capsaicine seuls ou en combinaison sur les lignées
colorectales tumorales HCT116 et HT29. Résultats présentés en moyenne + écart-type. Chaque point
est quadruplé. Les résultats sont issus de plus de 3 expériences indépendantes. IC50 resvératrol
HCT116 = 50uM et HT29 = 75uM. IC50 capsaicine HCT116 et HT29 = 125uM. **** : p<0.0001.

La combinaison du resvératrol et de la capsaicine a leurs IC50 respectives présentait une
cytotoxicité significativement plus important que les molécules seules pour les 2 lignées. Des
tests supplémentaires a d’autres doses seraient nécessaires afin de confirmer cette

observation afin de vérifier le caractere additif ou synergique de la combinaison.

90



b — Cytotoxicité comparée des traitements entre cellules tumorales et non-tumorales

L'approche radiosensibilisante par les BFCs s’inscrit dans une logique de diminution des
toxicités liées a I'agent radiosensibilisant. Le 5-FU actuellement utilisé en pratique courante
présente de nombreuses effets secondaires, en particulier digestifs et hématologiques [216].
Au contraire, les données de la littérature ne rapportent que trés peu d’effets indésirables
pour les BFCs y compris a des doses fortes potentiellement actives sur la tumeur. Il nous
paraissait donc important de comparer I'impact des traitements radiosensibilisants sur les

cellules tumorales (HCT116) et non tumorales (NCM460) (Figure 13).
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Figure 13 : Cytotoxicité du 5-fluoro-uracile, du resvératrol seul ou en combinaison avec la capsaicine
sur les lignées colorectales HCT116 et NCMA460. Résultats présentés en moyenne + écart-type. Chaque
point est quadruplé. Les résultats sont issus de 3 expériences indépendantes. IC50 5-fluoro-ruracil
HCT116 = 5uM ; IC50 resvératrol HCT116 = 50uM ; IC50 capsaicine HCT116 = 125uM. * : p<0.05 ; **:
p<0.01. ns : non-significatif.

Les 3 traitements présentaient systématiquement une cytotoxicité moindre sur la lignée non-
tumorale NCM460 en comparaison de la lignée tumorale HCT116. Le taux de réplication plus
faible de la lignée non-tumorale pourrait expliquer en partie cette observation, les

chimiothérapies et autres agents cytotoxiques étant particulierement actifs sur les cellules a
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division rapide. De maniére intéressante, la toxicité du 5-FU a I'lC50 (des HCT116) était
significativement plus important sur les cellules NCM460 que celui du resvératrol. L'effet de
ces 2 molécules était par contre identique sur la lignée HCT116. Le resvératrol est donc plus
sélectif que le 5-FU pour les cellules tumorales. Cela est a mettre en lien en partie avec sa
métabolisation différentielle au sein des différentes lignées cellulaires, contrairement a celle
du 5-FU (voir article 2). La combinaison resvératrol/capsaicine était plus toxique que le 5-FU
sur la lignée HCT116, avec des toxicités comparables vis-a-vis de la lignée NCM460. Malgré
I’addition de capsaicine, qui ne présente pas de cytotoxicité différentielle entre les lignées

(Figure 11 D), la sélectivité du resveratrol pour les cellules tumorales semble donc conservée.

c — Radiosensibilisation par le 5-FU et les BFCs

Nous avons testé I'effet radiosensibilisant du resvératrol et de la combinaison resvératrol +
capsaicine sur les différentes lignées tumorales colorectales, comparé a celui de la
chimiothérapie radiosensibilisante de référence par 5-FU. Pour cela nous avons réalisé des
tests de cytotoxicité combinant l'irradiation et les différents traitements associés (Figure 14).
Nous avons, en paralléle de chaque expérimentation, appliqué les mémes traitements a la

lignée NCM460, afin d’évaluer leur toxicité respective sur des cellules non-tumorales.
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Figure 14 : Effets radiosensibilisants comparés du 5-fluoro-uracile et du resvératrol seul ou en
combinaison avec la capsaicine sur les lignées colorectales HCT116, SW480, HT29 et NCM460. A.
Lignées HCT116 (rouge) / NCM460 (vert). B. Lignées SW480 (orange) / NCM460 (vert). C. Lignées HT29
(bleu) / NCM460 (vert). Résultats présentés en moyenne + écart-type. Chaque point est quadruplé.
Les résultats sont issus de 3 expériences indépendantes. DL 50 HCT116 = 4Gy ; DL50 HT29 et SW480 =
8Gy; IC50 5-fluoro-uracile HCT116 et HT29 = 5uM; IC50 5-fluoro-uracile SW480 = 20uM. IC50
resvératrol HCT116 = 50uM ; IC50 resvératrol HT29 = 75uM ; IC50 resvératrol SW480 = 25uM ; IC50
capsaicine HCT116, HT29 et SW480 = 125uM. ** : p<0.01 ; *** : p<0.001**** : p<0.0001. ns : non-
significatif.
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Comme sur notre modele pancréatique, le resvératrol seul et la combinaison resvératrol +
capsaicine présentaient un effet radiosensibilisant sur les 3 lignées tumorales colorectales.
Cependant, contrairement a ce qui a été observé pour les cellules Capan-2, la combinaison
resvératrol + capsaicine ne permet pas d’obtenir une meilleure radiosensibilisation que le
resveratrol seul (Figure 14A). C'est également le cas pour la lignée SW480 (Figure 14B). Le
traitement combiné des BFCs permet par contre une nette amélioration de la cytotoxicité
pour la lignée HT29 (Figure 14C). L’action additive ou synergique des 2 BFCs sur les lignées
colorectales pourrait expliquer ces différences. Le resvératrol seul comme sa combinaison
avec la capsaicine permettaient une radiosensibilisation aussi efficace que celle du 5-FU pour
les lignées HCT116 et SW480 (Figure 14A-B). L'effet radiosensibilisant de la combinaison de
BFCs était significativement supérieur a celui du 5-FU pour la lignée HT29 (Figure 14C).

Le resvératrol seul et sa combinaison a la capsaicine permettent donc de radiosensibiliser
I’'ensemble des lignées colorectales tumorales. La combinaison de BFCs présente un effet
radiosensibilisant équivalent voire supérieur a celui du le 5-FU sur I'ensemble des lignées. De
maniére intéressante, la cytotoxicité des traitements était toujours moindre pour la lignée
non-tumorale NCM460 en comparaison des lignées tumorales. Cependant, aucun effet
radioprotecteur des BFCs sur cette lignée non-tumorale n’a été mis en évidence, les toxicités
de la RT associée au resveratrol ou a la combinaison de BFCs étant comparables ou supérieurs

a ceux de la RT seule.

Il -2 — C— 3 Effet des combinaisons de traitement sur le cycle cellulaire des cellules tumorales

L'impact des Rl sur le cycle cellulaire des cellules HCT116 est bien décrit dans la littérature. Il
consiste principalement en une accumulation des cellules en phase G2/M du cycle [217]. Nous
avons caractérisé I'action combinée de la radiothérapie et des BFCs sur le cycle cellulaire des

cellules tumorales HCT116 (Figure 15).
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Figure 15 : Impact sur le cycle cellulaire a 72h des traitements de radiothérapie associés ou non au
5-fluoro-uracile, au resvératrol seul ou a la combinaison resvératrol/capsaicine sur la lignée HCT116.
Résultats présentés en moyenne + écart-type. Les résultats sont issus de 3 expériences indépendantes.
*:p<0.05; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001.

Comme attendu, l'irradiation seule des cellules entrainait une accumulation significative en
phase G2/M. L’association du resvératrol a I'irradiation intensifiait ce phénoméne avec une
plus forte accumulation des cellules en phases S et G2/M, de maniére équilibrée. Un
phénoméne identique était observé avec la combinaison resvératrol + capsaicine.
L’association radiothérapie/5-FU entrainait une accumulation massive des cellules
majoritairement en phase G2/M et plus faiblement en phase S. Cette observation est
comparable a celles faites pour d’autres agents radiosensibilisants comme la gemcitabine ou
le célécoxib [218,219]. Malgré des propriétés radiosensibilisantes similaires, les BFCs
semblent donc présenter un effet sur le cycle cellulaire distinct de celui observé avec la
chimiothérapie par 5-FU qui méne a une accumulation plus marquée des cellules en phase

G2/M. Cependant, nous avons évalué cette distribution cellulaire uniquement apres 72h
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d’exposition, délai identique a celui choisi pour les tests de cytotoxicité. Il serait intéressant
de réaliser une cinétique plus précise en incluant des points a 24h et 48h mais également de

tester d’autres lignées cellulaires tumorales.

Il — 2 — C— 4 Effet des combinaisons de traitement sur I'apoptose des cellules tumorales

L’association des BFCs a la radiothérapie entraine une augmentation de la mort cellulaire par
apoptose par rapport a l'irradiation seule pour la lignée tumorale pancréatique Capan-2. Ce
phénoméne a également été décrit par notre équipe et d’autres chercheurs lors de la
chimiosensibilisation de nombreux modeles tumoraux par le resvératrol ou des combinaisons

de BFCs [220,160,221]. Nous avons quantifié I'apoptose de la lignée HCT116 a différents
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temps, aprés une irradiation combinée a des traitements par les différents agents
radiosensibilisants (Figure 16).

Pour I'ensemble des 3 traitements radiosensibilisants et sur les 3 temps analysés, une
augmentation globale des proportions de cellules apoptotiques était observée, en
comparaison de celles obtenues pour la condition irradiation seule. Les taux d’apoptose
augmentaient de maniere importante sur la période 24-48h (Figure 16A-B) et augmentaient
peu voire stagnaient sur les derniéres 24h (48-72h, Figure 16B-C). Le pic d’action pro-
apoptotique des différents traitements semble donc proche de 48h. De plus, contrairement
aux résultats des tests de cytotoxicité, la combinaison resvératrol/capsaicine entrainait a 72h
une augmentation significativement plus importante de I'apoptose, en comparaison des
traitements par resvératrol seul ou 5-FU, qui présentaient des résultats comparables. Il n'y a
donc pas une corrélation directe pour la lignée HCT116 entre I'apoptose et la cytotoxicité du
traitement a 72h, qui est comparable entre les différents traitements. Un effet
radiosensibilisant supérieur de la combinaison des BFCs ayant été observé pour la lignée HT29
par rapport aux traitements simples, il serait intéressant de voir si celui-ci est directement

corrélé aux taux d’apoptose.

Il -2 —C—5 Etude comparée de la radiosensibilisation par le 5-fluororuracil et par les BFCs sur

un modele murin xénogreffé

Nous avons pu valider in-vitro I'effet radiosensibilisant du resvératrol et de sa combinaison a
la capsaicine sur différents modeles. Nous avons donc poursuivi notre démonstration dans un
modele murin de tumeur colorectale. Des cellules HCT116 ont été greffées en sous-cutané sur
les flancs de souris immunodéprimées RAGy2C. Aprés une phase initiale de prise tumorale (JO
a J20), les souris ont ensuite été traitées sur une période de 3 semaines (J20-J41) par des
irradiations focalisées (1x/semaine) seules ou associées a |‘administration d’agents

radiosensibilisants (Figure 17).

97



@ Irradiation focalisée (5Gy)
4»—///I\b
@D\ J20 128 136

T 120 122 124 128 130 34 136 138 141

J0 = Xénogreffes 120 = Début des 1 _ i
A . 141 = Sacrifice
Sous-cutanées traitements
RT Gavage avec solvant 3x/semaine
RT+R Gavage avec resvératrol 3x/semaine 1

o~ L
- Gavage avec resvératrol + capsaicine 3x/semaine L =~

RT + 5-FU groupe 1 | IP 5-FU 15 mg/kg 3x/semaine ‘H

RT + 5-FU groupe 2 | IP 5-FU 30 mg/kg 3x/semaine

Figure 17 : Stratégie expérimentale pour I’évaluation de I’effet radiosensibilisant des BFCs in-vivo.

Le 5-FU a été administré a 2 doses différentes en intrapéritonéal (IP) 3x/semaine alors que les
BFCs ont été administrées par gavage avec la méme fréquence. Le groupe témoin (irradiation
seule) recevait en gavage du solvant seul a la méme fréquence. Afin de valider 'effet
antitumoral de la radiothérapie, 2 souris n‘ont regu ni irradiation ni traitement
radiosensibilisant. La croissance tumorale a été mesurée et les ratios de croissance ont été
calculés tout au long de la période de traitement jusqu’a J41 post-greffe (Figure 18A-B). En
paralléle, un suivi du poids des souris a été réalisé sur la méme période afin d’évaluer la

tolérance aux traitements (Figure 19A-B).
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Figure 18 : Effets radiosensibilisants in-vivo comparés du 5-fluoro-uracile et du resvératrol seul ou en
combinaison avec la capsaicine. A. Ratio de croissance tumoraux finaux a J41 des différents groupes
de traitement. Les traits pleins représentent les médianes des ratios. Le trait pointillé représente la
médiane des ratios du groupe RT. B. Suivi longitudinal de la moyenne des ratios de croissance
tumoraux pour les différents groupes de traitement. Résultats présentés en moyenne + SEM. RT:
radiothérapie seule; RT+R: radiothérapie + resvératrol; RT+R+C: radiothérapie = resvératrol +
capsaicine ; RT+5FU : radiothérapie + 5-fluoro-uracile. * : p<0.05 ; ** : p<0.01 ; **** : p<0.0001. ns :
non-significatif.

Les ratios de croissance des tumeurs des 2 souris non traitées étaient entre 5 et 7 fois
supérieurs a la médiane de ceux obtenus pour les tumeurs simplement irradiées. Ce résultat
valide I'efficacité antitumorale des irradiations focalisées (Figure 18 A) obtenues a partir de

I'irradiateur XenX®. Concernant les traitements radiosensibilisants associés, ni le resvératrol
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seul, ni le 5-FU a une dose de 15mg/kg n’ont permis d’obtenir un effet significatif en termes
de croissance tumorale entre J20 et J41 (Figure 18A-B). Le traitement par
resvératrol/capsaicine ainsi que celui par une dose doublée de 5-FU (30mg/kg) permettaient
un meilleur contréle tumoral avec des ratios de croissance finaux significativement inférieurs
a ceux du groupe avec irradiation seule (Figure 18A). L’absence d’effet du 5-FU a 15mg/kg est
probablement en lien avec une dose trop faible, un doublement de cette dose permettant
d’obtenir une radiosensibilisation. Concernant le resvératrol seul, on peut faire I'hypothese
gue sa métabolisation intestinale et hépatique aboutisse a une inhibition de son action
radiosensibilisante in vivo (voir partie suivante). Nous n’avions d’ailleurs pas mis en évidence
d’effet antitumoral du resvératrol seul ou de la capsaicine seule administrés par voie orale sur
un modele murin pancréatique [160]. L'effet observé avec la combinaison de BFCs est donc
potentiellement lié a une synergie du resvératrol et de la capsaicine in vivo. Afin de valider
cela il sera nécessaire d’intégrer un bras de traitement par capsaicine seule dans les

prochaines expériences.

