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Abréviations

5-FU: 5-Fluorouracile
5-FUTP : 5-Fluorouridine Triphosphate
-A-
ABC : ATP-Binding Cassette
ACVR2A: Activin Receptor type 2A
ADN : Acide Désoxyribonucléique
AlF : Apoptosis Inducing Factor
AKT : AKTS8 virus oncogene cellular homolog
Ambra l: Activating molecule in BECN1-regulated autophagy protein 1
AMPK : 5'-Adenosine Monophosphate-activated Protein Kinase
AP-1: Activator Protein-1
APAF : Apoptosis Protease Activating Factor
APC : Anaphase-Promoting Complex
APC : Adenomatous Polyposis coli
ARAF : A-Raf proto-oncogene
ARN : Acide Ribonucléique
ASK1: Apoptosis Signal-Regulating Kinase 1
ATG: Autophagy Related Gene
ATM: Ataxia Telangiectasia Mutated protein
ATP : Adénosine Triphosphate
-B -
Bad : Bcl-2 associated death promoter
Bag: Bcl-2 associated athanogene
Bak : Bcl-2 homologous antagonist killer
Bax : Bcl-2-associated X protein
Bcl-2 : B-cell lymphoma 2
Bcl-10: B-cell lymphoma 10
Bcel-xL : B-cell lymphoma like extra large
BH: Bcl-2 Homologue
Bid : Bcl-2 interacting-domain death
BIM : Bcl-2 Interacting Mediator
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BRAF
B-TRCP :

CAP-Gly :

CASPS8 :
C-Term:
CD:
Cdc:
CDK:
Chk1/2 :
CI50:
CIMP :
CIN:
c-Myc :
CMS:
COMT :
COS:

CTNNBL1:

DCC:
DCFDA:
DCX:
DDI1 :
DHE :

DIABLO:

DISC :

DMSO :
DSDA .
DSK2:

E2F :
ECL:
EDNRB :
EDTA:

B-Raf proto-oncogene
B-Transducin Repeat-Containing Protein
-C-
Cytoskeleton-Associated Protein-Glycine-rich
Caspase 8
Carboxyle-Terminale
Cluster de Différenciation
Cell division control
Cyclin-Dependent Kinase
Checkpoint kinase 1/2
Concentration Inhibitrice 50
Cpg Island Methylation Pathway
Chromosome Instability
Avian myelocytomatosis virus oncogene cellular homolog
Consensus Molecular Subtype
Centre Organisateur des Microtubules
Composés Organosulfurés
Catenin 3
-D-
Deleted in Colorectal Carinoma
Dichlorofluorescéine Diacétate
Doublecortin
DNA damage inducible 1
Dihydroéthidium
Direct 1AP Binding protein with Low pl
Death-Inducing Signaling Complex
Diméthylsulfoxyde
Disulfure de Diallyle
Dominant Suppressor Karl 2
-E -
Elongation 2 Factor
Enhanced Chemiluminescence
Endothelin Receptor type B

Ethylene Diamine Tetraacetic Acid

14



EGF:
EGFR:
ERK:
ERO:
ESR:
Ets-1:

FADD :
FAM123B .
FasL :
FBXWT7 :
FAUMP :
FAUTP :
FLD :
FOLFOX:
FRA-1:
FSC:
FZD .

GAP :
GDP :
GEGC :
GPC6 :
GPP:
GSK3p:
GTP:

HoS :
HBSS :
HDACS :
HECT :
HER :
HER?2 :
HIF-1a:

Epithelial Growth Factor
Epidermal Growth Factor Receptor
Extracellular signal Regulated Kinase
Espéce Réactive d'Oxygene
Espéce de Soufre Réactif
Erythroblastosis

-F-
Fas Associated Death Domain
Family with sequence similarity 123B
Fas Ligand
F Box WD40 domain protein 7
Fluorodeoxyuridine Monophosphate
Fluorodeoxyuridine Triphosphate
Flexible Loop Domain
5-FU, Leucovorine et Oxaliplatine
Fos-Related Antigen-1
Forward Scatter
Frizzled

- G-
GTPase activating protein
Guanosine Diphosphate
Gallate EpiGalloCatéchine
GPC6 - Glypican-6 precursor
Glycoprotéine-P
Glycogen Synthase Kinase 3
Guanosine Triphosphate

-H -
Hydrogene de Sulfure
Hank's Buffered Salt Solution
Histone Deacetylase family member 6
Homologous to the EGAP Carboxyl Terminus
Human Epidermal Growth Factor Receptor
Human ErbB2

Hypoxia-Inducible Factor-1 o
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hMLH1 :
HRP :
HtrA2 :

IAP :
iIBMK :
ICG:
IKK:
INK:
IPS-1:

INK:

K5:
KC1:
KEAP-1:
KGS-3:

KIAA1804 :

Kif2A :
Kif2B :
Kif2C :
KIP :

KIR:

KLF4 :
KRAS :

LAMP1 :
LC3:
LIR :
LRP5/6 :

M-PER :
MAP :

Human MutL Homolog 1
Horseradish Peroxidase
High temperature requirement protein A2
-1-
Inhibitor of Apoptosis Protein
immortalized Baby Mouse Kidney
llots CpG
Inhibitor of Kappa B
Inhibitor of Kinase
Interferon- § Promotor Stimulator 1
-J-
c-Jun N-terminal Kinase
-K-
Kringle 5
Kinase Caséine 1
Kelch-like ECH-associated protein-1
Kinase Glycogene Synthase-3f3
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase MLK4
Kinesin family member 2A
Kinesin family member 2B
Kinesin family member 2C
Kinase Inhibitor Protein
Keap-1 Interaction Domain
Kruppel-like factor 4
V-Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma
-L-
Lysosomal-associated Membrane Protein 1
Light Chain 3
LC3 Interaction Region

Low density lipoprotein Receptor-related Protein 5/6

-M -
Mammalian Protein Extraction Reagent

Microtubule-Associated Protein
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MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase

MBR : Membrane-Binding Region
Mcl-1 : Myeloid cell leukemia-1
MDR : Multidrug Resistance
MIERS : Mesoderm Induction Early Response protein 3
MMP : Mitochondrial Membrane Permeabilization
MMR : Mismatch Repair
MOMP : Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization
MPT : Modifications Post-Transcriptionnelles
MSH3 : MutS Homolog 3
MSH6 : MutS Homolog 6
MSI : Microsatellite Instability
MSI-H : Microsatellite Instability-High
MSI-L : Microsatellite Instability-Low
MSS : Microsatellite Stable
MTOR : Mammalian Target Of Rapamycin
MTT : bromure de 3-(4,5- diméthylthiazol-2-yl)-2,5diphenyl tetrazolium
MUC2 : Mucin2
MYO1B: Myosin 1B
MYT1: Myelin Transcription factor-1 like
-N -
NAC : N-Acétyl Cystéine
NADPH : Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
NBRL1: Neighbor of BRCAL gene 1
NF-xB : Nuclear Factor-x B
NRAS : Neuroblastoma Ras viral oncogene homolog
NRF2 : Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2
-0 -
OCT4: Octamer-binding transcription factor 4
OMS: Organisation Mondiale de la Santé
-P-
PACLI : Paclitaxel
PAM : Protéine Associée aux Microtubules
PB1: Phox1 and Bem1p
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PBS:
PBS-T:
PFKFB3 :
PI3:
PI3K :
PKA :
PKB:
PKC:
Plk :
PMA :
PS:
PTPN12:
PTEN :
PVDF :

RAD23 :
RAF :
RAS :
Rb:

Rbl :
RIG-I:
RIP1 :
RPMI :

RPN1/2/5/10/10 :

RPT1-RPTG6 :
RPTOR:

SAB:
SAPK :
SCF:
SDA:
SDS:
SDS-Page :
Ser:

Phosphate Buffered Saline
Phosphate Buffered Saline — Tween
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3
Phosphatidyl-Inositol-3
Phosphatidyl-Inositol 3 Kinase
Proteine Kinase A
Protéine Kinase B
Protéine Kinase C
Polo-like kinase 1
13-acétate de phorbol 12-myristate
Phosphatidylsérine
Protein Tyrosine Phosphatase, Non-receptor type 12
Phosphatase and Tensin homolog
Polyvinyldifluoride
-R-
Radiation Sensistive 23
Rapidly Accelerated Fibrosarcoma
Rat Sarcoma
Retinoblastoma protein
Rétinoblastome like
Retinoic acid-Inducible Gene |
Receptor-Interacting Protein 1
Roswell Park Memorial Institute
Regulatory Particle Non-ATPase
Regulatory Particle Triple A 1-6
Regulatory-associated Protein of mTOR
-S-
Sérum Albumine Bovine
Stress Activated Protein Kinases
Skp Cullin F-box containing
Sulfure de Diallyle
Sodium Dodecyl Sulfate
Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide gel electrophoresis

Serine
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SIRT2:
Skpl/2:
SLCY9A9 :
SMAC :
SMAD2/4 :
SOX2:
SOX9:
SP-1:
Spk:
Src:
SSC:
SUP:
SVF:

TBD:
TCERGL1:
TCF4 :
TCF7L2:
TGF a.:
TGF B :
TGFBR2 :
TLL:
TNF:
TNM :
TP53:
TNFR :
TRADD :
TRAF2/6 :
TRAIL :
TRAIL-R :
TRIMS a.:
TSDA :
TTN:

Sirtuin Type 2
S-phase kinase-associated protein 1/2
Solute Carrier Family 9 Subfamily A Member 9
Second Mitochondria-derived Activator of caspase
Smad family member number 2/4
SRY (sex-determining region Y)- box 2
SRY (sex-determining region Y)-box 9 protein
Specificity Protein-1
S-phase associated-protein
Sarcome de Roux
Side Scatter
Systeme Ubiquitine-Protéasome
Sérum de veau feetal
-T-
TRAF-6 Binding Domain
Transcription Elongation Regulator 1
T-Cell Factor 4
Transcription Factor 7-Like 2

Transforming Growth Factor «
Transforming Growth Factor 3

Transforming Growth Factor 3 Receptor 2
Tubulin Tyrosine ligase

Tumor Necrosis Factor

Tumor, Nodes, Metastasis

Tumor Protein p53

Tumor Necrosis Factor Receptor

Tumor necrosis factor Receptor type 1-Associated Death Domain
TNF Receptor-Associated Factor 2

TNF Related Apoptosis Inducing Ligand
TRAIL-Receptor

Tripartite Motif containing 5 «

Trisulfure de Diallyle

Titin
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TTSDA :
TTSDB:
TUBA:
TUBAL:
TUBB :

UBA:
UBL :
ULK1:

VEGF :
VEGFR:
VINB :
VINC :

Whnt :

XELFOX:
XKCML1:

Tétrasulfure de Diallyle
Tétrasulfure de Dibenzyle
Tubulin o

Tubulin a-like

Tubulin B

-U-
Ubiquitin Associated
Ubiquitin-Like
Unc-51-like 1

-V -

Vascular Endothelial Growth Factor

Vascular Endothelial Growth Factor Receptor

Vinblastine
Vincristine

-W -
Wingless-type

-X -

Capecitabine et Oxaliplatine

Xenopus Kinesin Catastrophe Modulator-1

20



INTRODUCTION

1.1. Les caractéristiques du cancer

Le cancer est une maladie associee a une prolifération anormale des cellules
somatiques aboutissant a la formation d’un nouveau tissu dit tumeur ou néoplasme. Une
tumeur peut étre bénigne ou maligne. La tumeur bénigne n'est pas cancéreuse, car elle
présente un développement limité et ne forme pas de métastases. La tumeur maligne est quant
a elle cancéreuse, elle envahit tout I'organe et s'infiltre dans les organes avoisinants. Le
cancer est caractérisé par une prolifération incontrélée, il échappe a tout stimuli pro-
apoptotiques et a tendance a quitter le tissu d’origine pour envahir d’autres tissus avoisinants
et créer ainsi des foyers cancereux secondaires.

La transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse est un processus long qui
s’étend sur de nombreuses années voire décennies. La cancérogenése est caractérisée par
plusieurs étapes, il y a classiqguement une initiation, une promotion et une progression
(Figure 1). L’initiation est induite par de nombreux facteurs exogénes et endogenes
favorisant la formation de mutations ponctuelles dans les genes impliqués dans la
prolifération et la différenciation cellulaire, et provoquant ainsi I’activation des oncogenes ou
I’inactivation des anti-oncogenes. De nombreux promoteurs tumoraux (facteurs de
croissance, cytokines, hormones) favorisent la promotion du cancer. La progression du
cancer se caractérise par son invasion et par la formation de métastases.

L’identification des caractéristiques tumorales est en constante évolution ; Hanahan et
Weinberg (Hanahan and Weinberg 2011) ont décrits les nombreuses caractéristiques acquises
par la cellule cancéreuse durant la cancérogenese :

e |’indépendance vis-a-vis des facteurs de croissance provenant de I’environnement ; en
effet une cellule normale nécessite un stimulus particulier pour se diviser alors que la
cellule cancéreuse en est indépendante ;

e I’insensibilité aux signaux antiprolifératifs ;

e larésistance a I’apoptose, la cellule tumorale est capable d’inactiver la mort cellulaire
programmeée ;

e la capacité proliférative illimitée grace a I’activité accrue de la télomérase de la

cellule cancéreuse ;
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e la capacité a induire I’angiogeneése ;
e la capacité d’invasion tissulaire et de diffusion métastatique ;
e la capacité de perturber le métabolisme énergétique et

e d’échapper au systéme immunitaire.

Ces caractéristiques principales ou « hallmarks » sont sous le contréle ou le résultat de deux
caractéristiques habilitantes « enabling characteristics » (Hanahan and Weinberg 2011) :
e l'inflammation favorisant les tumeurs et

e l'instabilité due aux mutations du génome.

Selon le type de cellule, de tissu ou d’organe, il existe cing grands types de cancer :
- les carcinomes sont les plus fréquents (plus de 85 %) en touchant les tissus
épithéliaux de la peau ou des organes internes tels que le systéme digestif,
- les sarcomes sont tres rares (moins de 1 %) et touchent les tissus conjonctifs de
soutien (osseux, cartilagineux, musculaires, adipeux, vasculaires),
- les lymphomes sont des cancers du systeme lymphatique qui participe aux réactions
de défenses de I’organisme,
- les leucémies touchent les tissus de la moelle osseuse avec une production massive
de globules blancs anormaux et

- les cancers neurologiques touchent le systéme nerveux central et périphérique.
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Transformation Invasion Métastase

Cellule normale
Cellule transformée
Cellule invasive

Cellule métastatique

Figure 1 : Principales étapes de la progression de la cancérogenese. Figure réalisée avec
ScienceSlides.
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1.2. Le cancer colorectal

Dans le cadre de ce projet de thése, nous nous sommes particulierement intéressés au
cancer du c6lon, véritable fléau des pays occidentaux. L’incidence du cancer du célon est en
effet trés variable dans le monde. Les pays occidentaux et industrialisés sont les plus
concernés avec une forte fréquence dans le Nord et I’Ouest de I’Europe, I’Amérique du Nord,
de I’Australie et le Japon. Selon I’Organisation Mondiale de la Sante (OMS) (http :

[/www.who.int/cancer/country-profiles/fr/), au Luxembourg, le cancer du c6lon représente

une incidence de 14 % chez I’homme par an. Chez la femme, il représente 12 % de nouveaux
cas par an (Figure 2). Ainsi, sa fréquence le place en deuxieme position, aprés le cancer de la
prostate chez I’lhnomme et en troisieme position aprés le cancer du sein, et de I'utérus chez la
femme.

L’incidence du cancer du cblon augmente significativement aprés I’age de 50 ans, I’age
moyen au diagnostic est de 62 ans au Luxembourg. Le cancer du c6lon représente un
probleme majeur de santé public par sa fréquence, sa sévérité et son colt. En effet, au
Luxembourg le taux de mortalité est de 12 % pour I'homme et de 13 % pour la femme par an.
En Europe, le cancer colorectal (CCR) constitue la seconde cause de mortalité par cancer,
chez I'hnomme et chez la femme. Le CCR est le deuxiéme cancer le plus fréquent chez la
femme apres le cancer du sein, et le troisieme type de cancer le plus fréquent chez I'homme
apres le cancer du poumon et de la prostate. Pour I’ensemble des cancers colorectaux, la
survie est directement corrélée au stade de la maladie au moment du diagnostic (statistiques

OMS 2014) (http : //www.who.int/cancer/country-profiles/fr/).
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Figure 2 : Représentation graphique du taux d'incidence et de mortalité du cancer du célon
en Europe (OMS 2014).
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Le projet « Cancer Genome Atlas » a permis de révéler la complexité des

altérations géniques impliquées dans le développement du CCR induisant la dérégulation de

nombreuses voies cellulaires (Cancer Genome Atlas 2012). En effet, le sequencage de 97

tumeurs a reporté 15 mutations somatiques dans les formes de CCR hypermutées contre 17

dans les formes non-hypermutées. Les génes mutés sont représentés dans le Tableau I.

(Cancer Genome Atlas 2012, Blanco-Calvo et al. 2015).

Tableau I : Liste des génes mutés dans les formes de CCR hypermutées et non-hypermutées.