Le suivi du poids des animaux n’a pas mis en évidence une toxicité significativement plus
importante des traitements combinés en comparaison de celle des rayonnements seuls.
Cependant, on observait pour les souris traitées par la dose élevée de 5-FU une baisse
significative de poids d’environ 10% du poids initial avant sacrifice (Figure 19A-B). A noter que
dans ce méme groupe, 3 souris sont mortes avant la fin de I'expérimentation et 2 d’entre elles
présentaient une anémie a la NFS. Le traitement par 5-FU a dose élevée est donc efficace sur
le controle tumoral, au prix d’une toxicité importante. Aucune toxicité additionnelle n’a par
contre été observée pour les autres groupes et en particulier les souris traitées par
I’association resvératrol/capsaicine. Cette combinaison de BFCs semble donc constituer une
stratégie thérapeutique radiosensibilisante efficace in vivo et moins toxique que la

chimiothérapie pour les tumeurs colorectales.
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Figure 19 : Tolérance des animaux aux différents traitements. A. Poids des animaux avant sacrifice,
exprimé en pourcentage du poids initial, pour des différents groupes de traitement. B. Suivi
longitudinal du poids des animaux, exprimé en pourcentage du poids initial, pour les différents groupes
de traitement. Résultats présentés en moyenne + SEM. RT : radiothérapie seule ; RT+R : radiothérapie
+ resvératrol ; RT+R+C : radiothérapie = resvératrol + capsaicine ; RT+5FU : radiothérapie + 5-fluoro-
uracile. ** : p<0.01.
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Il -2 —C—6 Développement d’'un modele murin orthotopique de cancer du rectum

La cytotoxicité sélective du resvératrol pour la tumeur colorectale en fait une molécule de
choix pour le développement de stratégies radiosensibilisantes. Nous n’avons pas établi
formellement cet effet in vivo en utilisant une voie d’administration orale. Comme discuté
précédemment, il est probable qu’une dose trés faible et non-radiosensibilisante de
resvératrol actif atteigne les tumeurs sous-cutanées aprés une administration orale. Afin de
vérifier cette hypothese, nous développons actuellement un modele murin de greffe
orthotopique intrarectale. Ce modéle nous permettra de tester I’action radiosensibilisante du
resvératrol, sans capsaicine, apres administration par voie intrarectale. Cette voie
d’administration permettra une absorption directe par la tumeur d’'une majeure partie de la
dose de resvératrol et évitera une métabolisation préalable. Aprés avoir modifié la lignée
HCT116 pour permettre I'expression de I'enzyme luciférase, nous avons injecté différentes
guantités de cellules dans la muqueuse rectale de souris RAGy2C. Le suivi de croissance

tumorale a ensuite été réalisé par bioluminescence sur une période de 4 semaines. Un

exemple d’image obtenue au cours de ce suivi (J13) est présenté en figure 20.

y |

Figure 20: Suivi par
bioluminescence de la croissance
tumorale de greffes orthotopique
de cellules colorectales tumorales
y HCT116 a J13 post greffe. La lignée
HCT116 a été modifiée afin
= d’exprimer I'enzyme luciférase. La
visualisation des tumeurs par
bioluminescence se fait quelques
minutes aprés injection de
luciférine. La taille tumorale est
proportionnelle a la quantité de
bioluminescence détectée.

(1) ROW#2 4662 15,5e3 counts |

() ROI#1 4648 25,83 counts | 3
() ROI#3 4660 5,333 counts |

102



Il — 2 — D Conclusion intermédiaire

Nos résultats mettent en évidence les propriétés radiosensibilisantes du resvératrol et de sa
combinaison a la capsaicine sur des modéles de tumeurs colorectales. Le resvératrol et sa
combinaison a la capsaicine induisent un blocage du cycle cellulaire et une stimulation de
I’'apoptose.

L’effet radiosensibilisant des BFCs et en particulier de I’association resvératrol/capsaicine a
été confirmé a I'aide d’un modele murin préclinique. Comme dans le modéle pancréatique,
nous n’avons pas observé d’effets secondaires systémiques délétéres, contrairement au 5-FU
qui permettait une radiosensibilisation efficace des tumeurs mais au prix d’'importants effets
indésirables. La combinaison resvératrol/capsaicine a donc été radiosensibilisante dans les 2
modéles tumoraux pancréatiques et colorectaux, renforcant ainsi la robustesse de cette

approche innovante.

De facon intéressante, et sur les 2 modeéles étudiés, nous avons observé une cytotoxicité
majorée du resvératrol sur les cellules tumorales en comparaison des cellules non tumorales.
De nombreuses études décrivent des effets cytotoxiques et antiprolifératifs des BFCs, et du
resveratrol en particulier, plus marqués sur les cellules tumorales en comparaison des cellules
apparentées saines. Paradoxalement, si cette caractéristique représente I'un des éléments clé
mis en avant pour démontrer I'intérét des BFCs en oncologie, un nombre trés réduit d’études
ont cherché a comprendre et identifier les mécanismes cellulaires sous-jacents. Plusieurs
pistes sont alors envisageables :
- Le ciblage par les BFCs de voies de signalisation essentielles a la progression tumorale
suractivées dans les cellules tumorales par rapport aux cellules saines.
- Un(e) meilleur(e) régulation/contrdle du stress oxydant généré par les BFCs par les
cellules saines en comparaison des cellules tumorales.
- Unediminution de I'entrée des BFCs ou une augmentation de leur efflux au niveau des

cellules saines par rapport aux cellules tumorales.
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- Une métabolisation/inactivation supérieure des BFCs par les cellules saines en
comparaison des cellules tumorales. C’est cette derniere hypothése de métabolisation

différentielle que nous avons choisi de vérifier pour le resvératrol.

D’autres part, nous avons observé une accumulation des cellules tumorales en phase S du
cycle cellulaire suite a I’exposition au resvératrol, potentiellement liée a une inhibition de la
réplication de ’ADN. Cette synthése d’acide nucléique est en lien étroit avec le métabolisme
nucléotidique. Plusieurs travaux décrivent le resvératrol comme capable d’inhiber, le plus
souvent indirectement, des enzymes impliquées dans la régulation du métabolisme des
nucléotides [222,223]. Malgré cela, peu de travaux ont exploré I'impact direct du resveratrol
sur la balance nucléotidique, en particulier dans des modéles tumoraux. Nous avons donc
exploré I'impact du resvératrol sur le métabolisme nucléotidique, a la fois sur les cellules

tumorales et non-tumorales colorectales.

[l — 3 Effet différentiel du resvératrol sur les cellules colorectales tumorales et

non-tumorales et impact sur le métabolisme nucléotidique.

Le resveratrol, comme de nombreux autres polyphénols, est majoritairement métabolisé par
les UDP-GlycosylTransférases (UGT) et les sulfo-transférases qui permettent respectivement
sa glucuronoconjugaison et sa sulfoconjugaison. Les dérivés glucuronidés et sulfoconjugués
du resvératrol sont plus hydrophiles et vont étre efflués dans le milieu extracellulaire via des
transporteurs transmembranaires. Devenus hydrophiles, ces composés ne pourront pénétrer
dans les cellules passivement, a la différence du resvératrol. Les enzymes de conjugaison, et
en particulier les UGT1A, représentent donc un moyen potentiel de contrer les effets
cytotoxiques du resvératrol et d’autres polyphénols. Dans ce contexte, nous avons étudié la
métabolisation du resvératrol par les UGT1A par les cellules tumorales et non-tumorales

colorectales.
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II— 3 —A Les UDP-glycosyltransférases

Il — 3 — A—1 Classification, structure et fonction

Les glycosyltransférases humaines représentent une superfamille de protéines qui catalysent
I'addition de résidus de sucre d'un co-substrat donneur de nucléotide-sucre a un groupe
fonctionnel (généralement un groupe hydroxyle, carboxyle, amine ou sulfhydryle) de petits
produits chimiques lipophiles (généralement inférieurs a 1,5 kDa). Les glycosyltransférases les
mieux caractérisées sont les UDP-glucuronosyltransférases (UGT) des sous-familles UGT1 et
UGT2 (Figure 21). L'UDP-glucuronate ou UDP-acide glucuronique (UDP-GIcA) est le cosubstrat
majoritaire et préféré des enzymes UGT1 et UGT2, et la réaction de conjugaison catalysée est

donc appelée glucuronidation (Figure 22).
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Figure 21 : Dendrogramme décrivant les relations entre les séquences d'acides aminés primaires de
toutes les UDP-glycosyltransférases (UGT) humaines. Les longueurs des branches sont indiquées ainsi
que le pourcentage d'homologie pour chaque branche principale (Adaptée d’aprés Meech & al.,
Physiology Reviews, 2017).
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L'attaque nucléophile du co-substrat UDP-GIcA par le groupe fonctionnel polaire du substrat
permet le transfert du GIcA du co-substrat au substrat. Les produits finaux de ces réactions

sont le métabolite glucuronidé et I'UDP.

Les principaux glucuronides formés chez I'homme sont liés a I'oxygene et a l'azote. Les
métabolites glucuronidés voient leur hydrosolubilité augmentée par rapport a la molécule
parentale, ce qui facilite leur élimination dans la bile et I'urine. Dans la plupart des cas, les
métabolites glucuronidés ont une activité biologique réduite ou nulle par rapport aux

composés parentaux
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Figure 22 : Réaction de conjugaison catalysée par les UDP-glucuronosyltransférases (UGT). Les UGT
catalysent le transfert de I'acide glucuronique de I'UDP-glucuronique vers un atome d'oxygene, d'azote
ou de soufre de leurs substrats. R: substrat. (Adaptée d’aprés Fujiwara & al., Frontiers in
Pharmacology, 2016).
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Les UGT sont des enzymes principalement membranaires qui se localisent principalement
dans le réticulum endoplasmique (RE), ou la réaction de glucuronidation (ou glucurono-
conjugaison) a lieu sur la face luminale. Certaines UGT peuvent également résider au niveau
de la membrane périnucléaire [224]. Les UGT partagent une organisation structurelle similaire
comprenant un domaine conservé N-terminal de liaison au co-substrat, une région
transmembranaire et un domaine cytosolique C-terminal variable selon les isoformes (Figure
23) [225,226]. En raison des difficultés de cristallisation, trés peu de données structurelles
sont disponibles pour les UGT humaines liées a la membrane. On dispose quasi uniquement

de modeéles structuraux prédits in silico.
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Figure 23 : Modéle topologique hypothétique des UGT humaines. Le site actif de I'enzyme est localisé
dans la partie luminale du réticulum endoplasmique (RE). Un transporteur UDP-GIcA facilite le
transfert du co-substrat a travers la membrane du RE. (Réalisée avec I'aide de Servier Medical Art ;
www.smart.servier.com).
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L'activité de glucuronidation des UGT n’implique qu’une seule molécule d’enzyme.
Cependant, des interactions UGT-UGT existent et peuvent moduler le niveau d’activité de ces
enzymes. Les premieres données décrivant I'oligomérisation des UGT de mammiferes a été
rapportée par 1981 [227]. Un complexe d’'UGT a également été mis en évidence dans des
microsomes de foie de rat [228]. D’autres équipes ont montré que les UGT de mammiféres, y
compris les UGT humaines, formaient des homo- et des hétéro-oligomeres tels que des
dimeéres, triméres et tétrameéres. L'interaction directe entre I'UGT1A9 et 'UGT1A4 a par
exemple été mise en évidence [229]. Les auteurs ont transfecté dans des cellules d’insecte le
géne UGTI1A4 sauvage et/ou un géne UGT1A9 mutant aboutissant a la génération d’une
protéine UGT1A9 tronquée au niveau du domaine C-terminal et présentant une activité de
glucuronidation réduite. De maniére intéressante, I'activité de glucuronidation de 'UGT1A9
mutante était augmentée dans les cellules co-transfectées en comparaison des cellules
exprimant uniqguement 'lUGT1A9 mutant. Les niveaux de glucuronidation des substrats testés
étaient méme comparables a ceux observés avec 'UGT1A9 sauvage. De plus, I'absence de
structure C-terminale ne semblait pas nécessaire a I'oligomérisation des 2 UGT, suggérant
plutét une implication de la région N-terminale. Ainsi, des interactions UGT-UGT homo ou
hétéro-oligomériques peuvent moduler les taux catalytiques de glucuronidation ainsi que

['affinité des substrats envers les UGT.

Il —3 —A—2 Régulation de I'expression des UGT et distribution tissulaire

Un géne unique UGTI1 code pour I'ensemble des enzymes UGT1A1,3,4,5,6,7,8,9 et 10. Il est
situé sur le locus 37.1 du bas long du chromosome 2. Chaque UGT1A est codée par I'un des 9
exons 1 alternatifs et par 4 exons communs (exons 2, 3, 4 et 5) (Figure 24). L'exon 1 code pour
la partie N-terminal de liaison au co-substrat de la protéine. Il existe 2 exons 5a et 5b qui
codent pour des isoformes plus ou moins longues des UGT1A dites i1 (longue ; exon 5a et i2
(courte; exon 5b) [230]. Les formes courtes présentent généralement des activités
enzymatiques plus faibles. Les génes UGT2 humains, dont UGT2A et UGT2B, sont situés sur le
locus chromosomique 4q13.2. UGT2A1 et UGT2A2 sont générés par le partage d’un I'exon 1

unique et des exons 2 a 6 communs, de la méme maniere que les protéines UGT1A. Un géne
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unique code pour 'UGT2A3. Les protéines de la famille UGT2B, UGT2B4, UGT2B7, UGT2B10,
UGT2B11, UGT2B15, UGT2B17 et UGT2B28, sont codées par des génes uniques présent au
sein d’un cluster (Figure 24). En plus des exons canoniques des genes UGT décrits ci-dessus,
des exons cryptiques ont été identifiés pour presque tous les genes UGT individuels [231]. Des
travaux récents ont montré que les exons canoniques et cryptiques de chaque géne UGT
individuel peuvent subir un épissage alternatif, aboutissant a la génération de transcrits et de

protéines différents [232,233].
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Figure 24 : Structures des génes codants les enzymes UGT1 et de UGT2 humaines. Le gene UGT1
contient plusieurs exons 1 alternatifs et un groupe d’exons commun (exons 2, 3, 4, 5a et 5b). Les
UGT1A_i2 générés avec I'exon 5b sont plus courtes que celles générés avec I'exon 5a (UGT1A_il). De
la méme maniere, les UGT2A1 et UGT2A2 sont générées par le partage d’un exon 1 unique et d’exons
2 a 6 communs. L'UGT2A3 et la famille des UGT2B sont codées par un gene unique pour chaque
enzyme. (Adaptée d’apres Fujiwara & al., Frontiers in Pharmacology, 2016).
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Chaque UGT possede une région promotrice unique en amont de I’exon 1 ainsi que des régions
régulatrices distales, pouvant agir en tant qu’activateur ou répresseur de |'expression [234].
Le promoteur et les régions distales présentent des sites de liaison pour les facteurs de
transcription modulant I'expression constitutive et tissus-spécifique des UGT ainsi que leur
expression induite (ou dans certains cas leur répression) en réponse a des signaux spécifiques.
L’expression inductible permet aux UGT de répondre a la demande cellulaire et tissulaire de
détoxification et de maintien homéostatique des niveaux de molécules de signalisation

endobiotiques.

De nombreux polymorphismes sont présents au sein des genes UGT. lls sont répartis au niveau
des promoteurs, des régions distales activatrices ou encore au sein des exons. Selon leur
nature, ils peuvent influencer I'activité enzymatiques des protéines associées. Par exemple,
un polymorphisme du promoteur du géne UGT1A4 est responsable d’une activité diminuée
de glucuronidation hépatique de I'anastrazole, un inhibiteur de I'aromatase utilisé dans le

traitement des cancers du sein [235].

Bien que la plupart des UGT soient exprimées de maniere proéminente dans les principaux
organes de détoxification (foie et rein), beaucoup d'entre elles sont exprimées a des niveaux
variables dans le tractus gastro-intestinal (Figure 25), la peau, les muqueuses et dans les
organes sensibles aux stéroides tels que le sein et la prostate. En outre, alors que certaines
UGT sont largement exprimées, d'autres présentent une spécificité tissulaire restreinte.
L'expression tissulaire spécifique des UGT est fortement régulée par diverses voies de
signalisation et facteurs de transcription, et pourrait étre liée aux métabolites substrats
gu'elles conjuguent [236,237]. Un ensemble de facteurs de transcription tissus-spécifiques

contrélent I'expression basale ou constitutive des génes UGT.

L'activité des UGT contribue a réguler l'activité de nombreuses molécules lipophiles
endogenes, y compris des ligands de facteurs de transcription tels que la superfamille des
récepteurs nucléaires. Ces facteurs de transcription dépendants des ligands régulent

I'expression inductible de nombreux genes UGT, incluant ceux codant pour les isoformes
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impliquées dans leur métabolisme. Les UGT jouent un réle central dans la détoxification et la
clairance d'un large éventail de produits chimiques exogenes, y compris les carcinogenes, les
toxines, les constituants alimentaires et les médicaments thérapeutiques [238,239]. Outre la
régulation des UGT par des composés endogenes, de nombreux produits chimiques exogenes,
dont les médicaments, peuvent moduler I'expression des genes UGT, en particulier les génes

codant pour les isoformes participant a leur détoxification.
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Figure 25 : Distribution tissulaire des différentes isoformes d’UGT au niveau digestif. (Réalisée avec
|’aide de Servier Medical Art ; www.smart.servier.com).
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De nombreuses études ont montré que le niveau de base et I'induction/répression dynamique
des genes UGT sont régulés a plusieurs niveaux. Des modifications épigénétiques telles que la
méthylation des promoteurs ou la modification des histones [240-243], permettent de
moduler I'expression des UGT. Par exemple, I'hyperméthylation des promoteurs de I'UGT1A1
et de I'UGT1A10 est associée a l'absence d'expression de I'UGT1A1 au niveau rénal et de
I'UGT1A10 au niveau hépatique. En revanche, leurs promoteurs sont hypométhylés dans les
organes ol elles sont exprimées. L'hyperméthylation du promoteur de I'UGT1A1 et la perte
consécutive de l'expression de I'UGT1Al ont également été montré dans des cellules

tumorales colorectales [241].

L'activation et la répression par divers facteurs de transcription agissant sur des éléments
régulateurs de genes situés dans les régions promotrices et régulatrices distales des UGT est
une autre voie de régulation d’expression [244]. Le facteur hépatique nucléaire 1 alpha
(HNF1a) joue un réle majeur dans la régulation de I'expression des UGT au niveau hépatique.
Tous les génes UGT1 et UGT2 sont régulés a des degrés divers par HNF1 [244]. Les sites de
liaison de HNF1a ont été identifiés majoritairement dans les promoteurs proximaux des genes
UGT. La régulation transcriptionelle médiée par HNFla peut étre modulée par d'autres
facteurs de transcription. HNF1 joue un role important dans la régulation de I'expression des
génes UGT dans le tractus gastro-intestinal, comme le montrent une étude sur les genes
UGT1A8, UGT1A9 et UGT1A10 [245]. HNF1 se lie aux promoteurs proximaux de ces 3 génes
pour augmenter leur transcription. Cette activation est augmentée par la liaison adjacente du
facteur Cdx2, un facteur de transcription spécifique intestinal. UGT1A7, qui n'est exprimé que
dans le tractus gastro-intestinal supérieur ol Cdx2 est absent, ne contient pas de site de liaison

a Cdx2.

Enfin, des modifications post-traductionnelles des protéines UGT, en particulier des réactions
de phosphorylation, sont a I'origine de modulation de I'activité catalytique des UGT [246—
249]. Une diminution rapide de I'activité de glucuronoconjugaison de la bilirubine par les UGT
a été mise en évidence suite a I'exposition de cellules en culture a la curcumine et a la
calphostine C, 2 molécules connues pour inhiber de la protéine kinase C (PKC) [246]. Cette

observation suggérait un réle de la PKC dans I'activité des UGT. Sur 11 UGT étudiées, les
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auteurs ont identifié 4 a 5 sites potentiels de phosphorylation par PKC. En utilisant du
phosphate marqué, les auteurs ont montré une baisse de la phosphorylation de ces sites suite
a une exposition a la calphostine C. Cette observation était associée a une baisse de I'activité

de glucuronidation.

Il -3 —A—3 Rodles physiologiques

Comme évoqué précédemment, les UGT ont des fonctions essentielles de détoxification et de
clairance en régulant le métabolisme, la bioactivité et la biodisponibilité des composés
pharmacologiques, alimentaires et environnementaux. Les UGT représentent avec les
cytochromes les enzymes principales de métabolisation et d’inactivation des thérapeutiques
médicamenteuses. Les 19 isoformes UGT1 et UGT2 modulent I'efficacité pharmacologique
d'environ 55% des médicaments les plus prescrits [250]. Les UGT hépatiques les plus actives
pour le métabolisme des médicaments sont les isoformes 1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A9 et 2B7. Ces
mémes enzymes sont également impliquées dans la métabolisation de substrats moléculaires
endogénes tels que la bilirubine [251], les acides biliaires [252], ou encore les hormones
stéroides [253]. Outre ces 3 grandes classes de composés endogénes, les UGT sont également
impliquées dans le métabolisme des hormones thyroidiennes [254], des vitamines

liposolubles [255], ou encore de certains neurotransmetteurs comme la sérotonine [256,257].

l—3—-A—-4 UGT et métabolisation du resvératrol

Le resvératrol est majoritairement glucuronoconjugué en resvératrol-3-Oglucuronide (R30G)
et resvératrol-4’-Oglucuronide (R40G) par les UGT1A1, 1A9 et 1A10 [258,259], méme si
d’autres isoformes présentent des activités plus faibles. En conséquence, c’est 'UGT1A10 qui
est principalement impliquée dans la glucuronoconjugaison du resvératrol au niveau intestinal
tandis que les UGT1A1 et 1A9 réalisent cette conjugaison au niveau hépatique. 'UGT1A1 et
I'UGT1A9 produisent principalement du R30G et du R40G respectivement [258]. De maniere
intéressante, plusieurs études rapportent une capacité de glucuronoconjugaison plus

importante par les microsomes intestinaux en comparaison des microsomes hépatiques
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[258,259]. L'intestin représentant le premier tissu exposé au resvératrol apres une
administration orale, il doit logiquement pouvoir le métaboliser rapidement avant son
passage par diffusion passive dans la circulation systémique. Une étude enzymatique utilisant
des microsomes intestinaux et hépatiques a montré des profils de cinétique de formation des
glucuronides différents selon les enzymes. Le profil cinétique pour la formation du R30G
présentait une inhibition par le substrat pour les trois isoformes 1A1, 1A9 et 1A10, alors que
celui du R40G différait et présentait une inhibition par le substrat pour les UGT1A1l et
UGT1A10 et une cinétique de Hill (signant une affinité plus forte de I’'enzyme pour son substrat
lorsque la concentration de celui-ci augmente) pour UGT1A9 [259]. La structure chimique
tridimensionnelle du resvératrol influence également sa métabolisation. Des vitesses de
glucuronoconjugaison différentes étaient mises en évidence pour les 2 diastéréoisomeres
trans-resvératrol (forme majoritaire) et cis-resveratrol (forme minoritaire et instable), avec un
avantage pour la forme cis [260]. Etonnamment, I’activité de glucuronoconjugaison hépatique
était systématiquement supérieure pour les microsomes de femmes en comparaison des
microsomes masculins [261]. Il existe donc une influence du sexe sur I'activité des UGT1A pour

la métabolisation du resvératrol.

Il -3 =B impact du resvératrol sur le métabolisme nucléotidique tumoral

Les nucléotides sont nécessaires a une grande variété de processus biologiques. Bien qu'il
existe des voies de recyclage et que les cellules puissent absorber des nucléotides exogéenes
[262-264], les nucléotides peuvent étre synthétisés de novo, principalement a partir du
glucose, de la glutamine et du CO2. Une stimulation de cette synthése est nécessaire par
exemple pour permettre la réplication de I'ADN et la production d'ARN permettant in fine la
synthése protéique. L'ensemble de ces processus est régulé a de multiples niveaux, en lien
étroit avec les différents stades du cycle cellulaire, et il en est donc de méme pour la synthése

des précurseurs nucléotidiques.

Dans le contexte tumoral, les altérations oncogéniques d’oncogénes et/ou de génes

suppresseurs de tumeurs participent activement a la régulation du métabolisme et en
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particulier de celui des nucléotides. Le concept historique mettant en avant '« effet
Warburg » (observation selon laquelle la plupart des cellules cancéreuses produisent de
I'énergie grace a un fort taux de glycolyse suivie d'une fermentation du pyruvate en acide
lactique) pour expliquer le métabolisme pathologique des tumeurs a été progressivement
nuancé, voire réfuté, notamment grace aux avancées majeures dans les domaines de la
génétique tumorale et de I'échappement immunitaire. Un nombre croissant d'études a
démontré que les oncogénes et les génes suppresseurs de tumeurs sont des facteurs
régulateurs clés dans la synthese de novo des nucléotides et que les altérations de ces genes
activent le métabolisme tumoral via des voies de signalisation spécifiques (Figure 26),
indépendamment de l'addiction au métabolisme glucidique. Par exemple, I'activation du
facteur mTOCR1 consécutive a une inactivation de la sirtuine 3 (SIRT3) induisait une
augmentation significative du transfert de la glutamine vers la voie du métabolisme des
nucléotides dans un modele de tumeur mammaire [265]. La voie de signalisation PI3K-Akt-
PTEN-mTORC1 permet la phosphorylation, par l'intermédiaire de la protéine ribosomale S6
kinase 1 (S6K1), de la serine 1859 du complexe CAD. L'oligomérisation du complexe est ainsi
augmentée, facilitant I'action concertée des 3 domaines enzymatiques [266,267], et stimulant
la synthése de novo des pyrimidines [268,269].

Tres peu d’études ont recherché I'impact du resvératrol sur le métabolisme des nucléotides
des cellules tumorales. De maniére intéressante, le resvératrol est un inhibiteur direct du
facteur mTOR et de la voie PI3K-Akt, elle-méme trés souvent suractivée dans les tumeurs
colorectales [270-273]. Cette inhibition pourrait induire une baisse de la synthése des
pyrimidines (Figure 26). Dans un modele de PDAC, I'oncogéne muté KRAS permettait d’activer
I'expression de l'oncogéne MYC via la voie des MAP kinases (MAPK), augmentant ainsi
I'activité transcriptionelle de la ribose 5’-phosphate isomérase A (RPIA), enzyme essentielle de
la voie non-oxydative des pentoses phosphates génératrice de PRPP [274]. La mutation
oncogénique de KRAS aboutissait donc a une activation de la synthése de novo des purines et
pyrimidines et maintenait des niveaux élevés de nucléotides dans les cellules tumorales.
L'oncogéne c-Myc est également capable de réguler le niveau d’expression du complexe CAD

en se liant a la séquence palindromique hautement conservée de la boite E en aval du site
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transcriptionnel du promoteur de CAD [275,276]. c-Myc est également impliqué dans la

régulation de la transcription des enzymes UMPS et CTP synthase (CTPS) [277].
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Figure 26 : Régulation de la synthése des nucléotides par les oncogénes et les suppresseurs de
tumeurs et impact potentiel du resvératrol. La signalisation des facteurs de croissance et des
oncogenes active le métabolisme des nucléotides pour fournir le matériel essentiel a la prolifération
cellulaire. La signalisation en aval de PI3K/Akt augmente I'absorption du glucose et la glycolyse. Le
facteur de transcription MYC, activé en aval de RAS, stimule la synthése de novo des purines et des
pyrimidines. En plus de I'activation de MYC, mTORC1 augmente les niveaux d'ATF4 et |la synthese de |a
sérine, de la glycine et des unités formyle monocarbonées contribuant a la synthése des purines. La
perte de LKB1 et I'activation oncogénique de K-RAS entrainent une augmentation de CPS1, une enzyme
du cycle de I'urée qui produit un intermédiaire carbamoyl phosphate alimentant la synthése de novo
des pyrimidines. EGF : Epidermal Growth Factor ; CPS1 : Carbamoyl phosphate synthétase 1; OTC:
Ornithine transcarbamoylase ; ASS1 : Argininosuccinate synthétase 1 ; ASL : Argininosuccinate lyase ;
ARGL1 : Arginase 1 ; ASP : Aspartate ; RESV : Resveratrol. Adapté d’apres Villa & al. Cancers 2019.
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D'autre part, I'inhibition de la DHODH entraine une diminution de la transcription et de la
stabilité de c-MYC dans la leucémie aigué myéloide (LAM) et le mélanome [278,279].
L'inhibition combinée de l'oncogéne BRAFY69% et de la DHODH permettait d’ailleurs une
réduction de la croissance tumorale des tumeurs mélaniques [279]. Ces études soulignent les
interactions complexes entre les différentes signalisations oncogéniques, la respiration
mitochondriale et la régulation du métabolisme tumoral des pyrimidines [280-282,277]. Des
altérations des genes suppresseurs de tumeurs peuvent également aboutir a une dérégulation
du métabolisme nucléotidique des cancers. Des mutations du gene TP53 aboutissaient par
exemple a la synthese d’une protéine modifiée capable de se fixer au niveau du promoteur de
nombreux génes activateurs de la synthese des nucléotides et d’augmenter leur expression
[283]. La Liver Kinase B1 (LKB1) ou serine thréonine kinase 11 (STK11) active la protéine kinase
activée par I'’AMP (AMPK), une enzyme clé de la régulation énergétique. L'AMPK régule
négativement I'activité de la carbamoyl phosphate synthase 1 (CPS1), une enzyme clé du cycle
de l'urée qui produit le carbamoyl phosphate, un intermédiaire indispensable pour la synthese
de novo des pyrimidines. Dans certaines tumeurs pulmonaires, I'inactivation de LKB1 associée
a l'activation oncogénique concomitante de KRAS entrainent une augmentation de I’activité
de CPS1 et une augmentation de la synthése des pyrimidines [284]. Le resvératrol est un
activateur de I’AMPK [285]. Il pourrait donc par ce biais inhiber indirectement CPS1 et la

synthése nucléotidique (Figure 26).