Cancers Colorectaux Hypermutés

Cancers Colorectaux Non-Hypermutés

APC

TP53
BRAF APC
ACVR2A KRAS
TGFBR2 TTN
MSH3 PI3K
MSH6 FBXW7
MYO1B SMAD4
CcDhC27 NRAS
FZD3 TCF7L2
MIER3 FAM123B
MAP7 SMAD?2
PTPN12 CTNNB1
TCERG1 MAPK
CASP8 SOX9
TCF7L2 ACVRI1B
GPC6
EDNRB
1.2.1. Les différents stades du cancer colorectal

Le stade du cancer est identifié selon la classification « Tumor, Nodes, Metastasis »

(TNM) soit « tumeur, ganglions lymphatiques, métastases » selon « American Joint

Committee on Cancer ». Cette classification repose sur I'évaluation de la taille de la tumeur,

de la profondeur de la tumeur, de I'atteinte ou non des ganglions lymphatiques, du nombre de



ganglions atteints, et de la présence ou non de métastases. Au cours du diagnostic, le stade
des cancers colorectaux est généralement exprimé par un chiffre allantde 0 a 4 :

Au stade 0 : la tumeur est trés superficielle, elle n’envahit pas la sous-muqueuse, les
ganglions lymphatiques ne sont pas atteints et il n’y a pas de métastases a distance.

Au stade | : la tumeur envahit la sous-muqueuse ou la couche musculaire
(musculeuse) de la paroi du célon, les ganglions lymphatiques ne sont pas atteints et il n’y a
pas de métastase a distance.

Au stade 1l : les cellules cancéreuses ont traversé plusieurs couches de la paroi du
cblon, mais aucun ganglion n’est atteint et il n’y a pas de métastase.

Au stade 111 : les cellules cancéreuses ont atteint les ganglions lymphatiques proches
de la tumeur.

Au stade IV : le cancer s'est propagé au-dela du cdlon, les métastases se sont formées

au niveau du foie ou des poumons.

1.2.2. Les différents sous-groupes moléculaires du cancer

colorectal

L’accumulation progressive de mutations géniques, l'activation d’oncogénes et
I'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs tels que « Tumor Protein p53 » (TP53), « V-
Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma » (KRAS), « Adenomatous polyposis coli » (APC), « B-Raf
Proto-Oncogene » (BRAF) et « SMAD family member 4 » (SMAD4) favorisent la
progression d’un adénome vers un cancer colorectal (Vogelstein et al. 1988). En effet, la
majorité des CCR sont d’origine sporadique et seulement 15-30 % des CCR sont d'origine
héréditaire (Fearon 2011). Parmi les cancers sporadiques, il existe trois types de voies
moléculaires. La plus fréquente repose sur la voie de I'instabilité chromosomique, la seconde
repose sur la voie de I’instabilité des locus microsatellites, et la troisieme repose sur la voie

de la méthylation des Tlots CpG (Kaemmerer et al. 2013).
1.2.2.1 La voie de I'instabilité chromosomique
La voie de linstabilitt chromosomique est le mécanisme moléculaire de

cancérogenese du colon le plus fréquent et concerne 80 a 85 % des cancers colorectaux

sporadiques (Deschoolmeester et al. 2010). Ce sous-type de CCR résulte essentiellement
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d'une instabilitt numeérique et structurelle des chromosomes menant a une perte
d'hétérozygotie conduisant alors a I'accumulation de mutations ponctuelles des oncogenes
spécifiques et des genes suppresseurs de tumeurs. Ces mutations sont frégquentes sur les genes
KRAS, APC, TP53 et « Deleted in Colorectal Carcinoma » (DCC). Ces mutations
comprennent également des pertes des chromosomes 5g (APC), 17p (TP53) et 18q (DCC ou
SMAD4).

Le géne APC est un géne suppresseur de tumeurs qui joue le réle du gardien du
génome. Plus de 80 % des adenomes et CCR présentent une mutation du gene APC menant a
son inactivation. La protéine APC joue un rdle majeur de régulateur négatif dans le contrdle
de Il’activité de la voie de signalisation « Wingless-type » (Wnt). Cette voie aboutit a la
formation du complexe de transactivation B-caténine-TCF4, qui active la transcription de
nombreux genes cibles, en particulier I’oncogene « Avian myelocytomatosis virus oncogene
cellular homolog » (c-Myc) ou la cycline D1. La protéine APC favorise la dégradation de la
B-caténine au sein d’un complexe dégradosome-axine-glycogene synthase kinase 3 B. Si ce
complexe est défectueux en raison de l'inactivation par mutation de I'APC, I'excés de B-
caténine dans la cellule méne a I'activation de Myc et de nombreux autres genes. La mutation
du gene APC est notamment responsable de la polypose adénomateuse familiale (Half et al.
2009). La perturbation de la voie du WNT entraine une dérégulation de la prolifération et de
la différenciation avec le développement de cryptes dysplasiques, qui progressent vers des
adénomes présentant une dysplasie croissante en raison de la perte d'autres génes
suppresseurs de tumeurs.

La mutation de I’oncogéne KRAS apparait dans 30 - 40 % des CCR. La protéine
KRAS, est membre de la superfamille de protéines de Ras. Elle est située sur le chromosome
humain 12 et codée par 189 acides aminés, elle contient quatre exons codants et un exon non
codant 5' (Malumbres and Barbacid 2003). KRAS est une protéine de liaison a la guanosine
triphosphate/guanosine diphosphate (GTP/GDP) ancrée dans la membrane. Les mutations
KRAS alterent I'activité intrinseque de la GTPase de KRAS et empéchent les « GTPase
activating protein » (GAP) de favoriser l'inactivation de KRAS par hydrolyse de la GTP de
KRAS, entrainant I'accumulation de protéines KRAS sous la forme active, liées a la GTP et
I'activation en aval de voies de signalisation pro-prolifératives (Schubbert et al. 2007). Les
protéines Ras régulent les réponses cellulaires aux nombreux stimuli extracellulaires, y
compris les facteurs de croissance solubles. KRAS est impliqué dans la transduction du
signal intracellulaire et principalement responsable de I'activation de la signalisation «

Epidermal Growth Factor Receptor » (EGFR). Elle entraine I'activation de la voie « Mitogen-
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activated protein kinases » (MAPK) composée de la cascade de signalisation MAPK- «
Extracellular signal-Regulated Kinase » (ERK) qui se place en aval du récepteur EGFR et de
son ligand le facteur de croissance « Transforming Growth Factor a » (TGFa). KRAS est
aussi impliquée dans la voie de signalisation « Phosphatidyl-Inositol 3 Kinase » (PI3K)- «
AKT8 virus oncogene cellular homolog » (AKT)- « Mammalian Target Of Rapamycin »
(mTOR) qui régule la traduction des proteines et la survie cellulaire (Rodriguez-Viciana et al.
1994), (Castellano and Downward 2011). La mutation activatrice de KRAS est précoce dans
la séquence adénome-cancer, sa mutation activatrice entraine une hyperprolifération des
cellules épithéliales formant des adénomes. Les mutations concernant les codons 12 et 13 de
I'exon 2 représentent 95 % des mutations du gene KRAS. Ce sont des mutations ponctuelles a
un seul nucléotide et les modeles les plus fréquents sont G12D, G12A, G12R, G12C, G12S,
G12V et G13D. Les mutations sur le codon 12 : p.G12D, pG12V et le codon 13 : p.G13D
sont les plus fréquentes, il s'agit de la substitution de la glycine (G) a l'aspartate (D) ou de la
substitution de la glycine (G) a la valine (V) (Neumann et al. 2009). L'identification de la
mutation KRAS est fondamentale pour l'introduction d'anticorps monoclonaux dans le
traitement clinique des patients atteints du cancer du coOlon. En effet, les anticorps
monoclonaux dirigés contre I'EGFR : cetuximab et panitumumab présentent un avantage de
survie chez les patients sans mutation KRAS (Lievre et al. 2006). En combinaison avec la
chimiothérapie telle que FOLFOX (leucovorine, 5-Fluorouracile (5-FU) et oxaliplatine) ou
FOLFIRI (leucovorine, 5-FU et irinotecan) ces thérapies augmentent la survie chez les
patients atteints de tumeurs de type sauvage (WT) pour KRAS et NRAS (Bokemeyer et al.
2009, Van Cutsem et al. 2011). Aucun bénéfice n'est observé chez les patients présentant une
mutation KRAS / NRAS. Cependant, I'absence de cette mutation ne suffit pas pour prédire la
réponse thérapeutique, car seulement 40 a 50% des patients atteints du cancer du colon avec
KRAS / NRAS (WT) répondent aux anticorps monoclonaux anti-EGFR (De Roock et al.
2011). Parmi les patients KRAS (WT), une mutation de BRAF ou PI3KCA, ou la perte de «
Phosphatase and Tensin homolog » (PTEN) peut notamment étre associée & une résistance
aux composés anti-EGFR (Siena et al. 2009).

La mutation BRAF concerne environ 15 % des CCR. La mutation V600E est la plus
fréquente (80 %), elle induit I'activation constitutive de la protéine sérine/thréonine kinase
BRAF, membre de la famille de génes « Rapidly Accelerated Fibrosarcome » (RAF) (BRAF,
ARAF1 et RAF1). La protéine BRAF agit en aval de KRAS pour activer la voie de
signalisation MAPK qui est impliquée dans la régulation de la prolifération, la motilité et la

differenciation cellulaire a travers la phosphorylation des substrats de ERK. Les mutations
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BRAF sont souvent associées au phénotype de méthylation des Tlots CpG et a l'instabilité des
microsatellites (Lochhead et al. 2013). Au niveau clinique, la mutation BRAF a un pronostic
négatif dans les CCR métastatiques traités par les anticorps monoclonaux, inhibiteurs de
BRAF : vemurafenib et dabrafenib (Yuan et al. 2013). En effet, I'activation de la voie de
signalisation MAPK par EGFR contribue a I'insensibilité des CCR mutants BRAF contre
vemurafenib (Corcoran et al. 2012).

A noter que les mutations KRAS et BRAF sont mutuellement exclusives dans le CCR
(Rajagopalan et al. 2002).

La mutation inactivatrice du géne suppresseur de tumeurs TP53 est quant a elle plus
tardive dans le développement du CCR autorisant I’accumulation d’altérations génétiques
multiples. Sur le plan clinique, les cancers de type « Chromosome Instability » (CIN) sont
prédominants dans le colon distal et sont généralement associés a un mauvais pronostic
(Takayama et al. 2006, Li and Lai 2009, Domingo et al. 2013, Moreno and Sanz-Pamplona
2015).

1.2.2.2 La voie de I'instabilité des microsatellites

Ce mécanisme moléculaire de cancérogenése concerne 10 % a 15 % des cancers
colorectaux sporadiques et est observé dans le cadre du syndrome de Lynch « hereditary
nonpolyposis colorectal cancer » (lacopetta et al. 2010). Ce sous-type de cancer résulte de la
dérégulation des génes de réparation des mésappariements. Ces cancers sont appelés «
Microsatellite Instability » (MSI). Les microsatellites sont des courtes sequences de
nucléotides de 1-6 paires de bases particulierement sujettes aux erreurs de réplication
(insertion et délétion) conduisant & des mutations ponctuelles ou des erreurs du cadre de
lecture. La méthylation de I’ADN est considérée comme un mécanisme de régulation
épigénétique crucial dans le développement du carcinome colorectal. Environ 90 % des
tumeurs sporadiques de type MSI pourraient étre expliquées par I’hyperméthylation du géne
de réparation « human MutL Homolog 1 » (hMLHZ1) qui fait parti du complexe de réparation
des mesappariements de I’ADN. La mutation ou la méthylation de la région promotrice des
géenes « Mismatch Repair » (MMR) induit une déficience du systeme de réparation. Ainsi des
mutations peuvent s’accumuler préférentiellement au niveau des séquences de
microsatellites. La cellule acquiert un phénotype hypermutateur qui prédispose a la survenue
de mutations d’oncogéenes comme le géne pro-apoptotique « Bcl-2-associated X protein »

(Bax) ou des genes suppresseurs de tumeurs tel que le gene du récepteur de type Il du «
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Transforming Growth Factor  » (TGFp). Sur le plan clinique, les cancers MSI sont plus
souvent localisés dans le colon proximal (transverse et droit). Les cancers colorectaux

peuvent étre classés en 3 trois groupes selon le degré d’instabilité des microsatellites (Li and

Lai 2009) :
e les cancers « Microsatellite Instability-High » (MSI-H) ont un haut niveau
d’instabilité,

e les cancers « Microsatellite Instability-Low » (MSI-L) ont un faible niveau
d'instabilite,
e les cancers « Microsatellite Stable » (MSS) n’ont pas d’instabilité.
Les cancers MSI-H ont un meilleur pronostic spontané que les cancers MSI-L et MSS,
indépendamment du stade tumoral, ils sont associés a un risque de métastases plus faible
(Bogaert and Prenen 2014).

1.2.2.3 La voie de la méthylation des Tlots CpG

L'instabilité épigénétique est observeée dans la cancérogenése des tumeurs de
phénotype « CpG Island Methylation Pathway » (CIMP). Les flots CpG (ICG) sont de
courtes sequences riches en dinucléotides CpG présentes au niveau des régions 5° de la
moitié des genes du codes humain (Bird 1986). La méthylation de la cytosine de la région 5
au niveau des ICG est associée a la perte de I'expression spécifique. Cette modification est
notamment présente en condition physiologique comme pour l'inactivation du chromosome
X. Il existe deux types de CIMP : « CIMP-high » est associé a une mutation de BRAF, et «
CIMP-low » est associé a une mutation KRAS. Par ailleurs la méthylation des Tlots CpG est
aussi associée au CCR MSI-H (Toyota et al. 1999).

Il convient d'ajouter que les CCR d'origine sporadique présentent les caractéristiques
de chaque voie. Ces voies moléculaires ne s'excluent pas mutuellement révélant ainsi la
complexité du réseau moléculaire impliqué dans la pathogenese des CCR (Bogaert and
Prenen 2014).

Par ailleurs, Sadanandam et al., (Sadanandam et al. 2013) redéfinissent pour la
premiére fois cette classification moléculaire en associant le profil d'expression génétique des
CCR et la réponse thérapeutique a partir d'une base de données comportant 1290 tumeurs.
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Ainsi,

ils identifient premierement cing sous-type selon [l'analyse des genes

préférentiellement exprimés dans 387 tumeurs représentatives :

le type « cellule caliciforme », définie par I'expression élevée d’/ARNm de « Mucin 2
» MUC2 et « Trefoil Factor 3 » (TFF3) spécifiques aux cellules caliciformes ;

le type « entérocytes », definis par une forte expression de genes spécifiques
d'entérocyte ;

le type « cellule-souche », avec une forte expression des genes cibles de la voie de
signalisation Wnt, génes myoépithéliaux, mesenchymateux et faible expression des
marqueurs de différenciation ;

le type « inflammatoire », marqué par une expression relativement élevée de
chimiokines et de génes liés a l'interféron ;

et le type « amplification transitoire », une collection hétérogene d'échantillons avec

une expression variable des génes de cellules souches et de la voie Wnt.

Ensuite, afin d'établir une corrélation entre les sous-types du CCR et la réponse a l'anticorps

monoclonal cetuximab anti-EGFR, un ensemble de données microarray de métastases

hépatiqgues du CCR (Khambata-Ford et al. 2007) sont signés avec des réponses

thérapeutiques au cetuximab chez 80 patients.

Récemment, un Consortium International a établi une classification consensus des

CCR basée sur les données d’expression des genes (Guinney et al. 2015). L'étude porte sur

I’analyse des données de plus de 4000 échantillons tumoraux, et a permis de former un

consensus sur I’existence de 4 sous-types moléculaires de cancers colorectaux « Consensus

Molecular Subtype » (CMS) 1 a 4, tres finement caractérisés sur le plan clinique et

moléculaire :

CMSL1 : le type « MSI immune » (14 % des cas) : tumeurs hypermutées, dont la
majorité présentent une instabilité microsatellitaire (MSI) et une forte infiltration
immunitaire,

CMS2 : le type « Canonique » (37 % des cas) : tumeurs présentant une instabilité
chromosomique et les mutations des genes APC et TP53, caractéristiques de la voie
de carcinogenése canonique décrite par Fearon et VVogelstein en 1990, (Fearon and
Vogelstein 1990)
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e CMS3: le type « Métabolique » (13 % des cas) : tumeurs dont la grande majorité sont
mutées pour I’oncogéne KRAS et présentent une surexpression des voies
métaboliques,

e CMS4 : le type « Mésenchymateux » (23 % des cas), de mauvais pronostic : tumeurs
tres infiltrées par le stroma et surexprimant les génes impliqués dans la transition

épithélio-mésenchymateuse.

Bien que ces classifications ne soient pas actuellement considérées dans la prise en charge
des patients, elles révelent l'importance de la biologie moléculaire pour la réponse

thérapeutique.

1.2.3. Thérapie du cancer du célon

Le traitement du cancer du c6lon repose essentiellement sur le stade de la tumeur. La
thérapie du cancer du cdlon repose sur une combinaison de chimiothérapie et de chirurgie.
Cependant la chirurgie représente le principal traitement de premiere ligne et il n'est pas
commun d'utiliser la radiothérapie dans le traitement du cancer du coélon. En revanche, il est
possible de l'utiliser en combinaison avec une chirurgie afin d'éliminer I'ensemble des
cellules cancéreuses restantes ou chez le patient tres faible atteint d'un cancer avancé

douloureux ou afin d'éradiquer les foyers cancéreux secondaires.

1.2.3.1  Chimiothérapie classique

La chimiothérapie est un traitement général dont I'objectif est de réduire les récidives,
elle peut étre systémique ou régionale. La chimiothérapie peut avoir lieu apres (adjuvante) ou
avant (néo-adjuvante) la chirurgie. Les cancers du stade 0 et | ne sont pas concernés par la
chimiothérapie. Dans le cas des cancers avancés au stade |1, 111 et IV, la chimiothérapie est
administrée apres la chirurgie. On compte de nombreux composés utilisés en combinaison
pour augmenter I'efficacité du traitement (Stintzing 2014). Le traitement du cancer déepend
donc du stade du cancer :

e StadeO:
Pour les cancers au stade précoce et n'ayant pas migré vers des foyers secondaires, la

chirurgie est utilisée en premiere ligne de traitement pour enlever le polype.
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e Stadel:
Les cancers au stade | ne se sont pas propages dans les ganglions lymphatiques voisins. Le
traitement standard repose alors sur la chirurgie ou la colectomie partielle. Il ny a
géneralement aucun traitement supplémentaire.

e Stadell:
La chirurgie ou la colectomie partielle est le traitement unique, en revanche une
chimiothérapie adjuvante peut I'accompagner.

e Stade lll :

La colectomie partielle suivie de la chiomiothérapie adjuvante est le traitement standard a ce
stade. Pour la chimiothérapie, les combinaisons FOLFOX (5-FU, leucovorine et oxaliplatine)
ou CapeOx (capecitabine et oxaliplatine) sont utilisées le plus souvent, mais certains patients
peuvent avoir du 5-FU associé a la leucovorine ou de la capécitabine seule en fonction de
leur age et de leurs besoins en matiére de santé.
e StadelV:

Le cancer s'est propagé au-dela du cdlon, dans des foyers secondaires, plus généralement le
poumon, le foie ou le cerveau. La chirurgie reste fondamentale pour éliminer les cancers
et/ou les métastases. En revanche, si le cancer est trop propage, la chimiothérapie reste le
traitement principal, elle peut toujours étre accompagnée par une chirurgie. Au stade 1V, la
chimothérapie et/ou la thérapie ciblée peut étre prescrite.

Le 5-FU est considéré comme le traitement de référence dans le CCR, c'est un
médicament de la classe des anti-métabolites et de la sous-classe des analogues de la
pyrimidine. La structure chimique du 5-FU est tres similaire a celle de l'uracile, I'nydrogene
en position 5 du noyau de pyrimidine est remplacé par un atome de fluor. Le 5-FU est une
pro-drogue transformée au sein de la cellule en différents metabolites cytotoxiques. Le 5-
FUTP (5-fluorouridine triphosphate) s'incorpore dans I'ARN et blogue ainsi sa synthése. Le
FAUMP (fluorodeoxyuridine monophosphate) se lie a la thymidilate synthase pour inhiber la
synthése d'’ADN. Et le FAUTP (fluorodeoxyuridine triphosphate) s'incorpore dans I'ADN
pour inhiber son élongation. La capécitabine est la forme orale du 5-FU (Labianca et al.
2013). L'oxaliplatine est un dérivé du platine, elle inhibe la synthese d’ADN en interagissant
avec I'ADN pour former des ponts intra- et inter-brins par alkylation.

La chimiothérapie conventionnelle repose sur l'utilisation de différents composés
(Labianca, Nordlinger et al. 2013). Parmi les nombreux médicaments systémiques présentant
une activité anti-tumorale dans le CCR se trouve le 5-FU, l'irinotécan inhibiteur de I'ADN
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topoisomérase I, l'antinéoplasique oxaliplatine, [I'anticorps monoclonal anti-VEGF
bevacizumab, les anticorps monoclonaux anti-EGFR cetuximab et panitumumab, et enfin la
capécitabine de la famille des fluoropyrimidines. Différentes combinaisons de ces
médicaments, tels que le schéma FOLFOX (leucovorine, 5-FU et oxaliplatine), le schéma
FOLFIRI (leucovorine, 5-FU et irinotecan), CapeOX (capecitabine et oxaliplatin) ou
FOLFOXIRI (leucovorin, 5-FU, oxaliplatin, et irinotecan) couplées ou pas a un agent
anticorps monoclonal sont envisagés pour augmenter [l'efficacité des traitements anti-

cancéreux, en revanche les effets secondaires restent importants.

1.2.3.2  Thérapies ciblées

Il existe trois classes de thérapies ciblées approuvées pour le traitement du CCR.
L'utilisation de thérapies ciblées n'est pas recommandée dans les thérapies adjuvantes en

raison des effets secondaires plus séveres ou de I'absence de bénéfice (Tobin et al. 2015).

1.2.3.2.1 Les inhibiteurs angiogéniques

Le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire « Vascular Endothelial Growth
Factor » (VEGF) est crucial pour I'angiogenese dans la progression tumorale. Le VEGF est
sécrete par les cellules cancereuses en raison de I'hypoxie présente au sein de la cellule
tumorale. Ce dernier se fixe au domaine extracellulaire de son récepteur « Vascular
Endothelial Growth Factor Receptor » (VEGFR), qui stimule ensuite une cascade de
signalisation résultant dans [l'activation d'une réponse angiogénique. Etant donnée
I'importance de I'angiogenéese dans la progression tumorale, la suppression de ce mécanisme
est essentielle pour le traitement du cancer. Le bevacizumab est un anticorps monoclonal
humanise dirigé contre le VEGF, le premier inhibiteur angiogénique approuvé pour la
thérapie ciblée du cancer. Le bevacizumab est notamment utilisé en combinaison avec la
chimiothérapie telle que FOLFOX ou FOLFIRI (Rolfo et al. 2014).

1.2.3.2.2 Les anticorps anti-EGFR
EGFR est un récepteur transmembranaire, il appartient a la famille « Human
Epidermal Growth Factor Receptor » (HER) a activité tyrosine kinase. Sa liaison au facteur

de croissance épidermique induit sa dimérisation et I'activation des voies de signalisation des
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kinases RAS, PI3K et « sarcome de Roux » (Src). L'activation de ces voies cellulaires
conduit a la prolifération cellulaire, la migration et la différenciation favorisant la survie
cellulaire. Les anticorps monoclonaux anti-EGFR cetuximab et panitumumab sont utilisés
dans le traitement du CCR métastatique. Ces molécules perturbent sélectivement les voies de
signalisation par liaison spécifique sur les EGFR, limitant ainsi la liaison des ligands EGF et
TGFa et donc l'activation des voies de signalisation en aval. La combinaison de la
chimiothérapie avec la thérapie ciblée anti-EGFR est plus effective, bien qu'elle dépende du
statut mutationnel du gene KRAS, activant la GTPase impliquée dans l'activation de EGFR.
L'évaluation du statut mutationnel de KRAS est essentielle pour décider de la thérapie. En
effet, les patients qui présentent une mutation du gene KRAS ne répondent pas au traitement
anti-EGFR (Linnekamp et al. 2015).

1.23.2.3 Les inhibiteurs multikinase

Le regorafenib est un inhibiteur des protéines kinase angiogéniques, stromales et
oncogénes. Cette molécule est utilisée dans le traitement du cancer colorectal métastatique
ayant échoué au traitement FOLFOX. Dabrafenib et vemurafenib sont utilisés dans le cas de
mutation spécifique du proto-oncogene BRAF (Krishnamoorthy et al. 2015).

Malgré les nombreuses molécules pouvant intervenir dans la thérapie ciblée du cancer
colorectal, le succes thérapeutique reste limité, et le temps de survie des patients atteints d'un
cancer colorectal est tres court. Les métastases représentent la cause principale de I'échec
thérapeutique, de la morbidité et de la mortalité. L'invasion cellulaire est une étape-clé pour
la formation de foyers cancéreux secondaires. En effet, la circulation des cellules cancéreuses
a travers le systéeme lymphatique ou la circulation sanguine permet la croissance tumorale a
distance du site initiale principalement au niveau des poumons, du foie et du péritoine.
L'invasion cellulaire est fortement liée a la dynamique des structures du cytosquelette (Sun et
al. 2015) et les microtubules sont donc indispensables a la migration des cellules cancéreuses
et donc a la formation des metastases. Par la, les microtubules représentent une cible

thérapeutique-clé pour le traitement du cancer.
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1.3. Le cycle cellulaire

Une pléthore d’études montre que le cycle cellulaire se trouve au cceur du cancer. Le
cycle cellulaire est un processus crucial contrélant la division cellulaire. Par ailleurs les
microtubules sont essentiels pour la progression du cycle cellulaire. Tout dysfonctionnement
du cycle cellulaire contribue a I’oncogenese (Malumbres and Barbacid 2001).

1.3.1. Les kinases cyclines-dépendantes régulent le cycle

cellulaire

Le cycle cellulaire est divisé en quatre phases G1, S, G2 et M (Figure 3). Chaque
phase étant séparée par des points de contréles, le cycle cellulaire est régulé par des protéines
de la famille des « Cycline Dependent Kinases » (CDK) (Malumbres and Barbacid 2005).
Lorsqu’elles ne se divisent pas, les cellules sont dites quiescentes et stagnent en phase GO ou
elles peuvent quitter le cycle cellulaire pour se differencier. Au cours de la phase G1, les
CDK 2, 4, et 6 se lient a la cycline D, et conduisent la progression de la phase de quiescence
GO en G1. Les cellules se préparent a la synthese d'/ADN. L'activation des complexes cycline
D/CDK 2, 4, 6 induit I'inhibition partielle des protéines poches « Retinoblastoma protein »
(Rb), « Retinoblastoma like protein » Rbl 1, et Rbl 2. Ainsi les cyclines E1 et 2 s'expriment et
activent la CDK 2 en se liant. Le complexe cycline E1/CDK 2 complete la phosphorylation
des protéines Rb, Rbl 1 et Rbl 2 induisant I'inactivation de ces protéines (Harbour et al.
1999). L'inactivation des protéines Rb conduit a la libération du facteur de transcription «
Elongation-2 Factor » (E2F). Ce dernier active de nombreux genes spécifiques a la phase S et
donc nécessaires a la réplication de I’ADN et au déroulement de la phase S. Le complexe
cycline A/CDK 2 est activé et permet la progression de la phase S et la transition en mitose,
en phase G2. La dégradation de la cycline A conduit a I'activation du complexe cycline
B1/CDK 1 et de la phosphatase Cdc25C, ensemble ils régulent la progression de la phase G2
a la phase M (Malumbres and Barbacid 2009). La kinase CDK 1 est indispensable et

suffisante a elle seule pour la progression du cycle cellulaire (Santamaria et al. 2007).
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1.3.2. L'expression des cyclines au cours du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est soigneusement régulé par une série d'événements orchestree
par les différentes cyclines et CDK. Les cyclines sont les protéines clés de la progression du
cycle cellulaire, I'expression des cyclines varie selon le stade du cycle cellulaire. En effet, la
cycline B1 se lie a CDK | pour former le facteur de promotion de la mitose, elle est
essentielle pour le passage de la phase G2 a la mitose. La cycline B1 commence a
s'accumuler dés la sortie de la phase S, elle atteint son pic maximal lorsque la cellule entre en
mitose, et elle se dégrade a la transition vers I'anaphase. La cycline A s'associe a la CDK 2
afin de permettre a la cellule de traverser les phases S et G2. L'accumulation cellulaire de la
cycline A commence au milieu de la phase S, et atteint son maximale a la fin de la phase S, la
protéine est dégradée en pro-métaphase. La cycline E se lie a la CDK 2 pour former un
complexe essentiel pour l'entrée de la cellule en phase S. La cycline E commence a
s'accumuler au milieu de la phase G1, son pic maximal apparait au moment de I'entrée en
phase S, suivie de sa dégradation progressive au cours de la phase S. La cycline D est
exprimée au maximum apres la stimulation mitogéne des cellules en phase de quiescence GO
pour favoriser I'entrée de la cellule dans le cycle cellulaire. Le niveau de la cycline D diminue

au cours de la croissance exponentielle des cellules (Darzynkiewicz et al. 1996).
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Figure 3 : Vue générale des protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire. APC
: anaphase-promoting complexe ; ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated protein ; Cdc25 :
cell division control 25 ; CDK : Cyclin-Dependent Kinase ; Chk1/2 : Checkpoint kinase 1/2 ;
GSK3p : Glycogen synthase kinase 3 [ ; MYTL : Myelin transcription factor-1 like. Figure

réalisée avec ScienceSlides.
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1.3.3. Les inhibiteurs des kinases cyclines-dépendantes

L'activite des CDK est régulée par deux familles d'inhibiteurs. D'une part, la famille des
protéines « Inhibitors of CDK 4 » (INK4) est composée de p15Ink4b, p16ink4a, p18ink4c et
pl9Ink4d. Elle interfere avec les monomeres de CDK 4 ou 6 et bloque la fixation de la
cycline D sur les CDK 4 ou CDK 6 et la progression en G1. D'autre part, la famille « Kinase
Inhibitor Protein » (KIP), comprend p21cipl, p27kipl et p57kip2. Ces protéines inactivent
les complexes cycline-CDK en les fixant (Malumbres and Barbacid 2005). p21cipl, p27kipl
sont principalement des inhibiteurs du complexe cycline E/CDK 2, elles permettent ainsi la
formation des complexes cycline D/CDK 4, tout en retardant I’activation des complexes
cycline E/CDK 2 (Carlson et al. 2008). A la fin de la phase G1, cycline E/CDK 2
phosphoryle p27KIP1 et conduit ainsi a son ubiquitinylation par « S-phase kinase-associated
protein 1/2 » (Skp1/2) et a sa destruction par le protéasome. L’élimination de p27 assure donc
I’entrée en phase S.

1.34. La déregulation du cycle cellulaire dans le cancer

Malgré les contréles limitant I'incorporation de dommage liés a I'ADN dans le cycle
cellulaire, de nombreuses mutations vont toucher les complexes CDK-cycline afin de
favoriser une prolifération cellulaire continue des cellules cancéreuses. L'altération de
nombreuses protéines du cycle cellulaire ont été observées dans différents types de cancers.
L'hyperactivation des CDK 4 (Schmidt et al. 1994, Wolfel et al. 1995), CDK 6 et CDK 2
(Scaltriti et al. 2011, Etemadmoghadam et al. 2013) la surexpression des génes de la cycline
D, (Beroukhim et al. 2010), E (Alexander et al. 2017) et des kinases Aurora (Yan et al. 2016)
et « polo-like kinase » (Plk) (Weiss and Efferth 2012) sont parmi les plus fréquemment
rencontrées. Les inhibiteurs des CDK jouent un rble essentiel dans la restauration des
altérations liées au cycle cellulaire faisant d'eux d'idéals candidats thérapeutiques. Parmi les
premiers pan-inhibiteurs se trouvent : flavopiridol, roscovitine, dinaciclib, PD-0332991,
SNS-032 et LY-2835219 (Asghar et al. 2015). Des inhibiteurs spécifiques des CDK ont été
aussi développés tels que : dinaciclib AT5719, R547, et AZD5438 (Asghar et al. 2015). Le
flavopiridol est le plus investigué dans le domaine avec de nombreux essais cliniques.
Malheureusement cet inhibiteur est caractérisé par le manque de spécificité et I'absence de

biomarqueurs sélectifs limite son succes en clinique. Ainsi, le développement des inhibiteurs
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spécifiques des CDK 4 et CDK 6 tels que palbociclib, ribociclib et abemaciclib ont permis de
surmonter ces problémes, en revanche le mécanisme d'action reste mal connu et ces
traitements ne peuvent étre utilisés en combinaison avec la chimiothérapie ou la radiothérapie

qui requiére des cellules en division.

1.4. Les microtubules

Les microtubules jouent un role essentiel dans l'intégrité cellulaire, le transport
intracellulaire, la ségrégation des chromosomes et la mitose. Les microtubules sont des
structures cylindriques, filamenteuses et creuses, essentielles dans les cellules eucaryotes. Ils
jouent un role structural et constitutif dans la formation du cytosquelette et du fuseau
mitotique lors de la mitose (Nogales 2000). Ils sont composés d'un assemblage de 13
protofilaments qui sont des dimeres de tubuline a et B. Arrangées en téte de queue, les sous
unités a et B de la tubuline conférent une polarité intrinséque au microtubule. La tubuline a se
trouve a l'extrémité négative et la tubuline B se trouve a l'extrémité positive (Walker et al.
1988). Bien que ces deux sous-unités soient issues de geénes différents (o et P), elles
présentent de grandes similarités structurales. Toutes les deux sont composées d'un feuillet
central B entouré par des hélices a (Nogales 2000). Chaque monomére de tubuline est
constitué d'une extrémité carboxyle-terminale (C-term), d'un domaine intermédiaire et d'une
extrémité-amino-terminale (N-term) possedant un site de fixation pour la GTP. La fixation de
la GTP a la tubuline o est irréversible, elle se situe sur le site N-term, emprisonnée entre les
deux monomeéres et elle n'est jamais hydrolysée. Cependant lors de la formation des
protofilamants, la GTP qui se fixe sur le site échangeable dit -E de la tubuline B s'hydrolyse
en GDP grace a sa propre GTPase activante (Erickson and O'Brien 1992). L'énergie générée
par I'hydrolyse de la GTP est essentielle pour la dynamique des microtubules. Ainsi I'énergie

produite sera convertie en une mécanique.
1.4.1. Formation des microtubules
La formation des microtubules repose sur deux étapes :
Premiérement, de multiples hétérodimeres de tubuline o/f s'unissent pour former un noyau a

partir duquel les microtubules peuvent s‘allonger, il s'agit de la nucléation. Ce noyau est

appelé centre organisateur des microtubules et renferme le centrosome, composé d'une paire
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de centrioles centrale entourée du materiel pericentriolaire (Brinkley 1985). La tubuline y est
présente a la surface du centrosome sous forme d'anneau et agit comme une matrice pour
initier I'assemblage ordonné des tubulines o et B (Figure 4).