Le resvératrol pourrait donc représenter un modulateur négatif du métabolisme tumoral des
nucléotides. D’'un point de vue plus large, la compréhension approfondie du rble des
oncogenes et les génes suppresseurs de tumeurs dans la régulation du métabolisme tumoral
des nucléotides pourrait a terme permettre le développement de traitements

antimétaboliques ciblés et adaptés au profils métaboliques et génétiques des tumeurs.
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Abstract

Introduction: Resveratrol (R) belongs to the Bioactive Food Component (BFC) family. It seems
admitted that its cytotoxic action impacts tumor cells and spares healthy cells, but the
published proofs remain rare. We hypothesized that cells may differentially metabolize
resveratrol and lead to different systemic impacts. Methods: Resveratrol metabolization was
evaluated by ultra-high-performance liquid chromatography (UHPLC) coupled with diode
array detection (DAD), and correlated with the expression of Uridyl-diphosphate-
GlucuronosylTransferase 1A (UGT1A) genes. The expression of UGT1A genes in human
colorectal tissues was studied with RNAseq databases. Functional validation of UGT1A
enzymes implication in resveratrol sensitivity of colorectal cells established by UGT1A
expression modulation. The impact of resveratrol treatment on nucleotide metabolism was
also assessed. Results: Resveratrol was more cytotoxic in cells with downregulation of UGTs,
i.e. tumor cells. Conversely, overexpression of the UGT1A10 gene in an initial resveratrol-
sensitive tumor cell line increased the metabolization accompanied by decreased cytotoxicity.
Resveratrol affected intestinal sensitive tumor cell homeostasis with a cell-volume increase,
cell-cycle modulation, and decreased uridylate nucleotide levels, resulting in a global
reduction of transcription and translation. This impact on global cell activity was restricted to
tumor cells. Conclusion: This study increases resveratrol general knowledge and explains how
resveratrol antitumor action can spare non-tumor cells. It also paves the way to select
colorectal tumors eligible for resveratrol treatment potentiation without additional toxicity to

healthy digestive tissues.

Keywords: Colorectal cancer, resveratrol, UGT1A, drug metabolization, tumor-specific

cytotoxicity
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Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most frequent cancer in the world, accounting for about
10% of the total cancer cases [1]. CRC treatment, combining surgical resection, chemotherapy,
and radiotherapy, depending on the tumor stage [2], results in variable efficiencies and
toxicities. Despite the improvement of surgical and therapeutic strategies, numerous patients
relapse, with numbers varying from 17 to 25%, depending on the treatment regimen and the
stage [3,4]. Thus, innovative approaches are still needed to potentiate the chemo and
radiotherapy efficiencies in CRC, while keeping low systemic toxicity [5—7]. Bioactive food
components’ antitumor properties seem particularly relevant to CRC [8]. According to the
American Dietetic Association, BFCs are "physiologically active food compounds, derived from
animal or plant sources, including compounds belonging to the food of a basic diet, for which
a role has been shown to be healthy and the consumption of which is not harmful to health”
[9]. Preventive and therapeutic benefits of BFCs in cancer have been increasingly reported
over the past two decades. Among BFCs, the stilbenoid resveratrol provided promising results
in CRC models. On one hand, resveratrol potentiated conventional chemotherapy by
increasing Reactive Oxygen Species (ROS) production and promoting cell cycle arrest and
apoptosis [10-12]. This observation does not belong to CRC only since we and others
demonstrated chemotherapy and radiotherapy potentiation in other cancers with or without
association with another BFC [13—17]. Thus, the anti-cancer effect of resveratrol has been
largely described and reviewed [18—20]. On the other hand, numerous studies have described
the benefits of resveratrol in physiological processes and non-cancer diseases.

It is commonly accepted that resveratrol may impact tumor cells while sparing the
surrounding healthy tissues. This interesting hypothesis is supported by a few publications
that explored tumor cells compared to the corresponding non-tumor cell response to
resveratrol. For example, we observed pancreatic tumor-specific toxicity of resveratrol while
the pancreatic epithelial non-tumor cells seemed insensitive [14], although we did not further
describe the molecular basis of the differential response. In the same way, the pro-oxidative
cytotoxic action of resveratrol was specific to astrocytoma cancer cells as compared to healthy
astrocytes, related to their different glutathione levels and oxidative stress amplitude [21]. In

fact, it is supposed that cell response is dependent on its specificities, as exemplified by the
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particular endoplasmic-reticulum/mitochondria coupling in epithelial-endothelial hybrid
tumor cells leading to a reduced ATP, not observed in normal endothelial cells [22].
Remarkably, a systematic analysis of more than 20 tumor and non-tumor cells showed a
hormetic effect of resveratrol, with beneficial activity at low concentrations turning into
adverse impact at high concentrations [23]. This biphasic behavior was observed for many
other BFCs [24,25] and could contribute to their differential effect on the tumor and non-
tumor cells. Multiple downstream targets were reported involved in tumor cell death or
healthy cell improvement, but none of them seemed to be directly regulated by resveratrol,
and the first-step mechanisms remain elusive.

Thus, it seems admitted that resveratrol specifically targets tumor cells, but published proofs
are actually scarce. To fill up this gap in resveratrol general knowledge, using the CRC model,
we investigated how resveratrol antitumor action could be tumor-specific, leading to

treatment potentiation without additional toxicity for healthy digestive tissues.

Material and Methods

Colorectal cell lines and drugs

HT29, HCT116, SW480, MICC12, and CT26 cells were obtained from the ATCC (Teddington,
United Kingdom). NCM460 cells were obtained from Incell (San Antonio, Texas, USA). HT29,
HCT116, SW480, and MICC12 cells were maintained in Dulbecco’s minimal essential medium
(DMEM, Invitrogen, Saint Aubin, France) with 10% Fetal Calf Serum (FCS, Invitrogen) and
1/100 Penicillin/Streptomycin (Invitrogen). CT26 cells were maintained in Roswell Park
Memorial Institute (RPMI, Invitrogen) with 10% FCS with Penicillin/Streptomycin 1/100
(Invitrogen). NCM460 cells were maintained in M3BaseF medium (Incell) with 10% FCS and
1/100 Penicillin/Streptomycin. Resveratrol (R), Resveratrol-4’-O-glucuronide (R4’0G) were
from Sigma Aldrich.

Survival assay

Cells were plated at 5.103 cells per well in 96-well plates. The day after, different doses of R
or R4-OG were applied and cells were kept in culture for 72 h. The medium culture was
removed and cells were washed with 1X PBS. Cells were then stained with 100 pL 0.5% crystal

violet and allowed to incubate at room temperature for 15 min. After removing the crystal
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violet solution, wells were washed three times with 1X PBS to remove unbound dye. Finally,
all wells were filled with 100 pL acetic acid (33%) to release the dye from the cells. The optical
density (OD) of stained adherent cells was determined with an absorbance microplate reader
at a wavelength of 570 nm. To correct background staining, the OD values of the control wells
were averaged and subtracted from the mean OD value obtained for each condition. Results
are expressed as cell survival: (OD treated/OD control)*100. Each measure was performed at
least in quadruplets. Each experiment was repeated at least three times separately for each
condition and the average values were calculated with standard deviation (SD).

Gene expression analysis

Total RNA was isolated using the Direct-zol® kit (Zymo Research, California) and treated by
DNAse according to the manufacturer’s instructions. cDNAs were synthesized using a Reverse
transcriptase cDNA synthesis kit (Roche Applied Science, Meylan, France). Gene expression
levels were determined by reverse transcription/real-time quantitative PCR (qRT-PCR), using
the Promega GoTaq® gPCR kit (Promega, Wisconsin) and the comparative MNE (Mean
Normalized Expression) method [26]. The primers used for qRT-PCR analyses are listed in
Tables 1 and 2. To normalize the qRT-PCR data, we used the primers for the Glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) housekeeping gene. Melting curves showed that
primers amplified only the specific fragments.

Methylation assay

Cells were plated at 15.10* cells per well in 12-well plates. The day after, cells were treated
with 5-azacytidine (1 mM) for 24 hours and with 5-azacytidine (1 mM) + trichostatin A (500
uM) for the next 24 hours. Cells were harvested with trypsin 0.25% and collected in a
microtube. RNA extraction and RT-gPCR expression analysis were performed.

UGT1A expression modulation

UGT1A downregulation was carried out using shRNA technology using the following
sequences: shRNA 601 (shRNA UGT1A10-1) 5’-CCGGGCAACTGGAAAGATCACTGAA-3’, shRNA
602 (shRNA UGT1A10-2) 5'-GCACAGGCAC AAAGTATATTT-3’ and shRNA 603 (shRNA pan-
UGT1A) 5'-GGATCAATGGTCTCAGAAATT-3’, shRNA scramble (control), cloned in lentivirus
expressing puromycin resistance, produced by the Bordeaux University vectorology platform

(Vect’UB). Cell lines were transduced at a multiplicity of infection of 5, followed by a 5-days
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puromycin selection step (1 uM). UGT1A10 overexpression vector was designed using the full
coding sequence of the UGT1A10 gene [27] cloned in a lentivirus with puromycin resistance
gene (Vect’UB). A vector with the same viral backbone and including green fluorescent protein
(GFP) and puromycin resistance gene was used as control. Cell lines were transduced with
lentivectors at a multiplicity of infection of 10 and puromycin selection.

Resveratrol metabolites quantification in cell medium

Cells were plated at 15.10* cells per well in 12-well plates (2.10° cells per well for shRNA
modified cells). The day after, cells were treated with resveratrol at 50 uM for 3, 6, 12, and 24
hours. At each time point, the medium was removed, centrifuged for 20 min (20,000 g, 4 °C),
and immediately frozen at -80°C before UHPLC analysis. Quantification of R and resveratrol-
glucuronides medium-concentrations were performed by ultra-high-performance liquid
chromatography (Agilent 1290 Series) coupled with UV-VIS diode array detector (DAD) and
mass spectrometer. Two microliters were injected into an Agilent SB-C18 column (1.8 um, 2.1
x 100 mm). Samples were eluted with solvent A (H,O 0.1% formic acid) and solvent B
(acetonitrile 0.1% formic acid) by the following gradient program: 0—1.7 min, 10% B; 1.7-3.4
min, 10-20% B; 3.4-5.1 min, 20-30% B; 5.1-7.8 min, 30% B; 7.8-8.5 min, 30-35% B; 8.5-11.9
min, 35-60% B; 11.9—-15.3 min, 60-100% B; 15.3—17 min, 100% B; 17-17.3 min, 100-10% B.
The flow rate was set to 0.4 mL/min. The quantifications were carried out by integration of
the peaks at the absorbance of 320 nm and using appropriate calibration curves. The cell
media alone were also analyzed to eliminate any potential matrix effect.

Metabolomic assay:

Cells were plated at 5x10° cells per well in 6-well plates and were treated the day after with
resveratrol at 50 uM for 24 hours. Metabolite extraction by ethanol boiling method on
subconfluent cells (<10° cells/cm?) and metabolites separation by high-pressure ionic
chromatography on an ICS 3000 chromatography station (Dionex) were respectively described
in [28,29]. Sample normalization was done based on cell number and cell volume both
determined with a Multisizer® IV particle counter (Beckman Coulter, CA). AXP and UXP
content corresponds to the sum of ATP + ADP + AMP and UTP + UDP + UMP contents,
respectively. Adenylate energy charge was defined as AEC = (ATP + % ADP)/AXP) [30]. AXP,

UXP, and AEC were calculated with each nucleotide pure content given in nmol/sample
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(inferred from standard curves using nucleotides pure compounds). Each experiment was
repeated at least three times separately for each condition and the average values were
calculated with SD.

Cell cycle analysis

Non-synchronized subconfluent cells were harvested with trypsin 0.25% and washed twice
with 1X PBS. Cells were fixed with paraformaldehyde (PFA) 3,7% for 15 minutes and
permeabilized with triton 0.5% for 15 minutes at room temperature. Cells were washed twice
with 1X PBS and incubated with RNAse (100 pg/mL, Sigma-Aldrich) overnight at 37°C. Cells
were washed twice with 1X PBS + 5% BSA and incubated with propidium iodide (PI) solution
(4 pg/mL, Sigma-Aldrich) for 15 min in the dark. The samples were examined on a BD Accuri™
C6 flow cytometer and data were analyzed with BD Accuri™ C6 Plus software (BD Biosciences,
Le Pont de Claix, France).

Transcription rate assay

Cells were plated at 15.10* cells per well in 12-well plates. The day after, cells were treated
with resveratrol at 50 uM for 24 hours. For each condition, cells of 1 well were harvested with
trypsin 0.25% and collected in a microtube. DNA and RNA extractions were performed using
respectively QlJAamp® DNA isolation kit (Qiagen, Germany) and Direct-zol® RNA isolation kit
(Zymo Research, California). DNA and RNA concentrations were measured with Nanodrop®
one/one spectrophotometer (ThermoFisher). Transcription quantification was determined
using the ratio of RNA concentration to DNA concentration for each condition.

Translation rate assay

Cells were plated at 1.10° cells per well in 6-well plates. The day after, cells were treated with
resveratrol at 50uM for 24, 48, and 72 hours. At each time point, 10 ug/mL puromycin was
added to the culture medium for 10 minutes. Immediately after, cells were washed with cold
1X PBS, and frozen at -80°C in RIPA buffer. Protein extraction was performed using RIPA buffer
and protein extracts were processed for western blotting. Membranes were incubated with
the anti-puromycin antibody (Clone 12D10, Sigma Aldrich ref MABE343). Rabbit anti-GAPDH
antibody (Cell Signaling Technologies, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) was used to
normalize the loading of the samples. Anti-puromycin antibody was detected with specific

anti-mouse-1gG-HRP (Cell Signaling Technologies). Proteins were visualized using the ECL
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detection system (Amersham Pharmacia Biotech, Orsay, France). Quantification by
densitometry was performed with the Imagel software.

RNAseq Databases analysis

RNAseq raw data files from studies GEOD-50760 and GEOD-76987 were obtained with

Expression Atlas / EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home). Raw RNAseq counts for

UGT1A8 and UGT1A10 genes were normalized using the « median of ratios » normalization
method [31]. Log2 fold changes of UGT1A enzyme genes were directly obtained from
Expression Atlas / EMBL-EBI analysis.

Survival analysis

Overall survival Kaplan-Meier curves of COAD (colorectal cancer) and READ (rectal cancer)
TCGA databases patients according to the expression of UGT1A1, UGT1A7, UGT1AS8, or

UGT1A10 enzymes were obtained directly with GEPIA survival analysis (http://gepia.cancer-

pku.cn). Group cut-offs used median expression value and high and low cut-offs were equal
to 50%. UGT1A expression correlation analysis in healthy and tumor samples of COAD and
READ databases was performed directly using the GEPIA correlation analysis tool.

Statistical analysis

Statistical tests were performed using the Graph-Pad Prism software (v6.04). Results are
expressed as mean +SD, analyzed by unpaired, bilateral Student's t-tests. p<0.05 was

considered statistically significant.

Results

Resveratrol differential toxicity is related to colorectal cell line metabolization capacity

To assess tumor and non-tumor cell line sensitivity to resveratrol, HCT116, HT29, SW480,
NCM460, CT26, and MICC12 cells were treated with increasing doses of resveratrol (Figure
1A). The non-tumor cells NCM460 presented the highest ICso (Inhibitory concentration 50)
value (ICs0=125uM), which was 2.4 and 4.8-fold higher than that of HCT116 (50uM) and
SW480 (25uM) tumor cells, respectively. HT29 IC50 (IC50=80uM) was 1.6 to 3.2-fold higher

than that of HCT116 and SW480. Similar results were obtained for the mouse tumor colorectal
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cell line CT26, with a 5-fold higher sensitivity to resveratrol compared to the non-tumor mouse
intestinal cells MICC12 (Supplemental figure 1A).

Resveratrol passively crosses the cell plasma membrane to reach the cytosol where it can be
metabolized into sulfo- and/or glucuronoconjugates with metabolic enzymes, followed by an
efflux of the metabolites in the extracellular compartment [32,18]. To assess resveratrol
metabolization in tumor and non-tumor colorectal cells, we performed a time course
guantification of resveratrol and its metabolites in the culture medium after resveratrol
exposure (Figure 1B). The resveratrol-sensitive tumor cells HCT116 and SW480 did not present
any resveratrol metabolization after 24 h, as no resveratrol glucuroconjugates were detected,
and resveratrol medium concentrations remained unchanged. By contrast, the HT29 cells
metabolized half of the initial resveratrol into glucuroconjugates after 24 h, with a large
proportion of the resveratrol-4’-O-glucuronide (R40G) compared to resveratrol-3-O-
glucuronide (R30G). The non-tumor NCMA460 intestinal cells, performed complete
metabolization of resveratrol after 24 h, with 85% R40G and only 15% of R30G. Mouse CT26
tumor cells produced half the amounts of R40G as compared to the non-tumor MICC12
intestinal cells (Supplemental figure 1C).