Deuxiémement, I'élongation repose sur l'assemblage des microtubules pour former
des protofilaments a partir des sous-unités a et B de la tubuline. Les 13 protofilaments
forment le cylindre des microtubules qui sallonge par addition des sous-unités
supplémentaires aux extrémités accompagnées de I'nydrolyse de la GTP de la tubuline B en
GDP (Erickson and O'Brien 1992).

Enfin, les microtubules ne sont pas des polymeres stables, ils présentent une
dynamique complexe qui repose sur la polymérisation et la dépolymérisation de chaque
extrémité (Desai and Mitchison 1997). La dynamique des microtubules présente deux sortes
d'instabilité, la plus fréquente correspond a une différence au niveau des extrémités,
I’extrémiteé « plus » (+) s'allonge et se raccourcit plus rapidement que I’extrémité « moins » (-
). Le second type de dynamique consiste a I'addition d’un dimeére de tubuline a I’extrémité (+)
du microtubule pendant que des dimeéres sont éliminés a I’extrémité (-) (Mandelkow and
Mandelkow 1995, Margolis and Wilson 1998).

La dynamique des microtubules est influencée par différentes protéines. 1l existe deux
types de protéines. D’une part les protéines stabilisantes des microtubules dites «
Microtubule-Associated Proteins » (MAP) limitent les catastrophes, favorisent la croissance
et décroissance de la vitesse de raccourcissement. Ces protéines sont MAP1, MAP2, MAP4,
tau et « doublecortin » (DCX). MAP4 est la protéine ubiquitaire la plus abondante, elle est
présente dans les cellules non-neuronales qui stabilise les microtubules. La protéine tau est
une principale protéine stabilisante, capable d'antagoniser l'activité déstabilisante de la
protéine « Xenopus Kinesin Catastrophe Modulator-1 » (XKCML1). D'autre part, les protéines
déstabilisantes sont les protéines depolymérases de la famille de la Kinésine (Mandelkow and
Mandelkow 1995).

1.4.2. La tubuline

L'assemblage des microtubules est essentiellement motivé par l'association
spontanée longitudinale et latérale des hétérodimeres tubuline o/p qui interagissent avec de
nombreuses protéines associees aux microtubules (PAM) pour exercer diverses fonctions

cellulaires, y compris le transport intracellulaire et la division cellulaire. La tubuline est parmi
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les genes les plus conservés tout au long de I'évolution chez les eucaryotes. Le clonage des
premiers géenes de tubuline a permis d'identifier I'existence de nombreux genes codant pour la
tubuline o ou B (Sirajuddin et al. 2014). Chez I’homme, on compte au moins 9 genes codant
la sous-unité a et 9 genes codant la sous-unité B (Tableau I1). Les isotypes de la tubuline
partagent un degré d'homologie élevé (95 % et 97 % d'identité parmi les génes de tubuline a
et B, respectivement) des acides aminés du noyau structurel (environ 400), ils se distinguent
essentiellement par les 15 derniers résidus des queues carboxy-terminales (QCT) uniques
(Janke 2014). Les isotypes de tubuline 3 ont les QCT les plus diverses et I'expression de ces
isotypes differe selon le type cellulaire ou tissulaire. Par exemple, la tubuline plI
(TUBB2A/B) est abondante dans les cellules cérébrales et épithéliales (Banerjee et al. 1988),
la tubuline Bl (TUBB3) dans des cellules neuronales spécifiques (Burgoyne et al. 1988), la
tubuline BIV (TUBB4) dans des structures ciliaires et flagellaires (Raff et al. 1997) et la
tubuline BVI (TUBBL1) dans les plaquettes et les cellules hématopoiétiques (Leandro-Garcia
et al. 2012). En plus des variations génétiques, la tubuline est soumise & de nombreuses
modifications post-transcriptionnelles (MPT) telles que l'acétylation, la phosphorylation, la
détyrosination/tyrosination, la polyglutamylation, la polyglycylation et la modification des
résidus thiols.

e L'acétylation de la tubuline a été découverte chez Chlamydomonas reinhardtii, sur la
lysine 40 (K40) de la tubuline o de la face intérieure du microtubule (L'Hernault and
Rosenbaum 1985). Les enzymes impliquées dans I'acétylation de la tubuline sont «
Histone Deacetylase family member 6 » (HDACG) et « Sirtuin type 2 » (SIRT2). Le
role fonctionnel direct de I'acétylation de la tubuline reste méconnu.

e Par ailleurs, la majorité des QCT de la tubuline o présente un résidu tyrosine qui peut
subir une détyrosination via un cycle régulé dans lequel il est clivé a I'état polymere
par une carboxy-peptidase inconnue pour produire la « Glu-tubuline » (ou tubuline
détyrosinée) puis ajouté par la « Tubulin Tyrosine Ligase » (TTL). La présence ou
I'absence de la tyrosine C-terminale a été impliquée dans la régulation des protéines
motrices et le domaine « Cytoskeleton-Associated Protein-Glycine-rich » (CAP-Gly)
contenant des protéines de liaison a I'extremité supérieure des microtubules
(Sirajuddin et al. 2014).

e La glutamylation est une autre MPT de tubuline bien connue qui consiste a I'addition
de résidus de glutamate sur la chaine latérale y-carboxyle. Cette modification a été
découverte pour la premiere fois sur la QCT de la tubuline a et p du cerveau. Les
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enzymes de la famille TLL catalysent la polyglutamylation. La polyglutamylation est
abondante dans les neurones et les structures axonémiques. Le nombre de résidus de
glutamate attachés en tant que branches varie de 1 a 6 dans les cellules neuronales et
peut étre plus élevé dans les structures ciliaires et flagellaires. La polyglutamylation a
été démontrée pour améliorer I'activité de la spastine, la katanine et des PAM dans la
séparation des microtubules, en revanche leur contribution aux moteurs moléculaires
reste inconnue.

La polyglycylation ou la glycylation de la tubuline, comme la polyglutamylation,
génere des chaines latérales de résidus de glycine dans les QCT de la tubuline a et .
Les sites de modification de la glycylation sont considérés comme étant
principalement les mémes que pour la glutamylation et, en effet, les MPT se sont
avéreés étre interdépendants dans la cellule (Janke 2014).

La tubuline o et la tubuline B contiennent respectivement 12 et 8 résidus cystéines tres
réactifs, chacun de ces résidus peut étre oxydé par des agents oxydants endogenes ou
exogenes, rendant ainsi les tubulines extrémement sensibles au stress oxydatif
(Luduena 2013). L'oxydation des groupements thiols de la cystéine peut altérer la
fonction de la tubuline en induisant la glutathionylation, la nitrosylation et la
formation de liaisons dissulfure (Wilson and Gonzalez-Billault 2015). En effet, ces
résidus cystéine sont impliqués dans la liaison au GTP, la polymérisation des
microtubules et la réponse aux médicaments (Luduena and Roach 1991). En effet,
I'oxydation des groupes cystéine sulfhydryle peut engendrer la réticulation entre la
tubuline a et B par la formation des ponts disulfure, empéchant ainsi I'assemblage des
microtubules. En présence d'oxyde nitrique ou de donneur de nitroxyl et de
monomeres de tubulines, les groupements thiols de la tubuline sont oxydés, réduisant

ainsi la polymérisation des microtubules in vitro (Landino et al. 2007).
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Tableau Il : Liste des genes de la tubuline

Nom du géne
Tubuline alA TUBA1A
Tubuline o1B TUBAI1B
Tubuline a1C TUBAI1C
Isotypes de tubuline a Tubuline «3C TUBASC
Tubuline a3E TUBA3E
Tubuline a4A TUBA4A
Tubuline a8 TUBAS
Tubuline a-like-3 TUBAL3
Tubuline BI TUBB
Tubuline BIT TUBB2A
TUBB2B
Tubuline BIII TUBB3
Isotypes de tubuline Tubuline pIva ~UBBA
Tubuline BIVb TUBB2C
Tubuline BV TUBB6
Tubuline VI TUBB1
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Figure 4 : Polymérisation des microtubules.

La polymeérisation débute par la formation d'hétérodimeres o-f formant le noyau du
microtubule. Cette étape de nucléation est suivie de I'élongation du microtubule sur les deux
extrémités (+ et -) par l'ajout de monomere a-f de la tubuline. Le microtubule formé est

cylindrique et composé de 13 protofilaments. La figure est réalisée avec ScienceSlides selon
(Jordan and Wilson 2004).
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1.4.3. Ro6le des microtubules pendant la mitose

De nombreuses études ont démontré I'importance des microtubules dans la dynamique
des fuseaux mitotiques. Par exemple, au cours de l'interphase, les microtubules échangent
leurs filaments de tubulines tres lentement, avec une demi-vie allant de quelques minutes a
quelques heures. Au cours de la mitose, le réeseau microtubulaire est remplacé par un fuseau
mitotique plus dynamique que les microtubules constituant le cytosquelette de I'interphase
(Rusan et al. 2001). La mitose est un processus rapide qui nécessite la dynamique des
microtubules a chaque étape :

En pro-métaphase, I'enveloppe nucléaire se fragmente et les chromatides-sceurs se
condensent au niveau du centromere. Le centrosome contient deux centrioles qui se divisent
en deux et chacun des deux centrioles migre vers un péle opposé de la cellule a partir
desquels les microtubules se projettent vers le centre de la cellule pour former le fuseau
mitotique. Par des phénoménes de polymeérisation et dépolymérisation, les microtubules
explorent le cytoplasme et se fixent aux chromatides au niveau des kinétochores (Hayden et
al. 1990).

L'entrée en mitose nécessite la phosphorylation de I'histone 3 (H3) pour induire la
condensation de I'ADN en prophase (Wei et al. 1999).

Au cours de la métaphase, I'expression de la cycline B1 augmente (Clute and Pines
1999). En métaphase, les chromosomes sont positionnés le long de la zone équatoriale de la
cellule grace aux microtubules.

La transition en anaphase nécessite la dégradation de la cycline B1 (Chang et al.
2003). En anaphase, les chromosomes dupliqués sont sépares et migrent en sens oppose vers
les poles pour former les futures cellules-filles.

En télophase, les chromosomes ont atteint les pbles et I'enveloppe nucléaire se
reforme autour des nouveaux noyaux de chaque moitié de la cellule. Enfin, la cellule se
divise. Les chromosomes ont atteint les poles et les microtubules constituent I'enveloppe
nucléaire
Etant donné le réle des microtubules au cours de la mitose, ces derniers sont devenus de

veritables cibles thérapeutiques pour le traitement du cancer.
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1.4.4. Les poisons du fuseau

De part ses propriétés évoquées précédemment, les microtubules sont considérés
comme des cibles idéales pour la thérapie anticancéreuse. D'origine naturelle, les poisons du
fuseau sont des médicaments anticancéreux qui se fixent sur la tubuline des microtubules et
qui perturbent la fonction du fuseau mitotique essentielle a la division cellulaire. Ils inhibent
ainsi la prolifération cellulaire en agissant sur la dynamique des microtubules conduisant au
blocage de la progression des cellules de la métaphase a I'anaphase et induisant la mort
cellulaire apoptotique. Chaque poison du fuseau a un effet spécifique complexe sur la masse,
la dynamique et la stabilité des microtubules. Les poisons du fuseau se distinguent selon le
site de fixation sur la tubuline, en effet, il existe trois sites de fixation sur la tubuline : le site
du taxol, le site des Vinca-alcaloides et le site de la colchicine. Bien que simpliste, les poisons
du fuseau sont répartis en deux familles principales : les agents stabilisants de la famille des
taxanes qui stimulent la polymérisation et les agents déstabilisants de la famille des Vinca-
alcaloides et de la colchicine qui inhibent la polymérisation (Figure 5). Pour illustrer nos
propos, les mécanismes d'action des principales classes sont décrits ci-dessous. Par ailleurs,
les poisons du fuseau sont indiqués dans le traitement d'une grande variété de cancers, en

revanche ils sont limités par I'apparition de mécanismes de résistance et de toxicité.
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1.44.1 Les agents déstabilisants les microtubules

Introduits en clinique a la fin des années 50, les premiers agents de la famille des
Vinca-alcaloides sont la vinblastine et la vincristine extraites de la Pervenche de Madagascar
(Catharanthus roseus). Ces agents étaient premiérement utilisés dans le traitement des
leucemies et tumeurs solides de I'enfant. Leurs succes thérapeutiques chez I'enfant et I'adulte
ont favorise le développement d'analogues semi-synthétiques tels que la vindésine, la
vinorelbine et la vinflunine (Chen et al. 2010). Le domaine Vinca se trouve sur la tubuline 8
et est la principale cible des agents de la famille Vinca-alcaloides. Ces agents agissent par
interaction avec la sous-unité  de la tubuline proche du site de liaison a la GTP. Ainsi, ils
alterent la conformation des dimeres de tubuline, inhibent I'nydrolyse de la GTP et I'échange
GDP-GTP. A faible concentration, ces agents se lient a I'extrémité (+) des microtubules et
réduisent la dynamique des microtubules conduisant a lI'arrét mitotique en prométaphase. A
forte concentration, les Vinca-alcaloides ont une affinité pour les hétérodimeres de tubulines
libres qui peuvent induire la formation de paracristaux de tubuline (agrégats de cristallin
composés de tubuline et molécule Vinca-alcaloides) (Jordan and Wilson 2004, Stanton et al.
2011). Ces composés sont limités par les effets secondaires tels que : les neuropathies
périphériques et la myélodépression. Les neuropathies pourraient résulter de I'inhibition du
transport axonal, due a l'absence ou a laltération de la dynamique des microtubules,

essentielle & la réponse des neurones aux signaux entrant.

1.44.2 Les agents stabilisants les microtubules

Le paclitaxel et son analogue semi-synthétique docetaxel ont rejoint I'arsenal des
agents anticancéreux en 1995. Extrait de I'écorce d'if en 1967 par Wall et Wani, le paclitaxel
stimule la polymérisation des microtubules. Le paclitaxel est utilisé dans le traitement du
cancer du sein, de l'ovaire, du poumon et le sarcome de Kaposi. Le paclitaxel se lie a la
tubuline B sur la face interne (lumen) du microtubule, cette fixation stabilise le microtubule et
augmente l'affinité des tubulines entre elles accélérant ainsi sa polymérisation (Morris and
Fornier 2008). Chaque molécule de tubuline posséde un site de fixation au paclitaxel avec
une steechiométrie d'une mole de taxol pour une mole de tubuline. La suppression de la
dynamique des microtubules par le paclitaxel conduit, comme les agents de la famille des
Vinca-alcaloides, & un arrét en prométaphase empéchant ainsi la transition

métaphase/télophase (Yvon et al. 1999). Malgré le succes thérapeutique du paclitaxel, ce
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dernier est limité par I'apparition de résistance due a son incapacité de se lier a la tubuline et
d'effet secondaires nécessitant la découverte de nouveaux composes stabilisant les
microtubules tels que I'épothilone B, la discordermolide, la sarcodictyine A, I'éleuthérobine et
le laulimalide (Bollag et al. 1995, Nicolaou et al. 2009, de Lemos et al. 2011). L'épothilone B
et le paclitaxel se fixent sur le méme domaine de liaison, en revanche I'épothilone B a une
affinité plus élevée pour ce domaine de liaison. L'épothilone B est un inhibiteur compétitif de
la liaison du paclitaxel a la tubuline, ainsi les cellules du cancer ovarien résistantes au
paclitaxel ont montré une sensibilité accrue a I'épothilone B (Kowalski et al. 1997). De méme
que les agents de la famille des Vinca-alcaloides, ses principaux effets secondaires sont la
neuropathie périphérique et la myélodépression. Nous développerons ci-dessous les

mécanismes de résistance liés aux poisons du fuseau.