These results suggest that cell potential to metabolize resveratrol parallels their resistance to
resveratrol, so tempted that resveratrol-derived metabolites are non-toxic. To test this
hypothesis, we determined whether R40G was cytotoxic. Dose-response experiments showed
no cytotoxic effect for all the tested mouse or human cell lines (Figure 1C, supplemental figure
1B).

Resveratrol is preferentially metabolized by glucuronidation by the UDP-
glucuronosyltransferases (UGTs) 1A (UGT1A) [32]. As the intestinal cell lines displayed distinct
capacities to metabolize resveratrol, we determined the mRNA levels of UGT1A1, 1A6, 1AS,
1A9, and 1A10 genes. None of the cell lines expressed UGT1A1, 1A6, and 1A9 (data not
shown). HT29 and NCM460 cells but not HCT116 and SW480 cells exhibited expression of
UGT1A8 and UGT1A10 mRNAs, (Figure 1D and 1E). In the same way, the mouse MICC12 cells
expressed UGT1A1, 1A6, and 1A10 transcripts while the tumor CT26 cells expressed only the
UGT1A6 transcript (Supplemental figure 1D). The 8-glucuronidase enzyme (encoded by the

GUSB gene) reverses glucuronidation. HCT116 and HT29 were the only human cells expressing
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GUSB transcripts (Figure 1F), while both the murine CT26 and MICC12 cells expressed 8-
glucuronidase enzyme transcripts (Supplemental figure 1D).

Taken together, these data suggest that resveratrol resistance was observed in cells armed
with UGTs, especially UGT1A8 and UGT1A10, able to resveratrol glucuronidation rather than
cells, expressing GUSB and able to revert resveratrol metabolization. This is supported by the

fact that R40G was not toxic, even in the GUSB-positive cells.

The expression of UGT1A genes is downregulated in human colorectal tumors.

We found in intestinal tumor and non-tumor cell lines that resveratrol resistance appeared
linked to the expression of UGTs. To evaluate whether this observation was relevant to
colorectal cancers, we looked at the expression of UGT1A genes in RNAseq databases
providing gene expression profiles of cancer and matched healthy tissues. We observed strong
expression of UGT1A8 and UGT1A10 in the cell lines resistant to resveratrol. According to
protein sequence homology, the UGTs enzyme family is divided into 5 subfamilies sharing
expression regulation mechanisms. For instance, UGT1A7, 1A8, 1A9, and 1A10 constitute an
independent sub-group, with structural and expression regulation similarities [33]. Using the
GEOD-76987 dataset of colorectal primary tumor tissues and normal mucosa tissues [34], we
found a systematic decrease in the expression of UGT1A1, 1A7, 1A8, and 1A10 (Figure 2A-C).
Focusing on the expression levels of UGT1A8 and UGT1A10 genes, we observed a significant
downregulation in colorectal primary tumors compared to healthy digestive tissues (Figure 2B
and 2C). Similar observations were made using the GEOD-50760 dataset obtained from
colorectal primary tumor tissues with matching colorectal tumor hepatic metastasis and
normal mucosa tissues [35] (Figure 2D-F). In this dataset, we observed that hepatic metastasis
had even stronger repression of UGT1A8 and UGT1A10 genes.

Next, we used the GEPIA platform gene correlation analysis tool and found that the
expressions of UGT1A8 and UGT1A10 are closely correlated in healthy colorectal samples
(Figure 2G, r= 0.95). By contrast, this correlation was lost in tumor samples (Figure 2H, r=
0.63), suggesting a disruption of the expression regulation mechanisms. No correlation was

found for UGT1A1 or UGT1A7 with UGT1A8 or UGT1A10 (Supplemental figure 2A-H).
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Epigenetic marks, like promoter hypermethylation, have been previously involved in UGT1A
gene downregulation [36,37]. We tested if demethylation could switch back on the expression
UGT1A8 and UGT1A10in HCT116 cells. SFRP1 and SFRP2 genes were used as positive controls
as both these genes are known to be downregulated in colorectal tumors by promoter
hypermethylation [38]. While demethylation did turn on the expression of the SFRP1 and
SFRP2 genes, UGT1A8 and 1A10 genes were still off (Figure 21). Thus, the downregulation of
UGT1A8 and UGT1A10 genes seemed independent of DNA methylation status.

Last, we examined whether UGT1A gene expression was prognostic using the GEPIA platform

(http.//qepia.cancer-pku.cn). Kaplan-Meir overall survival curves according to UGT1A gene

expression showed that low levels of UGT1A8 and UGT1A10 were negative prognostic markers
for patient survival (Figure 2L and 2M). These results did not apply to UGT1A1, UGT1A7 (Figure
2J and 2K), or other UGT1A genes (data not shown).

These results show that UGT1IA8 and UGT1A10 genes might be clinically relevant to colorectal
cancer, especially regarding response to polyphenols such as resveratrol but also for prognosis

assessment.

Functional impact of UGT1A expression modulation on non-tumor and tumor cell resveratrol
toxicity

There is a known link between UGT1A enzymes and colorectal cell sensitivity to drugs [39]. To
provide more insight into the relationship between UGT1A expression and resveratrol cell
sensitivity, the expression of UGT1A enzymes was modulated. First, we designed 2 different
shRNA to downregulate the expression of all the UGT1A enzymes (sh pan-UGT1A) or the
UGT1A10 enzyme only (sh UGT1A10). UGT1A10 gene was found expressed both in non-tumor
mouse and human cell lines. Moreover, this isoform is strongly present in colorectal healthy
tissues and resveratrol is a known target of this enzyme [40]. shRNA impact on the UGT1A8
(sh pan-UGT1A) and UGT1A10 (Sh pan-UGT1A and sh UGT1A10) expression was verified by
RT-qPCR as compared to scrambled control (Figure 3A and 3B). The downregulation of pan-
UGTI1A or UGT1A10 increased resveratrol sensitivity in HT29 cells, similar to that observed for
the sensitive tumor cells HCT116 (ICso=50uM; Figure 3C). Moreover, the resveratrol

metabolization capacity of HT29 with UGT1A downregulation was decreased by 7 to 8 folds.
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Interestingly, the downregulation of UGT1A10 resulted in a diminution of the resveratrol
metabolization by about 50% and up to 35% with pan-UGT1A repression (Figure 3D).
Moreover, while R40G and R30G were detected in similar quantities after UGT1A10
repression, R30G was almost absent with global UGT1IA downregulation. These results
suggest that the UGT1A10 enzyme may be the major enzyme responsible for resveratrol
metabolization, mainly into R40G. Importantly, UGT1A10 downregulation in the NCM460
non-tumor cells (Supplemental figure 3A) led to cell sensitization to resveratrol, lowering the
ICs0 by about 2-fold (Supplemental figure 3B).

Next, we wondered whether the overexpression of UGT1A10 could confer resistance to
resveratrol. HCT116 cells expressed UGT1A10 when transduced with a lentiviral vector
bearing the UGT1A10 gene coding sequence (Figure 4A). The expression of the UGT1A10 gene
in HCT116 diminished about twice their sensitivity to resveratrol (Figure 4B). Moreover,
UGT1A10 expression allowed resveratrol metabolization (Figure 4C).

These data show that sensitivity to resveratrol depends on the capacity of the cells to perform
glucuronidation by UGT1A enzymes. Moreover, we found a significant correlation between

resveratrol ICso and metabolization capacity (r=0.76, p=0.017, Supplemental figure 3C).

Resveratrol impacts differentially non-tumor and tumor cells on global cell homeostasis

During the viability assays with resveratrol, we observed that treated tumor cells HCT116
appeared bigger than non-treated cells (Supplemental Ffgure 4A and 4B). We determined
that the cell volume of resveratrol-treated tumor cells was 1.7-fold bigger as compared to
untreated cells (Figure 5A). Importantly, this observation was not observed for treated non-
tumor-treated cells. Cell size is dependent on the balance between cell growth, which
corresponds to an increase in volume, and cell division kinetics, which is defined by total cell
cycle length. We hypothesized that resveratrol may disturb the tumor cell cycle, whereas non-
tumor cells would not be affected. To test this, we analyzed the distribution of asynchronous
cells in the phases of the cell cycle. As expected and as already published, resveratrol (50 uM)
induced a significant accumulation of tumor HCT116 cells in the S and G2/M phases (Figure

5B). Resveratrol also affected the cell cycle of the NCM460 cells, although to a lesser extent,
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which was surprising according to its little impact in the initial cell viability tests and the
maintained cell size (Figure 1A). Resveratrol ICsos were determined after 72h of treatment.
Resveratrol may induce a cell cycle arrest in normal cells, which then recover from this initial
effect, after full glucuronidation. Thus, we compared the initial impact of resveratrol (50 uM)
on cell viability in all 4 tumor and non-tumor cell lines treated for 24 h and found a similar
moderate decrease, which may account for cell cycle arrest (Supplemental figure 4C).
Nevertheless, resveratrol-induced cell cycle arrest may not be the only global consequence on
tumor cells, which by contrast to non-tumor cells, displayed cell volume increase.

Recent data show that cell growth and division can be uncoupled downstream of nucleotide
imbalances [41]. Moreover, resveratrol inhibits mTORC1 and promotes AMPK activity, both
actions leading to indirect pyrimidine synthesis inhibition [42—44]. We hypothesized that
resveratrol could differentially impact nucleotide concentrations of tumor cells and non-
tumor cells, especially pyrimidines. Levels of purine nucleotides (ATP / ADP / AMP / GTP /
GDP) and pyrimidine nucleotides (CTP / CDP / UTP / UDP / UMP / Uridine diphosphate N-
acetylglucosamine (UDP-NAG)) were measured in HCT116 and NCM460 cells after 24 h of
resveratrol exposure (50 pM). Adenylic nucleotide metabolism was higher in NCM460
compared to HCT116, as shown by the increase in AXP content (AXP = ATP + ADP + AMP)
contents (Supplemental figure 4D and 4G). By contrast, Adenylic Energy Charge remained
constant after resveratrol exposure, thus excluding an energetic alteration as responsible for
the cancer cells proliferation arrest (Supplemental figure 4H). GTP, GDP, and CDP nucleotide
levels were similar in both cell lines and were not changed after resveratrol treatment
(Supplemental figure 4l1-K). By contrast, although basic levels were roughly similar in tumor
and non-tumor cells, we observed a significant decrease in all the tested pyrimidine
monophosphate and triphosphate nucleotide contents in resveratrol-treated tumor cells but
not non-tumor cells. Indeed, UTP, UMP, and CTP levels decreased in HCT116 resveratrol
treated cells (Figure 5C-E, Supplemental figure 4K). UDP levels were not impacted by the
treatment (Figure 5D), but UDP being the less abundant uridylate nucleotide in HCT116 cells,
its stability under resveratrol treatment cannot be sufficient to prevent the general decrease

of uridylic nucleotides (see UXP Figure 5F).
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Altogether, these results show that resveratrol treatment affects pyrimidine nucleotide
abundance specifically in tumor cells.

Pyrimidine nucleotides and especially uridylate nucleotides are major metabolites of
transcription. Lower levels of UMP/UTP may result in transcription inhibition [45,46]. To
assess global transcription, we quantified the RNA/DNA ratios in tumor (HCT116) and non-
tumor (NCM460) cells, treated or not for 24 h with resveratrol (50 uM). RNA/DNA ratios
dropped in HCT116 treated cells but not in NCM460 cells (Figure 5G).

A general slowdown of transcription may result in diminished global translation [47]. We used
a puromycine pulse-chase staining to observe that resveratrol treatment resulted in the
decrease of translation in HCT116 cells after 48 and 72 h (Figures 5H). Translation in NCM460
cells was not affected even after 72 h of resveratrol exposure (Figure 51). Our results suggest
that resveratrol impacts specifically the whole transcription-translation process of colorectal

tumor cells while sparing non-tumor cells.

Discussion

Numerous studies, including ours, showed resveratrol toxicity in tumor cells and its
differential impact on non-tumor cells, but the mechanistic demonstration of this difference
remains unclear. This work highlights the role of UGT1As in the response to resveratrol. We
also showed a resveratrol systemic cell impact driven by diminished transcription and
translation rates.

Dietary resveratrol passively crosses the plasma membrane of enterocytes to be metabolized
into sulfoconjugates and glucuronoconjugates by metabolic enzymes. These conjugates are
released into the bloodstream and the conjugation can be reversed in target tissues. In
addition, metabolites may undergo enterohepatic recirculation enabling new absorption in
the intestine. In the intestine, metabolized forms can be unconjugated by the microbiota [48],
and reenter the enterocytes for a new metabolization/circulation cycle. Thus, the intestine is
more exposed to the native form of resveratrol, which may optimize the impact on colorectal
tumors. The enterohepatic cycle of resveratrol is of particular interest in colorectal cancer
application since the resveratrol-4’-O-glucuronide metabolite has no cytotoxic activity, as

confirmed in this study, which may also be true for the 3-O-glucuronide and 3-O-sulfate.
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Moreover, their production soon after resveratrol absorption limits its bioavailability to
distant tissues.

Our work revealed that UGT1A expression status was closely linked to resveratrol sensitivity
in cell line models since metabolization activity was correlated to sensitivity. UGT1A
expression seemed correlated to cell differentiation. Indeed, the HCT116 and SW480 cell lines
form undifferentiated tumors and belong to the CRC consensus molecular subtype 4, CMS4,
[49,50], whereas the HT29 cell line forms well-differentiated tumors resembling grade |
carcinomas (CMS3, [50]). Of note, the fold difference in the expression of a few genes,
including UGT1A1, was the highest in colon-like cell lines, such as HT29. This suggests that loss
of differentiation during cancer progression is accompanied by loss of UGT1A expression. This
hypothesis is supported by our in-silico analysis finding a systematic decrease in the
expression of UGT1A1, 1A7, 1A8, and 1A10 in tumor colon tissues. Metastasis showed further
downregulation, confirming the relationship between UGT1A loss and cancer aggressiveness.
This assumption is also in agreement with our finding that low levels of UGT1A8 and UGT1A10
were negative prognostic markers for patient survival. Moreover, downregulation of UGT1A
expression in colorectal and other digestive cancer tissues has been described in the literature
[51,52]. UGT1A1 expression is tightly regulated by promoter methylation [36,53] and UGT1A8
and UGT1AI10 are expressed from distinct promoters [37]. We showed here that global
demethylation of the HCT116 cell line did not turn on UGT1A8 and UGT1A10 genes. Thus, it is
probable that UGT1A downregulation is more a consequence of cell dedifferentiation during
cancer progression, due to the loss of the transcriptional program, rather than a selective loss
of function. This hypothesis agrees with the high correlation of expression of both genes in
normal tissues (Figure 2G), which is uncoupled in cancer tissues (Figure 2H). This hypothesis
is further supported by Delmas & al. who showed that daily resveratrol treatment failed to
impact subcutaneous tumor growth of a well-differentiated colorectal rat tumor cell line while
a growth delay was observed on a human undifferentiated CRC cell line-derived tumor [54]. It
would be very interesting to assess UGT1A expression in both CRC tumor cell lines. Further
exploration is needed, especially regarding tumor response to treatments that are
metabolized by UGT1As. Indeed, UGTs may be involved in the intrinsic drug resistance in CRC.
Resistance to irinotecan-derived SN38 metabolized by UGT1A1/UGT1A6 and ganetespib
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conjugated by UGT1A1 [39] might be more active with inhibition of UGTs [55]. This agrees
with the resistance to resveratrol reversion by UGT1A downregulation in HT29 and NCM460
cells observed in the present study. Thus, CRC tumor UGT1A expression profiling could be
predictive of intrinsic resveratrol sensitivity. In this context, undifferentiated UGT1A-negative
aggressive CRC tumors could be preferred resveratrol targets. Moreover, as resveratrol could
compete with other drugs for UGT1A metabolization [55,56], it could participate to enhance
the efficiency of antineoplastic therapeutics, by competing for inactivation. The treatment
combining resveratrol with for example irinotecan may lead to improved CRC chemotherapy
response. UGT enzymes are activated by phosphorylation, mainly performed by the protein
kinase C (PKC) [57,58]. Thus, combining resveratrol with PKC inhibitors, such as curcumin,
another well-studied polyphenol, could potentially enhance the resveratrol CRC anti-tumor
effect by decreasing its metabolization.

Our study aimed at understanding the differences in resveratrol responses between non-
tumor and tumor cells. Besides the impaired capacity to metabolize the compound, tumor
cells displayed a profound decrease in all the tested monophosphate and triphosphate
pyrimidine nucleotide contents after resveratrol treatment, while these contents were
unchanged in non-tumor cells. We further found that this drop affected tumor cell
transcription and translation, probably in close relation with the cytotoxic effect of
resveratrol. We did not have access to deoxyribonucleotides values. It is possible that they
were depleted too as resveratrol is known to inhibit ribonucleotide reductase [59] and to
induce replicative stress [60], leading to dNTP pool decrease and cell accumulation in the S
phase [61]. Very few studies have focused on resveratrol’s impact on NTP metabolism [62],
especially in cancer tissues [63], even if indirect pyrimidine synthesis negative imbalance could
be achieved through mTORC inhibition and AMPK activation [42—-44]. Arecent in silico docking
analysis describes resveratrol as a potential inhibitor of multiple enzymes involved in
nucleotide metabolism, especially RNA polymerases [64]. Thus, resveratrol-induced
downregulation of pyrimidine nucleotides may not be the unique cause of the observed
cancer cell transduction rate inhibition. The disruption of pyrimidine nucleotide balance could
impact the translation in tumor cells. The mTOR pathway is a key activator of translation [65]

with oncogenic mutations leading to increased translation rates [66,67]. Resveratrol has been
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widely described as an inhibitor of the Akt pathway and a direct inhibitor of mTOR [42,68],
especially in CRC tumor cells [44]. In addition to the modulation of translation activators, the
transcription rate inhibition could enhance translation decrease in HCT116 cells. It is well
demonstrated that resveratrol does interfere with the activities of multiple cellular pathways
and alters the behavior of many proteins. In this context, the “one-drug-one-target” concept
does not apply. However, resveratrol affects the overall homeostasis of tumor cells in multiple
ways and many of which are yet to be elucidated. Our current understanding of resveratrol’s
differential impact on tumor and non-tumor intestinal cells is schematically represented in
Figure 6.

In conclusion, we understand for the first time that systemic colorectal tumor-specific
cytotoxicity of resveratrol is directly linked to cell glucuronidation capacity. This strengthens
its prospects for use in CRC as a conventional treatment sensitizer agent. From a broader
perspective, as for resveratrol, UGT enzymes play a key role in the tumor response to
numerous antineoplastic drugs. Thus, tumor UGT expression profiling represents a potential
predictive marker for drug sensitivity assessment and UGT1A expression modulation could

represent a promising therapeutic strategy.
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Table 1 — Human RT-qPCR primers

UGT1A1-human- forward
UGT1A1-human-reverse

CATGCTGGGAAGATACTGTTGA
CGCATGATGTTCTCCTTGTAACTT

UGT1A6-human- forward
UGT1A6-human-reverse

TITGGGGCATGGTTGTAGGT
CGCATGATGTTCTCCTTGTAACTT

UGT1A8-human-forward
UGT1A8-human-reverse

GGTCTTCGCCAGGGGAATAGG
GTTCGCAAGATTCGATGGTC

UGT1A9-human-forward
UGT1A9-human-reverse

CCACTGGTTCACCATGAGGT
CGCATGATGTTCTCCTTGTAACTT

UGT1A10-human-forward
UGT1A10-human-reverse

CCTCTTTCCTATGTCCCCAATGA
CCTTAGTCTCCATGCGCTTTGC

GUSB-human-forward
GUSB-human-reverse

AGTGGTGCGTAGGGACAAGAA
TGAGCGATCACCATCTTCAAGT

GAPDH-human-forward
GAPDH-human-reverse

GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG
ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA

Table 2 — Mouse RT-qPCR primers

UGT1A1-mouse-forward
UGT1A1-mouse-reverse

CCAGCAGAAGGGGCACGAAGTTG
TGACCACGCGCAGCAGAAAAGAAT

UGT1A2-mouse-forward
UGT1A2-mouse-reverse

TGCCCCTTCGAGGAATCTCAGG
CTCCCGCACAACATCCCTCATG

UGT1A6-mouse-forward
UGT1A6-mouse-reverse

CTGGCTGATGGTGGCTGACTG
ACTGAGGCCCAAAGCACTAGGAA

UGT1A9-mouse-forward
UGT1A9-mouse-reverse

CAGAGGGCATGAGGTTGTGGTA
TCCTGCAGTGTGAAAATGTTAGTT

UGT1A10-mouse-forward AACTGTCTCCAGGGGAAGCC
UGT1A10-mouse-reverse TTCGATGGTCTAGTTCCGGTG
GUSB-mouse-forward ATTGGCTGGGTGTGGTATGAA
GUSB-mouse-reverse GGACCAGCTTGCTAATGTCAG

GAPDH-mouse-forward
GAPDH-mouse-reverse

CATCACTGCCACCCAGAAGACTG
ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG
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Figure 1: Human tumor and non-tumor colorectal cell lines resveratrol sensitivity is related to
metabolization capacity and expression of UGT1A enzymes genes. Dose-response experiments were
carried out for resveratrol (A) and resveratrol-4’-O-glucuronide (C), by treatment human colorectal cancer
cell lines (HCT116, SW480, HT29). Transformed NCM460 human intestinal cell line was used as healthy
human non-tumor cells. Resveratrol and its glucuronide derivates resveratrol-4’-O-glucuronide and
resveratrol-3-O-glucuronide were quantified in cell culture media after 0, 3, 6, 12 and 24 h incubation with
the different cell lines (B). Expression of UGT1A8 (D), UGT1A10 (E) and GUSB (F) transcripts were assessed
in the different cell lines by RT-gPCR, using GAPDH transcripts as a normalization reference. Results are
expressed with mean +/- SD. ** : p<0.01 ; ns : non-significant.
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Figure 2: UGT1A8 and

Months
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Months

Months

UGT1A10 are downregulated in colorectal tumor tissues. Log2 fold change of
UGT1A1/A7/A8/A10 expression between colorectal tumor and healthy digestive tissues in GEOD-76987 (A) and
GEOD-50760 (D) datasets. RNAseq normalized counts for UGT1A8 (B) and UGT1A10 (C) in normal colorectal
mucosa and primary colorectal tumor of the GEOD-50760 dataset. RNAseq normalized counts for UGT1AS8 (E)
and UGTI1A10 (F) in normal colorectal mucosa, primary colorectal tumor and hepatic metastases of the GEOD-
50760 dataset. Pearson correlation analysis between UGT1A8 and UGT1A10 expressions in healthy colorectal
tissues (G) and colorectal cancers (H). Expression of UGT1IA8, UGT1A10, SFRP1 and SFRP2 genes in HCT116 cells

after demethylation treatment with 5-azacytidine and trichostatin A (1). Overall survival of the COAD (colorectal
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cancer) and the READ (rectal cancer) TCGA databases patients, depending on the tumor expression of UGT1A1
(3), UGT1A7 (K), UGT1A8 (L) and UGT1A10 (M). Results are expressed with mean +/- SD. **** : p<0.0001.
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Figure 3: Downregulation of UGT1A gene expression impacts colorectal cell lines resveratrol
metabolization capacities and sensitivity. Expression of the UGT1A8 (A) and UGT1A10 (B) genes was
assessed in different shRNA transduced HT29 cells by RT-qPCR, using GAPDH transcripts for normalization.
Resveratrol dose-response experiments were carried out after shRNA transductions in HT29 cells (C).
Resveratrol and its glucuronide derivates resveratrol-4’-O-glucuronide and resveratrol-3-O-glucronide were
qguantified in cell culture media after O, 3, 6, 12 and 24 h incubation with the different shRNA-transduced
HT29 cells (D). Results are expressed with mean +/- SD. *** : p<0.001 ; **** : p<0.0001 ; ns : non-significant.

145



>
oy

UGT1A10
1.2

1.51 ~e— Control vector

N
<] ~ 10 -= UGT1A10 vector
X f = (@]
=
55 10 >E 08
wa > o
.S 5° o6
89 n G '
—_ "6 —_
o o ©
% 9 os 8= 04
<8 g
Z < No detectable ~ 02
x expression
IS
0.0+ 0.0+ T T T 1
S O 0 25 50 75 100
3
S ,\'\/‘?‘ o .
04?/0‘ RS & Resveratrol concentration (uM)
C HCT116 HCT116
control vector UGT1A10 vector
100 100+
S RS
o - o —
23 75 23 75
o g o 8_ [ Resveratrol-3-O-glucuronide
[} [
SE 5o gg 50 [ Resveratrol-4-O-glucuronide
S < < © Il Resveratrol
o @ 254 a9 25

Figure 4: Upregulation of UGT1A gene expression impacts colorectal cell line sensitivity to resveratrol and
resveratrol metabolization. Expression of UGT1A10 was assessed in HCT116 cells transduced with
UGT1A10 expression vector and control vector by RT-qPCR, using GAPDH transcripts for normalization (A).
Resveratrol dose-response experiments were carried out after transductions of HCT116 cells with UGT1A10
expression and control vectors (B). Resveratrol and its glucuronide derivates resveratrol-4’-O-glucuronide
and resveratrol-3-O-glucronide were quantified in cell culture media after 0, 3, 6, 12 and 24 h incubation
with HCT116 cells transduced with UGT1A10 expression vector and control vector (C). Results are expressed
with mean +/- SD. ** : p<0.01 ; *** : p<0.001 ; **** : p<0.0001.
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HCT116 and NCM460 cells after 24 h of 50 uM resveratrol exposure (A). Cell-cycle analysis of HCT116 and
NCM460 cells after 24 h of 50 uM resveratrol exposure (B). Relative content (untreated NCM460 value was
used as the reference) for UTP (C), UDP (D), UMP (E) and UXP (F) nucleotides in HCT116 and NCM460 cells
after 24 h 50 uM resveratrol exposure. RNA/DNA ratio of HCT116 and NCM460 cells after 24 h 50 uM
resveratrol exposure (G). Results are expressed as ratio of untreated cells for each cell line. Translation rate
of HCT116 (1) and NCM460 (J) cells after 24 h, 48 h and 72 h of 50 uM resveratrol exposure assessed by
total-protein puromycine incorporation western-blot. Results are expressed with mean +/- SD. * : p<0.05 ;
**:p<0.01; ***: p<0.001 ; ns : non-significant.
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Figure 5: Resveratrol differentially impacts tumor and non-tumor cell homeostasis. Cell-volume change of
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Figure 6: Working hypothesis of resveratrol differential impact on intestinal tumor and non-tumor cells.
Non-tumor cells intestinal cells are harnessed with detoxification enzymes, leading to xenobiotics
conjugation to soluble forms promoting their inactivation and elimination. UGT1A-depleted
dedifferentiated tumor cells lose their detoxification ability and become vulnerable to xenobiotics.
Resveratrol then unbalances pyrimidine nucleotides leading to a global reduction in RNA and protein
synthesis.
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Supplemental figure 1: Mice tumor and non-tumor colorectal cell lines resveratrol sensitivity is related to
metabolization capacity and expression of UGT1A enzymes genes. Dose-response experiments were
carried out for resveratrol (A) and resveratrol-4’-O-glucuronide (B), by treatment of mice colorectal cancer
cell line CT26. Transformed MICC12 mice intestinal cell line was used as healthy non-tumor cells.
Resveratrol and its glucuronide derivates resveratrol-4’-O-glucuronide were quantified in cell culture media
after 0, 3, 6, 12 and 24 h incubation with the different cell lines (C). Expression of UGT1A1, UGT1Ae6,
UGTI1A10 and GUSB (D) genes were assessed in the different cell lines by RT-qPCR, using GAPDH gene as a
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reference for normalization. Results are expressed with mean +/- SD. ** : p<0.01 ; ns : non-significant. NDE:

Non-detectable expression.
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Supplemental figure 2: Pearson correlation analysis between UGT1A1 and UGT1A8 (A) or UGT1A10 (B)
expressions in healthy colorectal tissues. Pearson correlation analysis between UGT1A1 and UGT1A8 (C) or
UGT1A10 (D) expressions in colorectal cancers. Pearson correlation analysis between UGT1A7 and UGT1A8
(E) or UGT1A10 (F) expressions in healthy colorectal tissues. Pearson correlation analysis between UGT1A7
and UGT1A8 (G) or UGT1A10 (H) expressions in colorectal cancers.
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Supplemental figure 3: Expression of UGT1A10 gene was assessed in shRNA scramble and UGT1A10
transduced NCM460 cells by RT-gPCR, using GAPDH gene as a reference for normalization (A). Dose-
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Supplemental figure 4: Optical microscopic observations of HCT116 cells treated (B) or not (A) with 50 uM
resveratrol for 24 h. Survival experiments for SW480, HCT116, HT29 and NCM460 cells after 24 h of 50 uM
resveratrol treatment (C). Relative peak area (untreated NCM460 value was used as the reference) for ATP
(D), ADP (E), AMP (F), GTP (1), GDP (J), CTP (K), CDP (L) and UDP-NAG (M) nucleotides levels and relative
AXP content (G) in HCT116 and NCM460 cells after 24 h 50 uM resveratrol exposure. Adenylic charge of
HCT116 and NCM460 cells after 24 h 50 uM resveratrol exposure (H). Translation rate of HCT116 and
NCM460 cells after 24h, 48h and 72h 50uM resveratrol exposure was assessed by total-protein puromycine
incorporation revealed by western-blot (N) Results are expressed with mean +/- SD. * : p<0.05; ** : p<0.01 ;
*#* 1 p<0.001 ; ns : non-significant.
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Il — 3 — D Discussion

Notre travail met en évidence le réle majeur des UGT dans la réponse au resvératrol des
cellules tumorales et saines. D’un point de vue plus global, de nombreuses thérapeutiques
anticancéreuses sont également concernées puisque métabolisées activement par des UGT.
La contribution des réactions enzymatiques de glucuronidation a la résistance aux thérapies
anticancéreuses a été reconnue pour la premiére fois il y a prés de 30 ans [286]. Les auteurs
mettaient en évidence un lien entre I'efflux élevé de daunorubicine, une chimiothérapie
intercalant de I’ADN, sous forme de conjugué glucuronide et la résistance cellulaire a I'effet
cytotoxique de cette drogue dans une lignée cellulaire leucémique. Les résultats de cette
étude, ainsi que ceux d’autres études précoces sur le métabolite actif de I'irinotécan, le SN-
38, et sur I'acide mycophénolique laissaient entendre que I'expression et I'activité intrinseque
des UGT influengait de maniére significative la sensibilité et I'efficacité des médicaments
[287,288]. Depuis ces travaux pionniers, la liste des médicaments anticancéreux impactés par
la glucuronidation UGT-médiée s'est allongée et comprend la majorité des médicaments
antinéoplasiques actuellement utilisés, toutes classes confondues, ainsi que de nombreux
autres en cours de développement [250]. Ainsi, la glucuronidation par les UGT pourrait réduire
considérablement l'activité de plusieurs agents thérapeutiques antinéoplasiques dont

I'irinotécan, le sorafénib, le raloxifene et le tamoxiféne [289-293].