1.4.4.3  Mécanismes de résistance liés aux poisons du fuseau

14431 Les isotypes tubuline 3

La modification du profil d'expression des isotypes de tubulines a été observée dans
plusieurs types de cancers. La majorité des études ont porté sur la tubuline B, en grande partie
en raison de la spécificité des agents de liaison a la tubuline pour les protéines de la tubuline
. L'expression élevée de plusieurs isotypes de tubuline, a savoir I, Bll, I, plVa et BV, est
souvent liée a un pronostic médical médiocre di a la chimiorésistance des patients dans de
nombreux cancers. Par exemple, dans le cancer du sein, l'augmentation de I'expression des
ARNmM de la tubuline I et Bl a été associé a la résistance au docétaxel (Hasegawa et al.
2003) et paclitaxel (Paradiso et al. 2005). Dans le cancer ovarien, une forte expression de la
tubuline Bl (Roque et al. 2014) et BIV (Kavallaris et al. 1997) est aussi associé a une
résistance au taxol. L'expression aberrante de la tubuline BIIl a été largement caractérisée
dans ce contexte car de nombreuses études soulévent son implication dans la résistance aux
taxanes et aux Vinca-alcaloides dans plusieurs types de tumeurs tels que les cancers du
poumon, du sein, de l'ovaire et gastrique (Mozzetti et al. 2005, Urano et al. 2006, Tommasi et
al. 2007, Powell et al. 2014). Les études portant sur la surexpression d'autres isotypes de la
tubuline B ont donné des résultats contradictoires. Bien que dans l'adénocarcinome des
cellules claires d'ovaires, la surexpression de la tubuline BIII semble prédire une bonne
réponse a la chimiothérapie a base de taxane (Aoki et al. 2009). L'expression et
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I'incorporation de différents isotypes de tubuline dans le réseau microtubulaire peuvent avoir
deux fonctions principales : (i) soit la structure du noyau hautement conservée de la protéine -
tubuline o ou B est légerement modifiée, ce qui affecte I'assemblage, la dynamique et les
propriétés mécaniques des microtubules, (ii) soit la région flexible, en particulier la queue C-
terminale qui se trouve a la surface des microtubules, varient en raison des MPT, et affecte
ainsi les interactions des microtubules avec les PAM. Ainsi, l'altération du profil d'expression
des isotypes de tubulines dans les cellules cancéreuses peut influencer la dynamique du
réseau microtubulaire et la sensibilité des microtubules aux agents de chimiothérapie liés a la
tubuline. Les différentes propriétés dynamiques des isotypes de la tubuline B ainsi que les
différentes conformations des domaines de liaison des microtubules (Feyen et al. 2008,
Matesanz et al. 2008) peuvent altérer la sensibilité des microtubules a ces agents et expliquer
ainsi la résistance de certains types de cancers a ces composés. Pour ce faire, I'analyse in vitro
de certains microtubules riches en isotype BIII de la tubuline ont révéle étre plus dynamiques
que les isotypes BIl ou BIV qui sont plus stables (Panda et al. 1994). De cette maniére, la
présence de la tubuline Bl favoriserait la dynamique des microtubules méme en présence de
poisons du fuseau, responsable donc de la résistance contre ces agents. De méme, les PAM
peuvent influencer la dynamique des microtubules en fonction de l'isotype de la tubuline.
Ainsi, I'assemblage des microtubules est inhibé et se deroule plus rapidement en présence de
la tubuline BI1I par rapport a d'autres isotypes (Lu and Luduena 1993). Par ailleurs, plusieurs
études ont montré que la tubuline Bl peut étre impliquée dans la signalisation d'oncogénes
afin de favoriser la progression tumorale. En effet, lI'expression de KRAS et de son
homologue EGFR seraient corrélées a I'nyperexpression de I'isotype Bl dans le cancer du
poumon (Levallet et al. 2012). Dans le cancer de la prostate, l'isotype Il est associé a la
délétion de I'oncogéne PTEN, responsable de la différenciation tumorale. Ainsi, l'isotype BllI
serait important dans le pronostic médical du cancer de la prostate (Levallet et al. 2012).
Dans le cancer du colon, la suppression des oncogenes AKT et ERK réduiraient I'expression
de l'isotype BlII, suggérant ainsi sa régulation (Xiao et al. 2016). De plus, de nombreuses
études ont accordé un réle pour les protéines de tubulines dans la progression métastatique du
cancer. Le niveau d'expression des isotypes de tubuline est considérée comme potentiels
marqueur pronostique dans les tumeurs primaires. La tubuline BIII est particulierement
corrélée au comportement clinique agressif et aux résultats médiocres dans de nombreuses
formes de cancer y compris le sein (Kanojia et al. 2015), l'ovaire (Roque et al. 2014),
I'estomac (Hwang et al. 2013), le glioblastome (Katsetos et al. 2007), la prostate (Egevad et
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al. 2010), le cblon (Zhao et al. 2016), le pancréas (McCarroll et al. 2015) et le poumon
(Reiman et al. 2012).

14432 Les protéines associées aux microtubules

Les microtubules sont des structures trés dynamiques et cette dynamique est
étroitement contrélée par une variété de protéines associées aux microtubules qui stimulent
ou inhibent leur polymérisation. Par conséquent, I'expression aberrante de PAM pourrait
avoir une incidence sur la sensibilité¢ des agents altérants les microtubules. En effet,
I'expression élevée de la protéine Tau est associée a la résistance des cellules cancéreuses du
sein au paclitaxel étant donné que I'inhibition de la protéine Tau les sensibilisent au paclitaxel
(Rouzier et al. 2005). De méme, la protéine Tau semble avoir un role pronostique et prédictif
dans le cancer épithélial de l'ovaire traité par le platinium et le paclitaxel (Smoter et al. 2013).
La protéine MAP2 est fortement exprimée dans le cancer du pancréas, sa protéolyse par la
cathépsine D semble augmenter I'altération des microtubules et I'activité anti-tumorale du
docétaxel (Veitia et al. 2000). De plus, l'altération de I'expression de la protéine MAP4 qui
joue un réle stabilisant a aussi été associée a la modulation de la sensibilité des cellules

cancéreuses aux agents altérant les microtubules (Zhang et al. 1998).

1.4.4.3.3 Les glycoproteines P

Les glycoprotéines-P (GPP) sont des pompes a efflux membranaires de la famille des
transporteurs « ATP-Binding Cassette » (ABC). En 1976, la présence des GPP est associée a
une réduction de la sensibilité des cellules tumorales aux agents anticancéreux (Juliano and
Ling 1976). La surexpression de la GPP dans le cancer est soit un processus physiologique
soit un processus acquis par la présence des agents anticancereux. Les GPP conféerent une
résistance en réduisant la concentration intracellulaire des agents anticancéreux dans la
cellule cancéreuse, évitant ainsi leurs effets cytotoxiques. En effet, les GPP agissent en tant
que pompes ATPases, permettant d'expulser lI'agent anticancéreux a travers la membrane
plasmique contre les gradients de concentration grace a I'énergie fournie par I'ATP (Fojo and
Bates 2003). Les GPP sont ainsi responsables du phenotype dit « Multidrug Resistance »
(MDR) facteur majeur limitant l'efficacité de la plupart des agents ciblant les microtubules

(Gottesman 2002). Par conséquent, les nouveaux agents ciblant les microtubules impliquent
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la capacité a contourner ce mecanisme de résistance commun. Ainsi de nombreux inhibiteurs
de GPP tels que le verapamil et la cyclosporine A ont révélé inverser le phénotype MDR
(Amin 2013).

1.443.4 Les poisons du fuseau et le cancer du c6lon

En clinique, les agents ciblant les microtubules sont utilisés dans le traitement de
divers cancers solides tels que le sein, I'ovaire et la prostate. Ces molécules ne sont pas
utilisees dans le traitement du cancer du célon. Les essais cliniques de phase I/1l n'ont pas pu
aboutir a des résultats bénéfiques a la suite d'un traitement comprenant les taxanes tels que
paclitaxel et docétaxel. En effet, ces molécules ont montré une activité anti-tumorale
minimale dans le traitement du cancer colorectale (Pazdur et al. 1994, Seibel et al. 1999). La
question sur l'explication de la résistance n'est pas clairement abordée dans la littérature. En
revanche, certaines études portant sur le role des principaux régulateurs du point de contréle
du fuseau mitotique pendant la mitose peuvent expliquer ces résultats décevants. Ce
processus est souvent associé au phénotype CIN qui présente une forte incidence dans les
cancers colorectaux. En effet, lI'inhibition de BUBR1 comme la surexpression de la kinase
Aurora A, sont décrits comme causes de résistance aux agents altérant les microtubules dans
le cancer colorectal (Swanton et al. 2006). De plus, la protéine GPP semble aussi étre
impliquée dans le mécanisme de résistance en raison de sa forte concentration dans l'intestin

limitant la biodisponibilité du paclitaxel par excrétion (Sparreboom et al. 1997).

1.5. L'apoptose

La mort cellulaire est un processus physiologique et pathologique conduisant a la
destruction de la cellule. La mort cellulaire joue un réle pivot dans la physiopathologie de
nombreuses maladies, en effet un exces de mort cellulaire va conduire aux maladies
neurodégéneratives par exemple ; a I’opposé, un défaut de mort cellulaire va contribuer a
I’émergence d’un cancer. A ce jour, différents types de morts cellulaires sont identifiés.
L’apoptose est un mécanisme caractérisé par des changements morphologiques touchant le
noyau et le cytoplasme. Ces altérations morphologiques sont remarquablement semblables
pour tous les types cellulaires. Les principales caractéristiques morphologiques de I’apoptose

sont la condensation de la chromatine, la fragmentation nucléaire, la réduction du volume
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cellulaire (pycnose) et la rétraction des pseudopodes. La condensation de la chromatine
commence a partir de la périphérie de la membrane nucléaire, formant un croissant ou une
structure semblable & un anneau (Kerr et al. 1972). La chromatine se condense en outre
jusqu'a ce qu'elle se fragmente a l'intérieur d'une cellule entourée d’une membrane intacte. In
vitro, la membrane plasmique reste intacte tout au long de I’apoptose, en revanche a un stade
avancé de I’apoptose, la membrane cellulaire bourgeonne et perd son intégrité. Les organites
cytoplasmiques subissent également une modification ultrastructurale. Habituellement, les
phagocytes engloutissent les cellules apoptotiques avant que les corps apoptotiques ne se
produisent. Les débris de cellules apoptotiques ne sont pas phagocytés dans le milieu de
culture cellulaire artificiel, ainsi ils feront I'objet d'une nécrose secondaire. De maniere
génerale, les principaux changements biochimiques observes au cours de lI'apoptose sont : 1)
I'activation des protéases, 2) la fragmentation de I’ADN et des protéines, 3) I’altération
membranaire et la reconnaissance par les cellules phagocytaires. Au début de I'apoptose, la
cellule expose la phosphatidylsérine (PS) sur son feuillet externe. 1l s’agit d’un phospholipide
du feuillet interne qui permet la reconnaissance précoce des cellules mortes par les
macrophages, permettant ainsi la phagocytose sans provoquer d’inflammation. Ce
phénomene est suivi par une digestion caractéristique de I'ADN en fragments de 50 a 300
kilobases. Puis, I’ADN est clivé par des endonucléases en fragments de 180 a 200 paires de
base.

Une autre caractéristique spécifique de I'apoptose est I'activation des enzymes appartenant a
la famille des caspases ou cystéine protéases. L’activation des caspases engendre le clivage
de nombreuses protéines vitales pour la cellule, la fragmentation de I’enveloppe nucléaire et
cytoplasmique. Les caspases activent également les ADNases qui dégradent I’ADN
nucléaire.

La caractérisation des mécanismes apoptotiques est cruciale pour la compréhension
des pathologies résultant d’une anomalie de mort cellulaire (Elmore 2007). Les caspases
jouent un réle central dans l'apoptose, en effet ils sont a la fois les initiateurs et les effecteurs
de I'apoptose. Nous distinguons deux voies par lesquelles les caspases peuvent étre activées.
Les deux voies d'initiation souvent décrites sont les voies intrinseques (ou mitochondriales) et
extrinseques (ou récepteurs de mort) de lI'apoptose. Ces deux voies aboutissent a une voie
commune dite phase d'exécution de I'apoptose (Figure 6).

La voie extrinséque, dite physiologique, débute a la suite d’un signal extracellulaire
transmis par les récepteurs transmembranaires spécifiques a la mort cellulaire. Bien que

plusieurs récepteurs de la mort ont été décrits, les récepteurs de mort les plus connus sont «
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Tumor Necrosis Factor o Receptor 1 » (TNFR1), le récepteur Fas/CD95, et le récepteur «
TNF-related apoptosis inducing ligand » TRAIL et leurs ligands respectifs sont TNFa, « Fas
ligand » (FasL) and TRAIL (Locksley et al. 2001). Ces récepteurs de mort ont un domaine de
mort intracellulaire « Death Domain » qui recrute des protéines adaptatrices comme TNF, «
Receptor Associated Death Domain » (TRADD) et « Fas Associated Death Domain »
(FADD), ainsi que la caspase-8. La liaison du ligand de la mort au récepteur de la mort
résulte en un site de liaison pour la protéine adaptatrice, I'ensemble du complexe de protéine
ligand-récepteur-protéine adaptatrice est connue comme le complexe induisant la
signalisation de la mort « Death Inducing Signaling Complexe » (DISC). Le DISC initie alors
I'assemblage et I'activation des pro-caspases-8 et/ou -10. La forme activée des enzymes, la
caspase-8 et-10 sont des caspases activatrices, qui déclenchent Il'apoptose par clivage des
caspase-3, -6 et -7 effectrices en aval (Wong 2011).

La voie intrinseque est initiée dans la cellule suite a un stress interne tels que l'altération
de I'ADN, l'altération du réseau microtubulaire, I'hnypoxie, des concentrations extrémement
élevées en calcium (Ca?*) cytosolique et le stress oxydatif sévére. Cette voie est régulée par
la famille de protéine pro-apoptotique BH3, qui une fois active entraine I'augmentation de la
perméabilité¢ de la membrane mitochondriale externe « Mitochondrial Outer Membrane
Permeabilization » (MOMP), la perte du potentiel membranaire mitochondrial «
Mitochondrial Membrane Permeabilization » (MMP) et l'inhibition des protéines anti-
apoptotiques appartenant a la famille « B-cell lymphoma 2 » (Bcl-2) du hom du gene BCL2
initialement observée au point de rupture chromosomique de la translocation de chromosome
18 a 14, dans lymphome folliculaire non hodgkinien (Tsujimoto et al. 1984) telles que « B-
cell lymphoma like extra large » (Bcl-xL), et « Myeloid cell leukemia protein 1 » (Mcl-1)
(Czabotar et al. 2014). Cette famille comporte aussi des protéines pro-apoptotiques telles que
Bax, et « Bcl-2 homologous antagonist killer » (Bak). Ces modifications de la membrane
mitochondriale vont conduire au relargage des molécules pro-apoptotiques tels que le
cytochrome ¢ dans le cytoplasme. De fagon génerale, la formation d'un hétérodimére entre
Bax et Bcl-2 va empécher le relargage du cytochrome c tandis que la formation d'un
homodimere ou hétérodimére Bax et Bak va favoriser l'entrée en apoptose (Figure 6).
Cependant, ce mécanisme est souvent controverse et nécessite encore des travaux.

De nombreux facteurs apoptotiques sont libérés dans l'espace intermembranaire de la
mitochondrie : « Apoptosis Inducing Factor » (AIF), « Second Mitochondria-derived
Activator of Caspase » (SMAC), « Direct IAP Binding protein with Low pl » (DIABLO) et «
High temperature requirement protein A2 » (HtrA2). Les facteurs SMAC, DIABLO
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(Verhagen et al. 2000) et HtrA2 (Suzuki et al. 2001) neutralisent I'effet inhibiteur des «
Inhibitor of Apoptosis Protein » (IAP) permettant ainsi l'activition des caspases. L'AIF lie
I'ADN chromosomique et provoque la condensation et le remodelage de la chromatine, ce qui
facilite la fragmentation de I'ADN par des nucléases telle que les endonucléases G (Nagata et
al. 2003).

Une fois relargué le cytochrome c¢ va former un complexe avec la pro-caspase-9 et «
Apoptosis Protease Activating Factor » (APAF) pour former I'apoptosome. (Li et al. 2014).
La pro-caspase-9 est ensuite activee en caspase-9. L’exécution de l'apoptose nécessite
I'activation d'une série de caspases. La caspase en amont de la voie intrinséque est la caspase-
9, tandis que celle de la voie extrinséque est la caspase-8. Les voies intrinséques et
extrinseques aboutissent a la caspase-3 qui clive I'inhibiteur de la désoxyribonucléase de la
caspase-active, qui est responsable de I'apoptose. En outre, les caspases en aval induisent le
clivage de protéines kinases, des protéines du cytosquelette, des protéines de réparation
d'’ADN et des sous-unités inhibitrices de la famille des endonucléases. Ils ont également un
effet sur le cytosquelette, le cycle cellulaire et les voies de signalisation, ce qui contribue en
méme temps a des changements morphologiques typiques de I'apoptose.
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Figure 6 : Cascade des mécanismes moléculaires impliqués dans I'apoptose.

La voie intrinseque qui dépend de la caspase-8 est représentée en pointillé violet. La voie
extrinseque dépendante de la caspase-9 est représentée en pointillé rouge. APAF-1 :
Apoptotic peptidase activating factor-1 ; Bax : Bcl-2 associated X ; Bcl-2 : B cell lymphoma-
2 ; Bcl-xL : B cell lymphoma-extra-large ; Bid : BH3-interacting domain death ; IAP :
Inhibitor of Apoptosis Protein ; MMP : Mitochondrial Membrane Permeabilization ; MOMP

: Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization. Figure réalisée avec ScienceSlides.
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1.6. L’autophagie

1.6.1. Les etapes de I'autophagie

L'autophagie a été decrite pour la premiere fois chez la levure, elle permet de
maintenir un équilibre cellulaire par recyclage des composants non essentiels de la cellule
dans des conditions de stress telles que I’absence de nutriments, I’hypoxie ou la thérapie
ciblée. De multiples formes de l'autophagie existent dans les cellules de mammiferes,
chacune avec des mécanismes bien caractérisés qui different dans le matériel destiné a la
dégradation. La macroautophagie représente la forme d’autophagie la plus polyvalente et la
mieux décrite dans la littérature (Figure 7). (Li et al. 2014).

Selon les mécanismes moléculaires impliqués dans la biogenese des autophagosomes,
l'autophagie peut étre caractérisée comme canonique ou non canonique.