La majeure partie des preuves initiales de l'influence des UGT sur les réponses aux drogues
ont été établies sur des essais cellulaires. Par exemple, le SN-38, métabolite actif de
Iirinotécan, est glucuronidé par plusieurs UGT1A [294], et les cellules cancéreuses de colon,
poumon et sein présentant une résistance au SN-38 montrent également des niveaux
d'expression élevés d'UGT1A associés a des concentrations élevées de SN-38-glucuronide
dans le milieu de culture [288,295]. Parallelement, des études pharmacogénétiques sur des
patients atteints de CRC et traités par irinotécan ont établi des associations entre certains
variants génétiques de I'UGT1A et la réponse clinique au traitement [250,296]. Le variant
UGT1A1*28 constitue par exemple une biomarqueur prédictif d’'une toxicité systémique

accrue de l'irinotécan, notamment avec la survenue de neutropénies séveres [289,296]. De
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méme, il a été signalé que I'efficacité de nouvelles stratégies thérapeutiques était modulée
par I'expression des UGT. Le ganetespib et le luminespib sont des médicaments anticancéreux
prometteurs ciblant la protéine de choc thermique HSP90, un chaperon moléculaire
dépendant de I’ATP et essentiel au repliement d'un grand nombre de protéines, y compris
plusieurs oncogenes [297]. Les principaux inhibiteurs de la HSP90 entrent en compétition pour
la liaison de HSP90 a I'ATP et favorisent la dégradation protéasomique des protéines cibles
non repliées. Une efficacité clinique du ganetespib et du luminespib est donc attendue pour
de nombreux cancers, et ils sont actuellement testés dans plusieurs essais cliniques de phase
Il et Ill, seuls ou en association [298]. Cependant, dans une analyse transcriptomique
comparée, des niveaux élevés d'UGT1A étaient parmi les différences majeures observées
entre les lignées cellulaires de CRC et de vessie résistantes et sensibles aux inhibiteurs de
HSP90 [299,300]. En outre, la surexpression de I'UGT1A10, isoforme abondamment exprimée
dans le tractus gastro-intestinal, dans une lignée cellulaire sensible de CRC induisait une
résistance aux inhibiteurs au ganetespib et au luminespib, tandis que I'inactivation de 'UGT1A
dans les lignées cellulaires résistantes de CRC et de la vessie augmentait la sensibilité a ces
drogues [299,300]. En revanche, 'ensemble des lignées cellulaires étaient sensibles a d'autres
classes d'inhibiteurs de HSP90 qui ne sont pas des substrats des UGT. Bien que des études
antérieures suggéraient que les tumeurs colorectales et vésicales présentaient une expression
réduite des UGT1A en comparaison des tissus normaux [240,301,302], d'autres études ont
indigué qu'un sous-groupe significatif de tumeurs colorectales présentait des niveaux
d'expression élevés [240,303]. Ces résultats suggerent que l'utilisation des inhibiteurs de
HSP90 dont le métabolisme est dépendant des UGT soient dépendante de I'analyse du profil
d’expression des UGT. D'apreés les résultats d'un crible de sensibilité comparant des modeles
de cellules cancéreuses exprimant faiblement ou fortement les UGT1A, ces enzymes
pourraient étre des déterminants importants de la réponse a plusieurs autres nouveaux
composés antinéoplasiques déja utilisés en clinique ou qui font actuellement I'objet d'essais

cliniques [304].

Plusieurs études cliniques ont également mis en évidence le lien entre résistance primaire aux

médicaments et I'expression des UGT. L'expression de I'UGT1A a par exemple été associée a
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la réponse a l'erlotinib, un inhibiteur du récepteur du facteur de croissance épidermique
(EGFR), chez les patients atteints d'un cancer du poumon non a petites cellules (NSCLC) [305].
Les niveaux tumoraux initiaux d’ARNm de I'UGT1A6 étaient 6 fois plus élevés chez les patients
non-répondeurs en comparaison des patients répondeurs. La glucuronoconjugaison des
métabolites oxydatifs de I'erlotinib est une voie documentée de son inactivation et de son
élimination [306], ce qui laisse supposer que des taux élevés tumoraux d'UGT réduisent la
sensibilité a I'erlotinib. Dans une autre étude, la résistance des patients atteints de LAM a la
ribavirine et la cytarabine, 2 analogues nucléosidiques, a été attribuée a I'accumulation

induite des enzymes UGT1A [307].

Une expression augmentée des UGT a été observée a plusieurs reprises aprés I'exposition de
lignées cellulaires cancéreuses a des médicaments anticancéreux également substrats des
UGT. Cette observation confirme le caractere inductible des résistances médicamenteuses
UGT-médiées. L'UGT2B17 est la principale UGT exprimée dans les cellules B leucémiques de
patients atteints de leucémie lymphoide chronique (LLC), alors que toutes les autres UGT sont
peu ou pas exprimées [308]. Dans une étude menée sur des patients atteints de LLC traités
avec une fludarabine, un analogue purique, les auteurs montrent que les patients non-
répondeurs pouvaient étre distingués des répondeurs sur la base de |'expression induite de

'UGT2B17, observée quelques heures apres le début du traitement.

Collectivement, ces exemples précliniques et cliniques soutiennent tous que l'expression
basale et inductible des UGT des cellules cancéreuses est un déterminant majeur de la réponse

aux thérapeutiques antitumorales.

Nous avons pu observer des différences d’expression des UGT entre les diverses lignées
colorectales utilisées. D’autres part, les données moléculaires associées aux données cliniques
de cohortes de malades mettent en évidence le caractére pronostique du niveau d’expression
tumorale des UGT. On peut donc se demander si ces enzymes contribuent au processus de
progression tumorale, notamment via leur capacité a réguler par le biais de la glucuronidation,

la signalisation endogeéne affectant les voies oncogéniques. Le processus oncogénique par lui-
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méme perturbe radicalement I'expression intratumorale des UGT en comparaison des tissus
normaux, [301,303,290,309,302]. L'expression des UGT peut étre réprimée dans certains
types tumoraux et augmentée dans d'autres types, indiquant divers schémas de régulation de
I'expression des UGT dans les tumeurs [301,303,290,310,309,302]. Ces niveaux perturbés
d'UGT sont compatibles avec des fonctions métaboliques altérées dans les tumeurs et
suggerent que les UGT pourraient influencer la progression tumorale, indépendamment de
I'exposition aux molécules thérapeutiques. Notamment, les résultats d’études récentes
analysant les perturbations métaboliques présentes dans le transcriptome et le métabolome
de plusieurs types de tumeurs, indiquait que les génes et les métabolites pour lesquels les
niveaux sont les plus perturbés appartenaient a la voie d'interconversion des pentoses et des
glucuronates en incluant tous les génes [311,312]. Ces observations soutiennent le concept
d'une voie UGT perturbée dans plusieurs types de cancers. Le modéle complexe de régulation
de l'expression des UGT décrit précédemment implique la production de nombreuses
isoformes alternatives présentant de nouvelles séquences « in-frame » et exprimées de
maniére différentielle entre les tissus tumoraux et sains [231]. En outre, les parameétres
cliniques, y compris le type de cancer, |'agressivité ou le stade contribuent tous a cette
variabilité de I'expression des UGT. Ces facteurs, associés a la grande variabilité
interindividuelle et aux différences ethniques qui caractérisent également |'expression
tissulaire variable des UGT [250], suggerent une régulation multifactorielle de I'expression des
UGT lors du processus oncogénique, qui, a son tour, influence de maniere significative non
seulement la réponse aux thérapeutiques, mais aussi la progression tumorale. Etant donné
que l'activité d'un certain nombre d'UGT détermine I'exposition a des molécules de
signalisation endogénes de type hormonal, telles que les stéroides sexuels, les meilleurs
exemples de l'influence des UGT sur la progression tumorale proviennent de cancers en lien
étroit avec le systeme endocrinien. Le cancer de la prostate est un parfait exemple. Comme
décrit précédemment, les UGT2B17 et 2B28 sont les enzymes impliqués dans l'inactivation
des hormones stéroidiennes au niveau prostatique. La délétion germinale de I'UGT2B17 est
associée a un risque accru de cancer de la prostate [313]. De plus, les délétions germinales de
I'UGT2B17 et de I'UGT2B28 sont toutes deux associées a une récidive post-prostatectomie

chez des hommes traités pour un cancer de la prostate localisé [314]. Ces délétions
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héréditaires influencent également les taux circulants de stéroides sexuels chez les hommes
atteints de cancer de la prostate et sont des marqueurs prédictifs indépendants des résultats
de la prise en charge. En effet, la perte ou l'inhibition de la voie d'inactivation des androgenes
par I'UGT augmente I'exposition aux androgenes locaux et renforce I'activation du récepteur

des androgenes en favorisant la prolifération des cellules cancéreuses [314].

L'interaction des UGT avec d'autres enzymes métaboliques, telles que celles impliquées dans
le catabolisme des acides gras ou encore la pyruvate kinase musculaire 2 (PKM2), une enzyme
régulatrice de la glycolyse impliquée dans I'oncogenése [315], sont un autre moyen par lequel
elles pourraient influencer diverses voies métaboliques impliquées dans la biologie du cancer
[316,317]. Dans la tumeur colorectale par exemple, une interaction entre la PKM2 et les
isoformes UGT1A i2 (courtes) a été mise en évidence [316]. Une inactivation des isoformes i2
stimulait la glycolyse anaérobie ou « effet Warburg », associée a une accumulation du lactate.
Une analyse métabolomique montrait des perturbations des niveaux de plusieurs
métabolites, incluant de nombreux intermédiaires dérivés des voies de la glycolyse et du cycle
de Krebs. Ces changements métaboliques étaient associés a une capacité migratoire
augmentée des cellules tumorales. La diminution de I’expression des UGT1A _i2 observée dans
les tumeurs colorectales pourraient donc impacter le métabolisme énergétique des cellules

tumorales et favoriser la dissémination tumorale.

Enfin, étant donné que les UGT conjuguent une multitude d'autres métabolites impliqués dans
la croissance et la mort des cellules cancéreuses, notamment les acides biliaires ou |'acide
rétinoique, on peut imaginer que les UGT influencent le processus tumoral en régulant la

concentration locale de métabolites pro- et anti-oncogéniques.
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lIl — Discussion et Perspectives générales

L'intérét des BFCs en cancérologie n’a cessé de croitre depuis maintenant une vingtaine
d’années [318,319]. En particulier, de nombreuses études ont établi I'intérét des BFCs comme
agents sensibilisants aux thérapeutiques anticancéreuses conventionnelles de chimiothérapie
et radiothérapie. Une action chimiosensibilisante de I’association resvératrol/capsaicine ayant
également été mise en évidence par I'équipe dans un modele pancréatique [160], nous nous
sommes demandé si cette méme combinaison pouvait radiosensibiliser les tumeurs
digestives. En effet, les propriétés pro-oxydantes des BFCs (a des concentrations élevées)
aboutissent a la génération massive de ROS au sein des cellules tumorales. L'effet biologique
des rayonnements ionisants étant basé principalement sur la génération de ROS par radiolyse
de I'eau, 'association de BFCs et de la radiothérapie pourrait aboutir a une génération accrue
de ROS et a un effet antitumoral majoré du traitement. Nos résultats confirment cette

hypothése a la fois in vitro et in vivo, sur des modeles pancréatiques et colorectaux.

Cependant, malgré I'action radiosensibilisante observée in vitro, le resvératrol seul n’a pas
permis de radiosensibilisation efficace des tumeurs sur notre modele murin préclinique. Cela
avait d’ailleurs été également le cas sur le modeéle pancréatique puisque I'administration seule
de resvératrol par voie orale n’avait pas permis d’observer une réduction des volumes
tumoraux [160]. A la lumiére des résultats de I’étude de la métabolisation du resvératrol par
les cellules colorectales tumorales et non-tumorales, il est probable que la voie
d’administration orale aboutisse a une métabolisation et une inactivation quasi-compléte de
la molécule, empéchant ainsi son action radiosensibilisante. Dans le but d’éviter ce
phénoméne, une administration la plus directe possible a la tumeur pourrait étre envisagée.
Pour cela, nous développons actuellement un modele de greffe orthotopique de tumeur
rectale. Ce modele permettra de valider I'action radiosensibilisante des BFCs sur un modele
plus proche du contexte clinique que le modeéle sous-cutané. Nous pourrons également tester
I'effet radiosensibilisant du resveratrol aprés administration rectale. Cette voie

d’administration pourrait permettre une absorption massive par la tumeur de resvératrol non
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métabolisé. A terme, I'utilisation de xénogreffes dérivées de patients (PDX) permettra encore
de documenter la pertinence du modele. La maitrise de ces nouveaux modeles précliniques
pourrait également permettre de tester d’autres agents radiosensibilisants potentiels de la
tumeur rectale. Si nos résultats sur ces nouveaux modeles confirment |'effet radiosensibilisant
des BFCs, I'étape suivante sera la mise en place d’un protocole de recherche clinique

incorporant ces molécules dans la prise en charge des malades présentant une tumeur rectale.

Une majorité des patients traités pour un cancer du rectum regoit un traitement néoadjuvant
par radiochimiothérapie. Dans une optique d’améliorer les taux de réponses complétes a ce
traitement et le pronostic associé, I'utilisation des BFCs en tant que traitement sensibilisant
associé a la radiochimiothérapie représente une piste thérapeutique séduisante. Notre équipe
a mis en évidence un effet chimiosensibilisant du resveratrol et de la capsaicine pour la
gemcitabine, dans des modeles in vitro et in vivo de PDAC [160]. Il semble donc également
intéressant d’évaluer a terme la combinaison radiochimiothérapie par 5-FU et BFCs, dans une
optique d’optimisation de la réponse et de réduction des toxicités. Des expérimentations
préliminaires sur les lignées tumorales colorectales (non présentées dans ce manuscrit)
permettaient également d’observer une chimiosensibilisation pour le 5-FU. De méme, I'effet
cytotoxique sur les lignées colorectales tumorales de I’association RT/5-FU/BFCs était
supérieur a celui de I'association RT/5-FU. Il serait intéressant de confirmer ces observations

dans un modele préclinique.