L’autophagie canonique est régie par les génes « Autophagie Related Protein » (ATG) et les
protéines non-ATG tels que la classe PI3K, p150 et Ambral qui orchestrent les étapes de
I’initiation, de I'élongation, de la maturation et de la fusion. L’autophagie non canonique
n’est pas aussi bien comprise, I’autophagosome peut étre crée indépendamment de ATG 5 ou
ATG 7.

e L’autophagie canonique est initiée par la formation de l'autophagosome sous le
contréle de la voie de signalisation PIBK/AKT/mTOR et le complexe «Unc-51-like 1»
(ULK1). Dans des conditions normales, lorsque les facteurs de croissance et les
nutriments tels que les acides aminés sont abondants dans I'espace extracellulaire, la
voie de signalisation PIBK/AKT/mTOR est trées active et mTORCL1 inhibe la
formation du complexe ULK1 constitué de ULK1, FIP200 et ATG 13 a travers la
phosphorylation de la sérine 757 et bloque ainsi l'autophagie. Toutefois, lorsque les
facteurs de croissance deviennent limitant, « Mammalian Target Of Rapamycin
Complexe 1 » (MTORCL1) devient inactif et ne peut plus réprimer la formation du
complexe ULK1, ce qui favorise l'initiation de l'autophagie. En réponse a une carence
en glucose ou en acides aminés, AMPK peut également réguler l'activité de ULKL.
Une fois activé, ULK1 forme un complexe avec bécline 1 a l'aide de « Tripartite
Motif containing 5 a » (TRIM5a), qui permet la phosphorylation et I'activation de la
bécline 1. Une fois active, la bécline 1 active Vps34 a son tour. Vps34 n’est pas

inhibée par la rapamycine qui est un inhibiteur de mTORCL, ce qui suggere que
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Vps34 peut egalement fonctionner en amont de mTOR, servant de véhicule pour
MTOR pour surveiller les niveaux des nutriments critiques pour la survie cellulaire
(Yuan et al. 2013).

A la suite de I’activation de Vps34, le phagophore est formé par I'isolation des
membranes cytoplasmiques dérivées du réticulum endoplasmique, la membrane
plasmique, la mitochondrie ou I’appareil de Golgi. La nucléation marque le début de
la formation de I’autophagosome avec la nucléation des membranes par bécline 1-
Vps34 et ATG14L, Rubicon et Ambra.

L'allongement et la maturation permet la maturation de I’autophagosome et nécessite
deux voies ubiquitine ligase. La premiére voie consiste a la formation du complexe
ATG 5-ATG 12-ATG16L (formé a l'aide d'ATG 7 et ATG 10). La deuxiéme voie
implique la protéine « Light Chain 3 » (LC3) analogue a I'ATG 8. LC3-I est
conjuguée a la phosphatidyléthanolamine & la surface de la membrane lipidique de
I’autophagosome en présence de I'ATG 7 et 3 pour former LC3-I1 (Amaya et al.
2015). Une fois intégrée dans la bicouche lipidique, LC3-11 est maintenue & la surface
de l'autophagosome mature pour interagir avec des protéines adaptatrices (récepteurs
de l'autophagie), telles que p62 qui permet la dégradation d'agrégats ubiquitines.

Une fois que I’autophagosome a englouti les composés cellulaires a dégrader, il va
fusionner avec le lysosome et former I’autophagolysosome. Cette dégradation est
permise grace a I’environnement acide de I’autophagolysosome riche en hydrolases.
Les perméase des lysosomes permettent la libération des produits de la dégradation
sous forme de metabolites (sucres, acides aminés et acides nucléiques) dans le cytosol
en vue de leur réutilisation par la cellule (Mathew et al. 2007, Klionsky et al. 2012).

1.6.2. Le flux autophagique

L'autophagie est un processus dynamique qui repose sur plusieurs étapes. Le flux

autohagique englobe l'ensemble du processus d'autophagie, y compris la formation du

phagophore, la formation de I'autophagosome, la livraison de ce dernier aux lysosomes pour

former l'autolysosome, la décomposition et enfin la libération des macromolécules des

organelles dégradees dans le cytosol. Ainsi, I'évaluation du flux autophagique nécessite une

analyse multiparamétrique qui englobe ces différentes étapes de l'autophagie. Dans des

conditions physiologiques normales, I'autophagie basale se produit. Lorsque l'autophagie est
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induite, par exemple par privation de nutriments ou molécule chimique telle que la
rapamycine, on observe une augmentation de toutes les structures autophagiques
caractéristiques de chaque étape, on parle alors de flux autophagique accru. Lorsque
l'autophagie est inhibée en amont, aucunes structures autophagiques ne sont générées. Si
l'autophagie est réprimée apres la formation de l'autophagosome, seuls les autophagosomes
s'accumulent, on parle ici de flux autophagique réduit. Du point de vue méthodologique,
differents criteres sont a prendre en compte, I'analyse peut reposer sur un régime permanent
ou sur un régime dynamique. Par exemple, I'analyse de I'expression de la conversion de la
protéine LC3, marqueur de l'autophagosome par western blot ne suffit pas a elle seule pour
conclure sur le flux autophagique. En effet, une accumulation de LC3-I/1l peut refléter
I'induction de l'autophagie ou l'inhibition de la clairance de I'autophagosome. Ainsi,
l'utilisation d'un inhibiteur de la fusion lysosomale tel que la bafylomycine Al ou la
chloroquine permettra ici d'évaluer le turn-over de la protéine LC3 et de conclure sur le flux
autophagique. Similairement, l'analyse des structures autophagiques par microscopie
électronique a transmission doit étre réalisé en présence d'inhibiteur de la fusion lysosomale
(Mizushima et al. 2010).
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Figure 7 : Mécanismes moléculaires impliqués dans la macroautophagie.

L'autophagie est constituée de 3 étapes principales : Induction du phagophore, formation de
I'autophagosome contenant les macroélement a dégrader, et fusion de l'autophagosome
précoce avec le lysosome avant la dégradation. Les complexes protéiques impliques sont
décrits sous chaque étape. Ambra 1 : Activating molecule in BECN1-regulated autophagy
protein 1 ; ATG : Autophagy-related gene ; LAMP1 : Lysosomal-associated Membrane
Protein 1 ; RUBICON : RUN domain protein as Beclin-1 Interacting and cysteine-rich
Containing ; UVRAG : UV radiation Resistance-Associated Gene. Figure réalisée avec

ScienceSlides.
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1.6.3. L'activité anti-tumorale de I'autophagie

L'autophagie est physiologiquement impliquée dans I'homéostasie de la muqueuse
intestinale normale. L'analyse de I'expression des protéines LC3, p62 et bécline 1 a montre
que lautophagie était plus active a la base des glandes intestinales la ou les cellules
indifférenciées et progeénitrices résident contrairement a la surface épithéliale différenciée
(Groulx et al. 2012). Les études sur la souris ont permis de mettre en evidence l'importance
des geénes liés a l'autophagie dans la cancérogenese. La délétion monoalléliqgue du géne
bécline 1, fondamental pour [linitiation de l'autophagie, augmenterait la prolifération
cellulaire et réduirait l'autophagie in vivo. Cette mutation augmenterait la fréquence
d'apparition de tumeurs malignes induite par le virus de I'hépatite B, faisant de bécline 1 un
géne tumeur suppresseur haplo-insuffisant (Qu et al. 2003). De méme, la délétion du géne
ATGAC serait impliquée dans la progression tumorale chez la souris (Marino et al. 2007).
Les souris déficientes pour Atg4c seraient plus susceptibles de développer des fibrosarcomes
induits par des agents chimiques cancérigenes. Différentes études ont rapporté le role tumeur
suppresseur de l'autophagie :

e Stabilité du génome
Compte tenu de son réle homéostatique précédemment évoqué, l'autophagie va permettre la
dégradation des organelles endommagées, des proteines mal pliées, ubiquitinées et des
agrégats de protéines. L'ensemble de ces dommages va conduire a un stress environnemental
associé a la production d'ERO responsable de l'activation de certains oncogénes. Pour ce
faire, les travaux de Mathew et al, ont révélé I'implication de lI'autophagie dans l'instabilité
chromosomale. Ainsi lI'autophagie défective accompagnée de la perte allélique de bécline 1 et
la délétion d'Atg5 a conduit a un stress métabolique des cellules « immortalized Baby Mouse
Kidney » (iBMK) entrainant l'augmentation du taux de mutation et de [instabilité
chromosomique. Ces dommages de I'ADN conduisent a une aneuploidie importante
caractéristique de la progression tumorale (Mathew et al. 2007). Similairement, la délétion
mosaique d'ATG 5 et la délétion d'Atg7 ont induit la formation d'adénome hépatique multiple
associee au gonflement des mitochondries, a I'accumulation de la protéine p62, au stress
oxydatif et a la réponse aux dommages génomiques. Cette étude a montré que l'autophagie
était importante pour la suppression de la tumeur dans le foie et que I'accumulation de la
protéine p62 était nécessaire a la progression tumorale (Takamura et al. 2011). L'altération du
flux autophagique via la délétion monoallélique de bécline 1 a conduit a la progression
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tumorale mammaire en activant la réponse aux dommages de I'ADN in vitro et in vivo
(Karantza-Wadsworth et al. 2007).

e Inhibition de I'inflammation
L'inflammation est un constituant essentiel du microenvironnement tumoral caractérisée par
la production d'ERO (Mantovani et al. 2008). Différentes études ont rapporté I'implication de
l'autophagie dans l'inhibition de l'inflammation. En effet, le complexe ATG 5/ATG 12 va
inhiber I'immunité innée via la réduction de la formation d'interféron de type | en s'associant
directement sur « Retinoic acid-Inducible Gene | » (RIG-I) et « Interferon- p Promoter
Stimulator » 1 (IPS-1) (Jounai et al. 2007). L'autophagie est notamment impliquée dans la
dégradation de « B-cell lymphoma 10 » (Bcl-10) en empéchant ainsi I'activation de la
cascade de signalisation de présentation du ligand impliquant « Nuclear Factor-Kappa B »
(NF-xB) (Paul et al. 2012). L'altération du flux autophagique a aussi été associée a la maladie
inflammatoire de Crohn dans des souris déficientes d ATG16L.

e Autophagie et senescence cellulaire
La sénescence est un arrét cellulaire prolongé qui consiste a réduire le risque de cancer. En
réponse au stress, a la toxicité et aux dommages tissulaires, la senescence va empécher
I'entrée des cellules dans le cycle de division. L'induction de la sénescence par I'oncogéne
RAS est associée a l'augmentation de l'autophagie, et du gene ULK3 responsable de
I'induction de l'autophagie et de la sénescence. De plus, l'inhibition de l'autophagie par
extinction du géne ATG 5 et ATG 7 empéche l'initiation de la sénescence (Young et al.
2009).

e Autophagie et angiogenese
L'angiogenése est fondamentale pour la croissance et la dissémination tumorale. Elle permet
I'apport de nutriments et d'oxygene en s'infiltrant dans la tumeur. Différentes études ont
rapporté le rbéle de l'autophagie dans l'inhibition de l'angiogenese. Kringle 5 (K5) et
I'endostatine sont des inhibiteurs angiogéniques bien caractérisés dans la littérature. Ces deux
inhibiteurs angiogéniques induisent l'autophagie et la mort cellulaire dans les cellules
endothéliales (Ramakrishnan et al. 2007). De méme, la rapamycine qui est connue pour son
activité inductrice de l'autophagie, inhibe notamment le développement tumoral primaire et
métastatique en inhibant I'angiogenese via la réduction de la production du VEGF (Guba et
al. 2002).
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1.6.4. L'activité pro-tumorale de I'autophagie

De nombreuses études soulignent le rdle dual et contradictoire de I'autophagie dans le
cancer. L'autophagie constitutive au niveau basal joue un role homéostatique et protecteur.
Elle va empécher la transformation d'une cellule normale en cellule maligne (Sui et al. 2013).
En revanche, au sein du cancer, l'autophagie joue un réle pro-tumoral, car elle devient une
source d'énergie fondamentale pour la survie et la progression tumorale.

e L'autophagie et les métastases
Au cours de la dissémination tumorale, les cellules cancéreuses subissent une transition
épithélio-mésenchymale qui consiste a réduire les protéines d'adhésion et augmenter
I'expression des protéines impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire (MEC)
telles que : les métalloprotéinases (Nieto et al. 2016). L'anoikis est un processus de mort
cellulaire qui survient a la suite d'un détachement prolongé des cellules de la MEC et les
cellules métastatiques sont caractérisées par une résistance a lI'anoikis. Fung et al. ont (Fung
et al. 2008) montré que l'induction de l'autophagie permet la survie cellulaire des cellules
détachées de la MEC alors que la réduction de l'autophagie par extinction des genes ATG 5,
ATG 6 et ATG 7 induit la mort cellulaire par anoikis. La mobilité et la capacité d'invasion
des cellules sont deux criteres cruciaux pour conquérir de nouveaux foyers secondaires. Lock
et al. ont montré que l'autophagie était requise pour la production de l'interleukine 6, cytokine
pro-migratoire essentielle dans I'invasion cellulaire (Lock et al. 2014).
e L'autophagie et la dormance cellulaire

Aprés dissémination, les cellules cancéreuses métastatiques ne se mettent pas immédiatement
a proliférer une fois atteint le foyer secondaire. Elles entrent dans un état de quiescence dit
dormance cellulaire. En clinique, la dormance cellulaire est un probleme redoutable a
I'origine de la récurrence métastatique qui peut apparaitre des années apres le traitement de la
tumeur primitive souvent observée dans le cancer de I'ovaire et du sein (Galluzzi et al. 2015).
L'autophagie est un mécanisme clé de la dormance cellulaire, elle permet aux cellules
tumorales résiduelles de s'adapter aux restrictions métaboliques. Les études menées dans une
souris KRAS-mutante ont révélé que les cellules dormantes de I'adénome du pancréas ayant
survécu a l'ablation de lI'oncogéne présentaient une activité autophagique élevée (Viale et al.
2014). Ainsi, combattre la dormance cellulaire est essentielle pour éradiquer completement le
cancer (Aguirre-Ghiso 2006).
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e L'autophagie et le métabolisme
L'altération du métabolisme du glucose dans le cancer a été décrite pour la premiere fois par
Warburg. Les cellules cancéreuses vont changer le métabolisme énergétique du sucre, des
protéines et des lipides pour alimenter leur demande en énergie nécessaire a la croissance
tumorale. Le stress métabolique prolongé va conduire a la mort cellulaire capable de
supprimer la tumorogenése. De nombreux travaux ont mis en évidence le réle de lI'autophagie
dans le maintien de la survie cellulaire a la suite d'un stress métabolique, révélant son réle
pro-tumoral (Degenhardt et al. 2006). En effet, dans les cellules cancéreuses dérivées de la
mutation de l'oncogene RAS, l'autophagie promeut la croissance tumorale en activant le
métabolisme glycolytique (Lock et al. 2011). De méme, l'activation de I'oncogene nécessite
I'autophagie pour le maintien du métabolisme oxydatif et la croissance tumorale (Guo et al.
2011). Par ailleurs, l'inactivation de l'autophagie par délétion de l'allele bécline 1 dans le
cancer du sein favorise la progression tumorale (Karantza-Wadsworth et al. 2007). L'hypoxie
est caractéristique du microenvironnement tumoral, in vivo l'autophagie est
préférentiellement active dans les régions hypoxiques, l'inhibition de l'autophagie par la
cloroquine va sensibiliser les cellules tumorales aussi bien a I'hypoxie qu'au traitement anti-

tumoral (Rouschop et al. 2010).

1.6.5. L'autophagie et le cancer du c6lon

Le colon est un organe caractérisé par un turn-over cellulaire important. Le célon est
une barriere délicate entre tolérance et défense contre les bactéries présentent dans le flux
intestinal. Il présente une niche de cellule souche qui permet un renouvellement continu et
dynamique de I'épithélium intestinal qui se trouve a I'interface entre la flore microbienne et le
systeme immunitaire, I'homéostasie de I'épithélium intestinal repose étroitement sur
l'autophagie. L'autophagie joue un réle physiologique crucial dans les cellules de Paneth, les
cellules caliciformes, les entérocytes et les microvillosités intestinales (Baxt and Xavier
2015). Comme nous l'avons évoqué plus haut, l'autophagie présente un role paradoxal dans le
cancer. Il semble tout de méme évident que l'autophagie est fondamentale pour la survie de la
cellule cancéreuse en condition de stress métabolique et de dissémination cellulaire. Pour
maintenir leur capacité proliférative, les cellules cancéreuses doivent fournir en permanence
suffisamment d'énergie tels que les acides aminés, les lipides et les sucres. Ainsi I'inhibition
de l'autophagie est une stratégie qui vise a sensibiliser les cellules tumorales au stress

66



métabolique. Dans le cancer du cdlon, l'autophagie est activée et elle protege la cellule
cancéreuse de la carence en nutriments (Sato et al. 2007). L'autophagie est aussi activée a la
suite de traitement cytotoxique a base de 5-FU, et l'inhibition de l'autophagie augmente la
sensibilité des cellules du CCR a la chimiothérapie (Li et al. 2010). De méme, le traitement
des cellules cancéreuses du colon par l'oxaliplatine et le bevacizumab active l'autophagie
dans les xénogreffes murins dérivés des cellules d'adénocarcinome du célon (Selvakumaran
et al. 2013). La chloroquine et son dérive hydroxychloroquine font parmi des inhibiteurs de
I'autophagie les plus investigués dans la thérapie du cancer. L'inhibition de l'autophagie apres
traitement avec la chloroquine ou par réduction de la régulation des genes ATG 5 et bécline 1
sensibilise les cellules d'adénocarcinome du cdlon au traitement anti-angiogenese et
cytotoxique (Selvakumaran et al. 2013). Similairement, la combinaison de la cloroquine avec
le 5-FU a permit de surmonter la résistance au 5-FU dans le cancer du c6lon in vivo (Sasaki
et al. 2012). Ensemble, I'inhibition de I'autophagie semble réduire la chimiorésistance induite
par l'activation de l'autophagie. Par ailleurs, récemment l'utilisation réguliére de I'aspirine est
associée a la prévention du cancer colorectale par un mécanisme d'action mal connu
(Andreotti et al. 2017). Din et al., se sont intéressés a la question et ils ont montré que
I'aspirine activait lI'autophagie via l'inhibition de la voie de signalisation mTOR et I'activation
de la voie AMPK (Din et al. 2012). Ils supposent ainsi que l'activation de l'autophagie est a
I'origine de I'activité chimiopréventive de l'aspirine. De nombreux composés cytotoxiques
utilisés en clinique induisent l'autophagie, cependant, il n'a pas été démontré que ces
composés induisaient la mort par autophagie. Parmi ces composés, on compte le tamoxifen,
I'endostatine, le sorafenib, et la rapamycine (Kung et al. 2011).

Pour conclure, une meilleure élucidation du contexte cellulaire permettra d'identifier le réle
pro-tumoral ou anti-tumoral de l'autophagie dans le cancer du c6lon avant d'envisager une

combinaison thérapeutique.

1.6.6. La protéine p62/séquestosome 1

1.6.6.1 La protéine p62 : marqueur de I'autophagie

La protéine p62 aussi appelée « séquestosome 1 » est couramment trouvée dans les
corps d'inclusion contenant des agrégats protéiques polyubiquitinés. Cette protéine p62 a de

multiples domaines d'interactions, faisant d'elle un partenaire de liaison impliqué dans divers
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événements cellulaires tels que l'autophagie et les différentes voies de signalisation
impliquées dans la réponse antioxydante, le métabolisme et le cancer. La protéine p62 a
largement été étudiée comme protéine de cargaison, fonctionnant comme un récepteur
d'autophagie sélectif pour la dégradation des substrats ubiquitinés. Néanmoins p62 peut
également délivrer des cargaisons ubiquitinées au protéasome, bien qu'elles soient
principalement dégradées par I'autophagie (Korolchuk et al. 2010), (Korolchuk et al. 2009).
La protéine p62 est distribuée non seulement dans le cytoplasme, mais aussi dans le noyau de
la cellule. Dans le cadre du processus autophagique la protéine p62 peut étre localisée dans
les autophagosomes et lysosomes.

Parmi les nombreux domaines d'interaction de la protéine p62 figure le domaine N-terminal «
Phox1 and Bemlp » (PB1) favorisant son auto-agrégation ou son hétérodimérisation avec
d'autres adaptateurs tels que NBR1 (Wilson et al. 2003). Ce domaine PB1 est également
impliqué dans la liaison de p62 a PKC « Protéine Kinase C » (Sanz et al. 2000) ou a ERK
(Lee et al. 2010). Ensuite un doigt zinc central (ZZ) et un domaine de liaison « TRAF-6
binding domain » (TBD) interagissent respectivement avec « Receptor-Interacting Protein »
(RIP1) et « TNF-receptor associated factor » (TRAF6) (Duran et al. 2008). Entre ces deux
domaines se trouve la région interagissant avec la protéine adaptatrice RPTOR « Regulatory-
associated Protein of mTOR » impliquee dans I'activation de la kinase métabolique mTOR
(Duran et al. 2011). La région d'interaction « Keap-1 Interacting Region » (KIR) lie Keapl
pour induire la translocation nucléaire du facteur de transcription NRF2 impliqué dans la
réponse anti-oxydante (Komatsu et al. 2010). La protéine p62 interfére avec l'autophagie en
recrutant les protéines ubiquitinées grace au domaine « Ubiquitin-associated domain » (UBA)
(Vadlamudi et al. 1996) et favorisant leur dégradation grace au domaine « LC3-Interacting
Region » (LIR) un domaine d'interaction avec LC3 (Pankiv et al. 2007) (Figure 8). L'affinite
du domaine UBA pour les résidus de lysine ubiquitinées est modulée par la phosphorylation
de la serine 403 de la protéine 62 conduite par la caséine kinase 2 (CK2) (Matsumoto et al.
2011). En réponse a divers facteurs de stress, la protéine p62 contribue a l'autophagie
sélective des agrégats protéiques et mal repliés, des mitochondries défectueuses et
excédentaires (mitophagie) et des pathogénes intracellulaires tels que les bactéries, les
protozoaires ou les virus (xénophagie) a travers la signalisation ubiquitine (Johansen and
Lamark 2011).

La protéine p62 joue différents rdles au cours du processus autophagique tels que :

e Role régulateur du flux autophagique
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La protéine p62 joue un rdle adaptateur dans de nombreuses voies de signalisation cellulaire
notamment l'autophagie. A travers son domaine d'interaction avec raptor (Duran et al. 2011),
la protéine p62 intégre le complexe mMTORCL, inhibiteur de I'autophagie. Ainsi, la protéine
p62 détecte les signaux nutritifs et active le complexe mTORCL1 qui va & son tour inhiber
l'autophagie et créer une boucle de rétroaction qui induit I'accumulation de la protéine p62.
De méme, l'extinction génique de p62 conduit a l'inactivation de mTORC1 et donc a
I'induction de l'autophagie dans le nématode C. elegans (Duran et al. 2011). Par ailleurs, le
stress et la rapamycine inhibent aussi le complexe mTORC1 pour conduire a l'activation de
l'autophagie. Ces résultats suggerent que I'expression de la protéine p62 joue un rétrocontrdle
sur l'autophagie via le complexe mTORC1. En outre, étant donnée que la protéine p62 est
dégradee par l'autophagie, le taux cytoplasmique de la protéine p62 est devenu un indicateur
clé du niveau d'autophagie. Ainsi, lorsque le flux autophagique est défectueux dans différents
modeles tels que la souris (Komatsu et al. 2007) ou la drosophile (Nezis et al. 2008), la
protéine p62 s'accumule dans les agrégats positifs a I'ubiquitine, et lorsque p62 est inhibée
ces agrégats disparaissent. Ces résultats montrent le lien étroit entre l'autophagie et la
protéine p62 impliquée dans la formation des corps d'inclusion positifs a l'ubiquitine
caractéristique de nombreuses maladies neurodégénératives et hépatiques (Rodriguez-Viciana
et al. 1994). En routine, I'augmentation de I'expression de la protéine p62 évaluée par western
blot est en corrélation inverse avec l'activité autophagique. Des parametres additionnels tels
que la conversion de LC3-I/11 et la microscopie électronique a transmission évaluant le flux

autophagique permettent de le confirmer, car p62 tend a s'auto-agréger.

e Role dans la biogenése de I'autophagosome

L'étape initiale de l'autophagie repose sur la formation et l'allongement subséquent du
phagophore qui enveloppe ensuite divers constituants cytoplasmiques jusqu'a former une
structure a double membrane appelée autophagosome. La proteéine p62 transporte les
protéines ubiquitinées vers l'autophagosome afin d'induire leur deégradation. Le concept
basique consistant a la livraison des protéines ubiquitinées par l'intermédiaire de la chaine
latérale polyubiquitine de p62 et la présence de la protéine LC3 a la surface du phagophore
est en train de changer. En fait, I'oligomérisation de la protéine p62 a travers son domaine
PB1 serait essentielle pour la biogenése de l'autophagosome. Ainsi les multiples protéines
ATG viennent se lier sur les agrégats de protéines positifs a p62 a l'ubiquitine en amont
(Itakura and Mizushima 2011).
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1.6.6.2  Regulation intracellulaire de p62

Le niveau intracellulaire de p62 repose sur un équilibre adéquat entre la régulation
transcriptionnelle et la dégradation autophagique post-traductionnelle. Le principal mode de
régulation transcriptionnelle repose sur le facteur de transcription « Nuclear factor (erythroid-
derived 2)-like 2 » (NRF2). En cas de stress endogéne ou exogene responsable de stress
oxydatif, NRF2 se lie spécifiquement a I' « Antioxydant Response Element » (ARE) situé
dans la région promoteur de p62 pour favoriser I'expression de I'ARNm p62 (Jain et al.
2010). En absence de stress oxydant, le facteur de transcription NRF2 est réprimé par liaison
a son principal inhibiteur « Kelch-like ECH-Associated Protein 1 » (KEAP-1) qui favorise sa
dégradation par la voie ubiquitine du protéasome (Taguchi et al. 2011). De plus, p62 peut
interagir directement avec KEAP-1 via son domaine KIR, ainsi p62 est capable de dissocier
NRF2 de KEAP-1, et favoriser I'activation et donc la translocation nucléaire de NRF2, on
parle alors de « positive feedback loop » (Jain et al. 2010). Ce processus repose sur
I'induction d'une boucle de retour positive dans laquelle p62 active NRF2 pour générer sa
propre transcription. La dégradation post-traductionnelle de p62 se fait par l'autophagie par
interaction directe entre p62 et LC3 (Pankiv et al. 2007). Ainsi, on peut supposer qu'une
altération du flux autophagique peut entrainer une accumulation de la protéine p62 suivie
d'une augmentation de l'activité transcriptionnelle de NRF2. Lau et al., ont montré qu'un
défaut d'autophagie induirait une activation de la voie de signalisation NRF2 par un
mécanisme non canonique qui nécessite une interaction entre p62 et KEAP-1 (Lau et al.
2010). Dans les cellules de carcinome hépatocellulaire, I'inhibition de I'autophagie induit la
formation d'agrégats de p62 conduisant a l'activation de NRF2 (Inami et al. 2011). Par
ailleurs, la transcription de p62 ne dépend pas seulement de l'activité NRF2. D'autres stimuli,
tels que le 13-acétate de phorbol 12-myristate (PMA), le calcium et l'interleukin-3
augmentent rapidement l'expression de I'ARNmM de p62 (Lee et al. 1998). La présence des
divers domaines d’interaction de p62 avec plusieurs facteurs de transcription, tels que «
Specificity Protein-1 » (SP-1), « Activator Protein-1 » (AP-1), NF-kB et « Erythroblastosis »
(Ets-1) témoigne de leurs implications dans la régulation de la transcription de p62
(Vadlamudi and Shin 1998). L'activation constitutive de la voie Ras/MEK/ERK régule aussi
la transcription p62 via le domaine de liaison AP-1 présent dans son promoteur (Duran et al.
2008). D'autres etudes ont rapporté, le role de la voie de signalisation JNK/c-Jun dans la
régulation de la synthése de novo de p62. Dans les cellules chroniques de leucémie myéloide

(CML), le resvératrol augmente I'expression de p62 par l'activation de la voie JNK, le
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traitement des cellules CML avec SP600125, inhibiteur de JNK, renverse l'effet du

resvératrol (Puissant et al. 2010).

1.6.6.3 La protéine p62 et le cancer

Bien que la protéine p62 a été decrite comme la premiére protéine adaptatrice de
l'autophagie, p62 joue un réle central dans de nombreuses voies de signalisation cellulaire.
Les premieres études menées dans le domaine ont associé I'accumulation de la protéine p62 a
la suite de l'inhibition de l'autophagie a des lésions hépatiques. L'ablation du géne p62 a
permis de rétablir ces lésions suggérant un réle pro-tumeur de p62 (Komatsu et al. 2007).
L'étude menée par Mathew et al. a permis d'identifier le rbéle tumeur suppresseur de
l'autophagie a travers la protéine p62 (Mathew et al. 2009). En effet, dans les cellules
déficientes en autophagie et incompétentes en apoptose, le stress métabolique a induit
I'accumulation de la protéine p62 et des mitochondries endommagées accompagnées de la
production d'ERO responsable de la tumorogenese (Mathew et al. 2009). Plus récemment, les
travaux de Imemura et al. ont réconforté ces résultats en montrant que l'augmentation de
I'expression de la protéine p62 induit la carcinogenése dans les cellules hépatiques (Umemura
et al. 2016). En effet, la protéine p62 active la voie anti-oxydante NRF2 et la voie mTORC1
pour contrer la mort cellulaire induite par le stress oxydatif (Umemura et al. 2016).
L'accumulation de la protéine p62 est observée dans différents types de cancer tels que le
cblon, poumon, rein et foie. En effet, son expression serait régulée par différents oncogenes
tels que « Human ErbB2 (HER2) et PI3K. Ainsi, p62 joue un rble d'antigene de sélection
tumorale qui peut étre ciblé par vaccination a ADN (Venanzi et al. 2013). Elenagen® est un
vaccin & ADN anti-p62 ayant finalisé les essais cliniques de phasel/ll

(www.curelaboncology.com).

Paradoxalement, les travaux de Valencia et al. ont mis en évidence une réduction
d'expression de la protéine p62 dans les cellules stromales du cancer de la prostate comparées
aux cellules stromales normales (Valencia et al. 2014). L'absence de p62 est associée a
l'augmentation de la tumorogenése de la prostate. p62 exerce un role tumeur suppresseur en
réduisant I'activité inflammatoire, p62 régule la cascade IL-6/TGFp impliquée dans I'invasion
tumorale en réduisant la voie mTORC/c-Myc qui a son tour va réduire la détoxification
métabolique accompagnée da la répression d'ERO (Valencia et al. 2014).
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Ensemble, compte tenu du réle de p62 dans différentes voies de signalisation, beaucoup de
pistes restent mal connu a ce jour. Il est donc fondamental de bien élucider le réle de p62 en

fonction du contexte cellulaire et d'identifier ses cibles.
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Figure 8 : Représentation schématique des domaines d'interaction de la protéine p62.

KEAP-1 : Kelch-like ECH-associated protein 1 ; KIR : Keap-1 interacting region ; LC3 :
Microtubule-associated 1A/1B-light chain 3 ; LIR : LC3-interacting region ; NF-xB :
Nuclear Factor-Kappa B ; NBR1 : Neighbor of BRCAL gene 1 protein ; NRF2 : Nuclear
factor (erythroid-derived 2)-like 2 ; PB1 : Phox and Beml domain ; RIP1 : Receptor
Interacting Protein 1 ; TBD : TRAF-6 binding domain ; TRAF6 : TNF receptor-associated

factor 6 ; UBA : Ubiquitin associated domain ; ZZ : Zinc finger domain.
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1.7. Le systeme ubiquitine protéasome

1.7.1. Généralités

Le protéasome, une protéase de plus de 2,5 méga daltons, consiste principalement a
dégrader les protéines préalablement modifiées par la fixation de la protéine ubiquitine. Le
Systeme ubiquitine-protéasome (SUP) est le principal systéeme protéolytique cytosolique chez
les eucaryotes, avec des fonctions essentielles dans le controle du cycle cellulaire, I'apoptose,
I'inflammation, la transcription, la transduction du signal, le contr6le de la qualité des
protéines et de nombreux autres processus biologiques. Le SUP est considéré comme une
voie de dégradation spécifique et sélective contrairement a l'autophagie principalement
déclenchée en réponse au stress. Le SUP consiste a l'ubiquitination de substrats et a leur
dégradation ultérieure précise, et rapide et donc a l'inactivation irréversible des protéines
ciblées. La chaine ubiquitine (Ub) est considérée comme le signal prédominant pour la
reconnaissance du substrat par le protéasome. Une cascade d'enzymes E1, E2 et E3,
conjuguent I'Ub via son extrémité C-terminale aux résidus lysine dans les protéines cibles
(Figure 9) :

e E1 estl'enzyme activant I'Ub,

e E2 est une enzyme porteuse d'Ub dite « enzyme conjuguant I'Ub »,

e E3est une enzyme Ub-ligase.
La conjugaison de I'Ub commence par I'activation ATP-dépendante de son résidu glycine C-
terminal (G76), I'Ub est ensuite transférée a E2, enfin, I'ubiquitination du substrat est réalisée
par la formation d'un complexe constitué d'E2 chargée par I'Ub et d'un E3 spécifique auquel
la protéine substrat est liée. L'Ub est transférée du E2 soit directement au résidu lysine du
substrat lorsque I'E3 est du type doigt RING, soit au résidu cystéine interne de I'E3 lorsque
I'enzyme a un domaine du type HECT « Homologus to the EGAP Carboxyl Terminus ». La
conjugaison de I'Ub au substrat se réalise soit sous forme de fragment unique, on parle alors
de « monoubiquitination », soit sous forme de plusieurs fragments simples sur différents
sites, dits « monoubiquitination multiple », soit sous forme de chaine, dite «
polyubiquitination » (Ciechanover 1994, Finley 2009). Bien que seule les protéines de
courtes durées de vies marquées selectivement par des chaines Ub sur leurs site K48
semblent étre dégradées par le protéasome, il a été montré plus tard que tous les types de
chaines d'Ub seraient impliqués dans la dégradation protéasomique (Saeki et al. 2009, Xu et
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al. 2009). La protéine polyubiquitinée est alors transférée au protéasome 26S, le cceur
catalytique du SUP.