Outre leur action radiosensibilisante, plusieurs BFCs dont le resvératrol sont décrites comme
capables d’'un effet radioprotecteur des tissus sains [320,321], et en particulier de la
mugqueuse intestinale [322,323]. Plusieurs hypothéses peuvent étre faites quant a I'origine de
ces observations. D’une part, de nombreuses BFCs présentent une action hormétique
bénéfique a faible dose et délétere a des doses plus élevées [324-326]. Les effets
radiosensibilisants ou radioprotecteurs seraient alors uniquement liés a la dose a laquelle les
cellules ou les tissus sont exposés. Dans le cas des tissus digestifs et du resvératrol par
exemple, il est possible qu’a une dose identique d’exposition, les tissus sains présentent des

concentrations en resvératrol actif faibles et compatibles avec une radioprotection alors que
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celles des tissus tumoraux sont plus élevés, générant une radiosensibilisation. Une autre
explication serait que les tissus sains et tumoraux présentent des caractéristiques
moléculaires différentes, aboutissant a des sensibilités différentielles. On peut par exemple
penser a des niveaux d’expression variables des systémes de régulation du stress-oxydant. En
effet, des niveaux de ROS plus élevés, nécessaires au processus oncogénique, sont
classiquement décrits pour les cellules tumorales en comparaison des cellules saines [327].
Ces niveaux sont finement régulés par les cellules tumorales afin de favoriser le processus
tumoral sans pour autant étre toxique. Dans ce contexte, I'exposition aux BFCs pourraient
déstabiliser I’équilibre redox fragile mis en place par la cellule tumorale et aboutir a la mort
cellulaire. Enfin, les caractéristiques du cycle cellulaire des cellules saines et tumorales
pourraient également expliquer pour une part ce double effet. Il a été démontré pour
certaines BFCs un effet radiosensibilisant sur des cellules cyclant rapidement et un effet
radioprotecteur sur des cellules quiescentes [328]. Un parallele peut étre fait avec les
traitements de chimiothérapie. De par leurs modes d’actions, ces drogues ciblent
particulierement les cellules tumorales a division rapide mais induisent également
d’importantes toxicités sur les tissus digestifs et hématopoiétiques, qui se renouvellement

rapidement.

De maniere plus générale, de nombreuses BFCs semblent présenter une cytotoxicité plus
marquée sur les tumeurs que sur les tissus sains [329-331]. Comme évoqué précédemment,
il est probable que les cellules tumorales portent des caractéristiques moléculaires différentes
des cellules saines contribuant a les sensibiliser a ces composés. Ceci est en accord avec le fait
qgue le resvératrol a été plus toxique sur les cellules d’astrocytome que sur les astrocytes
normaux [331]. Alors gu’il induisait une baisse des ROS associée a une augmentation des
niveaux de glutathion chez les astrocytes, une augmentation importante des ROS et une
baisse des niveaux de glutathion était observée pour les cellules d’astrocytome. D’une
maniére similaire, la curcumine présentait une action pro-apoptotique marquée sur des
cellules tumorales hépatocytaires alors qu’aucune toxicité n’était observée aux méme doses
sur des hépatocytes normaux [329]. La encore, une capacité réduite des cellules tumorales a

maintenir des niveaux bas de stress-oxydant, en particulier via le systeme du glutathion,
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semblait impliquée. Nous avons mis en évidence dans un modeéle colorectal, des capacités de
métabolisation et d’inactivation différentes du resvératrol aboutissant a un effet cytotoxique
quasi-spécifique des cellules tumorales. La tumeur colorectale constitue donc une cible de
choix pour l'utilisation du resveratrol en tant qu’adjuvant thérapeutique. D’autant plus que
son administration orale pourrait permettre une absorption directe par la tumeur de la forme
non-métabolisée. Cette hypothése est a confronter aux résultats d’'une étude rapportant une
trés faible biodisponibilité du resveratrol au niveau colorectal, la majeur partie de la dose
ayant probablement été absorbée et métabolisée en amont du tractus digestif [332,333]. Le
développement de nouvelles formes galéniques du resvératrol est une piste d’amélioration
de sa biodisponibilité et fait I'objet de multiples études [334]. Dans le cadre des tumeurs du
bas et moyen rectum, une administration locale du resvératrol pourrait également étre

envisagée.

Nos résultats sur les modeles pancréatiques et colorectaux confortent I'utilisation des BFCs
en tant qu’agents adjuvants des thérapies conventionnelles comme une piste thérapeutique
robuste. Malgré de nombreuses études précliniques positives, trées peu d’études cliniques
incluant I'usage de BFCs pour la prise en charge des cancers ont pour I'heure été mises en
ceuvre. Cet écueil est probablement lié aux problémes de biodisponibilité d’'une majorité de
ces composés mais également potentiellement a leur caractére non-brevetable. Des
initiatives académiques sont d’ailleurs a l'origine de la plupart des études cliniques
disponibles. On peut espérer que les efforts fournis pour le développement de nouvelles

formes galéniques pourraient ébranler cet état de fait.

Nos observations mettant en évidence une inhibition de I'expression des UGT1A8 et 10 dans
les tumeurs colorectales pourraient également servir au développement de thérapies ciblées
pour le CRC. On peut par exemple imaginer la mise au point d’agents antinéoplasiques
métabolisés par les UGT1A8 et 1A10 et capables de présenter un effet trés ciblé sur la tumeur
colorectale en épargnant les tissus sains. Une autre approche thérapeutique pourrait
consister a combiner certaines chimiothérapies métabolisées par les UGTs avec la prise

concomitante de BFCs métabolisées par les mémes enzymes. On peut espérer ainsi, par un
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effet de compétition entre les 2 molécules au niveau des UGTs, augmenter I'action de la
chimiothérapie en diminuant son inactivation enzymatique. A noter cependant que le
resvératrol pouvant également entrer en compétition avec la chimiothérapie au niveau des

tissus sains, une toxicité digestive accrue pourrait étre observée.

Il serait également intéressant de voir si ce phénoméene de dérégulation de I'expression des
UGT est observé pour d’autres types tumoraux. Dans ce contexte, les tumeurs hépatiques et
rénales seraient de bonnes candidates puisque ces tissus expriment fortement plusieurs

enzymes UGT1A.

Enfin, I'étude des mécanismes moléculaires responsables des dérégulations d’expression des
UGT colorectales représente un domaine de recherche passionnant et encore peu étudié.
Outre leur réle bien connu de détoxification des xénobiotiques, les UGT émergent en tant que
modulateurs métaboliques et acteurs a part entiére du processus oncogénique. L'étude des
interactions entre les UGT, le métabolisme tumoral et les voies de signalisation oncogéniques,

en particulier dans le CRC, pourrait constituer la suite logique de ce travail.
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Titre : Radiosensibilisation des tumeurs digestives par des molécules bioactives de I'alimentation
Contexte : La radiothérapie (RT) est couramment utilisée pour la prise en charge des tumeurs digestives,
notamment le cancer du rectum (RC) et l'adénocarcinome du canal pancréatique (PDAC), avec des
indications distinctes. La RT est souvent associée a la chimiothérapie pour en augmenter I'efficacité, au prix
d'une toxicité importante. La radiochimiothérapie ne peut donc étre proposée aux patients les plus fragiles.
Les composants bioactifs (BFC) d'origine naturelle, dont le resvératrol et |la capsaicine, peuvent potentialiser
I'effet antitumoral des rayonnements ionisants. Cette radiosensibilisation peut étre d'un grand intérét si les
tissus sains environnants sont épargnés. De plus, la combinaison de BFCs peut permettre I'obtention d’un
effet antitumoral amélioré par rapport aux composés seuls. Objectifs : Ce travail a évalué la
radiosensibilisation de modeles de PDAC et de RC par le resvératrol et la capsaicine et a exploré les
mécanismes impliqués dans leur action spécifique aux tumeurs, aux niveaux cellulaire et moléculaire.
Méthodes : La survie cellulaire a été évaluée in vitro en présence de BFC sur différentes lignées cellulaires
tumorales et non tumorales pancréatiques et colorectales. La métabolisation du resvératrol a été évaluée
par spectrométrie de masse et corrélée avec I'expression des génes codant les UDP-glucosyltransferases 1A
(UGT1A) par RT-gPCR. L'expression des enzymes UGT1A dans les tissus colorectaux humains a été étudiée
grace aux bases de données RNAseq disponibles en ligne. La validation fonctionnelle de I'implication des
enzymes UGTIA dans la sensibilité au resvératrol des cellules colorectales a été établie par modulation de
I'expression des UGTIA. L'effet radiosensibilisant des BFCs a été évalué via I'exploration des processus
d’apoptose et de leur impact sur le cycle cellulaire. Les voies moléculaires impliquées dans la
radiosensibilisation ont été analysées par western blot. L'impact sur la génération de stress oxydant a été
évalué par cytométrie de flux ou colorimétrie. L'analyse de radiosensibilisation in vivo a été testée sur des
xénogreffes de cellules tumorales humaines sous- cutanées. Résultats : Le resvératrol (R) et la capsaicine
(C) présentaient un effet cytotoxique sur les cellules tumorales et cet effet était renforcé par leur
combinaison. L’association des BFC et de la RT stimulaient la production d‘espéces réactives de I'oxygene
(ROS) de maniere majorée par rapport a la RT seule. Parallelement, le cycle cellulaire était arrété et
I'apoptose induite. En outre, la résistance au resvératrol était liée a I'expression des genes UGT1A dans les
lignées cellulaires tumorales et non tumorales digestives. L'expression des genes UGT1A8 et UGT1A10 était
diminuée dans les tissus tumoraux colorectaux par rapport aux tissus digestifs sains correspondants. Cette
baisse d'expression a été corrélée au pronostic des patients atteints de cancer colorectal. L'inhibition de
I'expression du gene UGT1A10 par shRNA dans une lignée cellulaire initialement peu sensible au resvératrol
permettait de réduire la capacité de métabolisation du resvératrol et augmentait la toxicité du resvératrol.
A l'inverse, la surexpression du géne UGT1A10 dans une lignée cellulaire tumorale initialement sensible au
resvératrol augmentait la métabolisation et s’accompagnait d'une diminution de la cytotoxicité. Le
resvératrol affectait 'noméostasie des cellules tumorales intestinales sensibles avec une augmentation de
la taille cellulaire, un ralentissement du cycle cellulaire et une diminution des niveaux de certains
nucléotides pyrimidiques, aboutissant a une réduction globale des processus de transcription et de
traduction. Cet impact sur l'activité cellulaire globale n’était pas observé sur les cellules non-tumorales. Le
resvératrol et la capsaicine radiosensibilisaient les tumeurs xénogreffées. Cet effet était associé a un arrét
du cycle cellulaire et a une augmentation de I'apoptose. De plus, un meilleur contréle de la croissance
tumorale était obtenu pour les souris irradiées et traitées avec la combinaison de BFCs par rapport aux
souris recevant uniquement la radiothérapie. Enfin, le traitement par BFCs engendrait un déséquilibre de
la voie de réparation de I'ADN radio-induite amplifiant le phénoméne apoptotique dans le modéle murin
de tumeur PDAC. Conclusions : Les BFCs représentent des agents radiosensibilisants des cellules tumorales
digestives prometteurs. Le resvératrol présente une cytotoxicité spécifique aux tumeurs lié
fonctionnellement avec I'expression des génes UGT1A dans les cellules et les tissus tumoraux digestifs. De
plus, les BFCs et en particulier le resvératrol affectent I'homéostasie globale des cellules tumorales, en
altérant les fonctions cellulaires de base telles que la transcription, la traduction et les voies de réparation
de I'ADN. La combinaison du resvératrol et de la capsaicine radiosensibilise les tumeurs pancréatiques et
colorectales dans des modeles précliniques murins. Ces travaux positionnent les BFCs comme des solutions
alternatives pour la radiosensibilisation des tumeurs, sans effet secondaire systémique souvent observé
avec la chimiothérapie conventionnelle.
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Title: Radiosensitization of digestive tumors by bioactive food components Background: Radiotherapy
(RT) is commonly used in the management of digestive tumors, including rectal cancer (RC) and pancreatic
ductal adenocarcinoma (PDAC), but with distinct indications. RT is often combined with chemotherapy to
increase efficiency but at the cost of important toxicity, leaving out fragile patients. Naturally occurring
bioactive food components (BFCs), including resveratrol and capsaicin, may potentiate the antitumor effect
of ionizing radiation. This radiosensitization may be of great interest if surrounding healthy tissues are
spared. Moreover, the combination of BFCs may provide an improved anti-tumor effect. Objectives: This
work evaluated resveratrol and capsaicin radiosensitization of PDAC and RC models and explored
mechanisms involved in their tumor-specific action, at the cellular and molecular levels. Methods: Cell
survival was evaluated in vitro in the presence of BFCs on different pancreatic and colorectal tumor and
non-tumor cell lines. Resveratrol metabolization was evaluated by mass spectrometry, and correlated with
the expression of UDP-glucosyltransferases 1A (UGT1A) genes by RT-qPCR. The expression of UGT1A genes
in human colorectal tissues was studied with RNAseq databases available online. Functional validation of
UGTI1A enzymes implication in resveratrol sensitivity of colorectal cells established by UGT1A expression
modulation. Radiosensitization was assessed by apoptosis induction and cell cycle impact exploration.
Molecular pathways involved in radiosensitization were analyzed by western blotting. Reactive oxygen
species were quantified by flow cytometry or colorimetry. In vivo radiosensitization analysis was tested on
subcutaneous human tumor cell xenografts. Results: Resveratrol (R) and capsaicin (C) were more cytotoxic
toward tumor cells and this effect was enhanced in combination. ROS were enhanced with BFCs and RT as
compared to RT. Concomitantly, cell cycle was arrested and apoptosis was induced. In addition, resveratrol
resistance was related to the expression of UGTs in intestinal tumor and non-tumor cell lines. UGT1A8 and
UGTI1A10 gene expression were downregulated in CRC tumor tissues in comparison to matched healthy
tissues. This down expression was correlated to the prognostic of CRC patients. Downregulation of
UGT1A10 gene expression by shRNA in an initial resveratrol resistant cell line reduced resveratrol
metabolization capacity and increased resveratrol toxicity. Conversely, overexpression of the UGT1A10
gene in an initial resveratrol sensitive tumor cell line increased the metabolization accompanied by
decreased cytotoxicity. Resveratrol affected intestinal sensitive tumor cell homeostasis with a cell-size
increase, cell-cycle modulation, and decreased uridylate nucleotide levels, resulting in a global reduction of
transcription and translation. This impact on global cell activity was restricted to tumor cells. Xenografted
tumors were radiosensitized by resveratrol and capsaicin associated with a cell cycle arrest and an increase
in apoptosis. Moreover, a better tumor growth control was obtained for mice irradiated and treated with
the BFCs combination compared to mice receiving radiotherapy only. Finally, the radiosensitization
unbalanced the radio-induced DNA repair pathway to promote apoptosis in the PDAC tumor model.
Conclusions: BFCs are potent radiosensitizers on digestive tumor cells. Resveratrol exhibits tumor-specific
cytotoxicity with a functional relationship to UGT1A genes expression in digestive tumor cells and tissues.
Moreover, BFCs and in particular resveratrol affect global tumor cell homeostasis, by impairing basic cell
functions such as transcription, translation and DNA repair pathways. The combination of resveratrol and
capsaicin radiosensitizes pancreatic and colorectal tumors in preclinical mouse models. This work positions
BFCs as very potent alternative solutions for radiosensitization of tumors, without systemic side effect often
observed with conventional chemotherapy.

BoRdeaux Institute in onCology - BRIC; INSERM U1312; BioGo Team
Université de Bordeaux site Carreire ; Batiment Recherche, 146 Rue Léo Saignat33076
Bordeaux CEDEX

197