Le protéasome est constitué de deux assemblages majeurs, la particule de noyau a 28 sous-
unités (CP, également connue sous le nom de particule 20S) et une particule régulatrice de
19-20 sous-unités selon I'espéce (RP, également connu sous le nom de 19S et PA700). Le
protéasome 20S est une structure en forme de cylindre dont les sous-unités sont disposées en
quatre anneaux a sept chainons empilés. Les sites protéolytiques du protéasome sont
séquestrés dans l'espace interne du 20S. Le protéasome 20S possede trois activités
protéolytiques différentes telles que la chymotrypsine, la trypsine et la caspase. Le 20S libre
contr6le I'acceés au substrat dans la chambre protéolytique par un mécanisme qui repose sur la
topologie. La particule catalytique 20S se lie avec le complexe régulateur 19S a I'une ou les
deux extrémités du cylindre pour former I'holoenzyme 20S-19S, le protéasome 26S. En
forme de canal ouvert le protéasome 26S dégrade les protéines polyubiquitinées par
hydrolyse de I'ATP. L'unité régulatrice de 19S se lie et élimine les chaines d'ubiquitine
présentent sur les protéines cibles. Les ATPases permettent le déploiement du substrat et
I'ouverture du canal des anneaux « préalable a la translocation des polypeptides dépliés dans
le noyau 20S (Murata et al. 2009). Le canal de translocation du substrat est étroit pour
empécher une mauvaise dégradation massive de protéines cytoplasmiques. Ce canal impose
le dépliement des protéines par le 19S avant la translocation dans le 20S. De nombreuses
protéines permettent la reconnaissance de I'Ub par le protéasome 19S : les sous unités
protéiques du protéasomes 19S peuvent étre subdivisées en deux zones : la base et le
couvercle. La base présente six sous-unités homologues AAA ATPase : « Regulatory Particle
Triple A 1-6 » (RPT1-RPT6) et trois sous-unités non-ATPase « Regulatory Particle Non-
ATPase » (RPN1, RPN2 et RPN13). RPN1, RPN13, RPT5 et RPN10 capturent les protéines
ubiquitinées soit directement, soit par l'intermédiaire de protéines qui contiennent a la fois
des domaines « Ubiquitin-Like » (UBL) et des domaines « Ubiquitin associated » (UBA), tels
que « Radiation Sensistive 23 » (RAD23), « Dominant Suppressor Karl 2 » (DSK2), et «
DNA damage inducible 1 » (DDI1). Les protéines UBL ou UBA ne sont pas des
composantes intégrales du protéasome, elles ne se lient que faiblement au protéasome et sont
principalement des composants substochiométriques (Gallastegui and Groll 2010). Le
couvercle est composé de neuf sous-unités non-ATPase : RPN3, RPN5-RPN9, RPN11-
RPN12 et RPN15. L'activité biochimique du couvercle consiste a déubiquitiner les substrats
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capturés par le proteasome 19S pour faciliter leur dégradation, la métalloisopeptidase RPN11
joue un réle essentiel dans ce processus (Murata et al. 2009).
Par ailleurs, il existe plusieurs mécanismes alternatifs a la dégradation canonique dépendante

de I'Ub et de I'ATP qui ne nécessite pas d'ubiquitination et/ou d'hydrolyse de I'ATP.
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Figure 9 : Représentation schématique de la structure du protéasome 26S. Le protéasome

26S comprend deux sous-complexes : la particule catalytique 20S et la particule régulatrice

19S. Figure réalisée avec SciencesSlides
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1.7.2. Le systeme ubiquitine protéasome dans le cancer du

cblon

La plupart des lésions moléculaires menant a la carcinogenése colorectale sont
directement liées au SUP. La voie de signalisation Wnt est une voie de transduction de signal
avec une importance particuliére dans le développement colorectal et dans la régulation de la
prolifération et le renouvellement continu de I'épithélium colorectal (Deitrick and Pruitt
2016). La voie de signalisation Wnt commence par sa liaison au récepteur membranaire «
Frizzled » (FZD) composeé de sept domaines transmembranaires, et au corécepteur « Low
density lipoprotein Receptor-related Protein 5/6 » (LRP5/6) conduaisant a la transcription des
génes cibles de Wnt accompagnée de la translocation nucléaire de la B-caténine. En absence
d'activation de la voie de signalisation Wnt, la B-caténine est dégradée par le protéasome,
grace au complexe composé d'Axin, APC, la kinase caséine 1 (KC1) et la kinase glycogene
synthase-3p (KGS-3B) permettant l'ubiquitination. KGS-3i3 et KC1 jouent ensemble un réle
majeur dans la phosphorylation de la 3-caténine sur ses résidus sérine et thréonine menant a
la polyubiquitination induite par la « B-Transducin repeat-Containing Protein » (B-TrCP).
Une fois transloquée la B-caténine s'associe au « T-Cell Factor 4 » (TCF4) qui passe d'un
profil répresseur a un profil activateur. La voie de signalisation Wnt joue un rdle important
dans le maintien des populations souches. Les nombreuses cibles de Wnt telles que les
facteurs de transcription « Octamer-binding transcription factor 4 » (OCTt4), « SRY-related -
box 2 » (SOX2) et « Kruppel-like factor 4 » (KLF4) sont impliquées dans la pluripotence.
Parmi les cibles de Wnt figurent les sous-unités cycline D, c-Myc, AKT kinase et le facteur
de transcription AP-1, c-Jun et « Fos-related antigen-1 » (FRA-1), tous importants dans la
croissance cellulaire et la prolifération. La voie canonique Wnt est essentielle pour maintenir
I'noméostasie dans I'épithelium intestinal. L'activité de la B-caténine est augmentée dans les
cellules souches epithéliales ayant une forte prolifération dans le fond des cryptes coliques
alors que les cellules des villosités présentent une activité B-caténine plus faible. C'est
pourquoi les mutations de la voie de signalisation Wnt sont liées a la cancérogenese
colorectale (Polakis 2007). Les mutations de I'APC sont présentes dans la majorité des
cancers colorectaux, cependant les cancers avec APC non-muté présentent souvent des
mutations de gain de fonction dans le géne « Catenin f » (CTNNB1), codant pour la f3-
catéenine (Polakis 2012).
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De méme, d'autres voies de signalisation sont impliquées dans la cancérogenese colorectale,
et elles sont directement liées au SUP.

L'activation de la voie KRAS dans le cancer colorectal conduit a I'activation de plusieurs
voies de transduction. La RAF kinase est activée par KRAS et déclenche la cascade MAPK
qui conduit a l'activation de facteurs de transcription tels que AP-1. Les composants de ce
facteur de transcription tels que c-Jun et c-Fos ainsi que les kinases de la cascade tels que
ERKS3 sont des substrats du SUP (Voutsadakis 2008). La PI3K kinase est également une cible
d'activation KRAS et son activation conduit & l'activation de la kinase AKT. AKT est une
sérine / thréonine kinase qui inhibe I'apoptose et favorise la prolifération cellulaire a travers
ses multiples cibles, 'AKT (Adachi et al. 2003) et son inhibiteur PTEN sont notamment des
substrats de SUP (Wu et al. 2003). Similairement, dans un modéle murin, la protéine en doigt
de zinc 149 (RNF149) interagit avec la région C-terminale de I'oncogéne BRAF muté dans
10-15 % des cancers colorectaux pour induire son ubiquitination et enfin sa dégradation par
le SUP (Hong et al. 2012).

La voie de signalisation TGFf est fréquemment impliquée dans le cancer colorectal. Les
mutations au sein des tumeurs suppresseur SMAD2 et SMAD4 engendrent leur dégradation
par le protéasome (Xu and Attisano 2000). De méme, le géne tumeur suppresseur p53 est
aussi substrat du protéasome (Tsvetkov et al. 2010, Oren and Kotler 2016). Enfin, le facteur
de transcription induisant I'hypoxie « Hypoxia-Inducible Factor-1 o » (HIF-1a) est impliqué
dans l'angiogenese et la survie cellulaire. Ce dernier est notamment dégrade par le

protéasome en condition normoxique.
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1.8. Les composés naturels : une source de molécules

anticancéreuses

Les produits naturels sont une source d’innovation pour la découverte de nouvelles
molécules thérapeutiques. Ainsi, de nombreuses molécules anticancéreuses utilisées en

clinique dans la thérapie du cancer sont d'origine naturelle.
1.8.1. Les composes naturels dans le cancer du colon

Les produits naturels présentent des vertus thérapeutiques contre différentes maladies
y compris le cancer depuis des milliers d'années (Miyata 2007). Une variété de fruits, de
Iégumes ou de boissons présentent une activité protectrice vis a vis du cancer (Lila 2007).
Des études épidémiologiques ont notamment reporté une corrélation inverse entre la
consommation de certains aliments et la réduction du risque du cancer (Vainio and
Weiderpass 2006). L'activité biologique des produits naturels repose essentiellement sur la
présence de composés phytochimiques biologiquement actif tels que : les acides phénoliques,
les flavonoides, les caroténoides, les alcaloides et les composés organosulfurés (Wang et al.
2012). L'activité chimiopréventive des composés naturels repose sur differents mécanismes
d'action dans le traitement du CCR. Briévement, les composés naturels presentent la capacité
a induire : l'arrét du cycle cellulaire en inhibant ainsi la prolifération cellulaire ; I'apoptose ;
I'inhibition de l'angiogenese fondamentale pour la croissance tumorale ; la modulation de
divers voie de signalisation impliquées dans la progression du cancer telles que MAPK, ERK,
JNK, PI3K, AKT ; l'inhibition de la voie de signalisation Wnt/p caténine fortement activée
dans le cancer du colon, et la réduction de la voie de signalisation de I'oxygénase
(Rajamanickam and Agarwal 2008). De nombreux composés naturels exercent une activité
anticancéreuse dans le cancer du célon, parmi eux on compte :

e L'apigénine, est I'un des flavonoides le plus répandu dans les fruits et légumes. Elle
réduit la progession tumorale du cancer du célon in vitro et in vivo (Wang et al. 2004,
Zhong et al. 2010).
e La fisétine est aussi un flavonoide present dans de nombreuses plantes. Elle provoque
I'apoptose par induction de p53 dans les cellules cancéreuses du cdlon (Lim and Park
2009).
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La curcumine est un diarylheptanoide trouvé dans le curcuma. Elle exerce une
activité anticancéreuse dans le cancer du célon in vitro et in vivo (Prasad et al. 2014),
(Jeong et al. 2004).

Le resvératrol est un stilbene, inhibiteur naturel de la prolifération cellulaire,
synthétisé par les plantes en réponse au stress environnemental et a l'invasion
pathogene (Singh et al. 2013). Le resveratrol induit la suppression de la voie de
signalisation Wnt/p caténine et I'augmentation de la mort cellulaire dans les cellules
souches du cancer colorectal (Singh et al. 2013). La combinaison du resvératrol avec
la molécule conventionnelle 5-FU augmente l'activité cytotoxique des cellules du
cancer du c6lon (Fulda and Debatin 2004, Santandreu et al. 2011).

Le gallate d*épigallocatéchine (GEGC) est la principale catéchine présente dans le
thé vert, c'est un tres puissant anti-oxydant. Chez la souris, le GEGC supprime les
Iésions précancéreuses apres traitement par le carcinogene a I'azoxyméthane montrant
ainsi son activité chimiopréventive (Shimizu et al. 2008).

Le lycopéne est un caroténoide provenant de la tomate. Il démontre essentiellement
une activité anti-oxydante et des effets chimiopréventifs dans le cancer de la prostate
mais aussi dans le cancer du c6lon (Narisawa et al. 1996).

La cocoplume membre de la famille des anthocyanidols, présente un activité anti-
inflammatoire et cytotoxique dans les cellules du cancer du c6lon (Venancio et al.
2017).

Le sulforaphane est un composé organosulfuré dérivé des légumes cruciferes tels
que le brocoli et les choux. Il est connu pour ses propriétés anticancéreuses et anti-
oxydantes notamment a travers l'activation de la voie NRF2 (Catanzaro et al. 2017).
Dans le cancer du codlon, il induit I'apoptose (Liu et al. 2016, Lan et al. 2017).

Le gingérol du gingembre affecte la progression des cellules cancéreuses du cblon
en ciblant la leucotriéene A4 hydrolase impliquée dans l'inflammation (Jeong et al.
2009).

En plus de I'évidence expérimentale de I'activité anticancéreuse des composés naturels

dans le cancer du c6lon, des études cliniques sont en cours (Tableau I11). Pour illustrer nos

propos, la curcumine, a montré I'absence de toxicité a une concentration de 8 mg/jour sur une

durée de 3 mois et la présence d'une activité chimiopréventive contre le cancer au cours d'un

essai clinique de phase | (Cheng et al. 2001). La curcumine est actuellement évaluée en
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combinaison avec l'irinotecan (NCT01859858) ou le 5-FU (NCT02724202). Le resvératrol a
aussi montre un effet chimiopréventif chez 20 patients atteints du CCR, son ingestion a induit
la réduction de la prolifération tumorale de 5 % (Patel et al. 2010). Toutefois, certaines études
cliniques n'ont pas révelé de bénéfices directs entre l'utilisation de composés naturels et la
réduction du risque du cancer comme la supplémentation en béta-carotéene qui n'influence pas

I'incidence du cancer colorectal (Albanes et al. 2000).

Tableau Ill : Tableau récapitulatif des essais cliniques portant sur les composés naturels

dans le cancer du célon.

) Identifiant essai o
Composés naturels o Cancer Phase clinique
clinique
_ adénome colorecatal
Catéchine NCT01606124 ) Phase 11
avancé
Thé vert
NCT02891538 cblon Phase |
GEGC
NCTO01360320 colorectal Phase Il
_ o cblon Phase I
Soja Génistéine NCT01985763

rectal Phase Il
Raisin Resvératrol NCT00256334 cblon Phase |
) NCT02724202 cblon métastatique Phase I

Curcumine
NCT01859858 colorectal avancé Phase |

Curcuma _

Quercétine NCT00003365 colorectal Phase |
Anthocyanine NCT01948661 adénome colorecatal Phase Il
1.8.2. L"ail et les composeés de la famille des organosulfureés

Plante aux multiples vertus, I’ail est utilisé depuis des millénaires tant pour ses talents
culinaires que ses propriétés thérapeutiques. Le nom scientifique Allium sativum désigne I’ail
commun, une sous-espéce d’ail appartenant a la famille des liliacées, sous-famille des
alliacées. L’ail et d’autres plantes de la famille Allium sont connus pour leurs vertus
thérapeutiques depuis des siécles et de nombreuses propriétés pharmacologiques
(hypocholestérolémiante, anticoagulante, anti-oxydante, antibactérienne, antivirale et
anticancérogene) sont attribuées a cette famille de plantes. Toutes les grandes civilisations

(chinoises, egyptiennes, grecques et romaines) en ont fait I’apologie, en effet les premiéres
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traces ecrites remontent a quelques 5000 ans au Moyen-Orient et 3800 ans en Inde. En
Egypte ancienne, I’ail était considéré comme le symbole de la force, c’est pourquoi les
esclaves participant a la construction des pyramides d'Egypte avaient droit a une ration d‘ail
quotidienne, pour maintenir et augmenter leurs forces, et leur permettre ainsi d’étre plus
productif. Les propriétés meédicinales de I’ail repose sur le grand nombre de composés
sulfurés qu’il détient (Cerella et al. 2011).

Les principaux composés présent dans le bulbe de I’ail sont : I’alliine (S-allylcystéine
sulfoxide), la y-glutamyl-S-allylcystéine, la méthiin (S-méthylcystéine sulfoxyde),
I’isoalliin (S-trans-1-propenylcystéine sulfoxyde), la S-2 et S-carboxypropylglutathione-
allylcystéine, et la thiacrémonone (2,4-dihydroxy-2,5-diméthyl-thiophene-3-one) (Cerella
et al. 2011). Le principal composé soufré, I’alliine (2), est une substance végétale
pratiquement dépourvue d’odeur, présente dans le bulbe d’ail frais intact. L alliine (2) est
obtenu au cours de I’hydrolyse et I’oxydation de la y-glutamyl-S-allylcystéine (9), cette
réaction est catalysée par I’enzyme y-glutamyl transpeptidase. Lorsque la gousse d’ail crue
est fraichement coupée ou broyée, I’alliine (2) entre en contact avec I’enzyme vacuolaire
alliinase qui lyse les cystéines sulfoxides cytosoliques, et se convertit en allicine (1) qui
confere son odeur si particuliere a I’ail, et surtout ses propriétés pharmacologiques et
thérapeutiques, notamment antibactériennes. Rapidement oxydée a I’air, I’allicine (1) se
transforme elle-méme en présence d’eau en polysulfure d’allyle tels que le sulfure de
diallyle (SDA) (3), le disulfure de diallyle (DSDA) (4), le trisulfure de diallyle (TSDA)
(5), et le tétrasulfure de diallyle (TTSDA) (8) (Figure 10). Ces molécules sont responsables
de I’odeur fortement marquée de I’essence d’ail. E-ajoéne, Z-ajoéne 2 thioacroléine, et

vinyldithine sont d’autres dérivés de I’allicine (1) (Cerella et al. 2011).

1.8.3. Etudes épidémiologiques

Des preuves épidemiologiques du réle chimiopréventif et anticancéreux de lail
montrent une corrélation inverse entre lI'apport régulier d'ail et le risque de développer un
cancer du colon (Zhou, Zhuang et al. 2011, Turati, Guercio et al. 2014) un cancer du sein
(Challier, Perarnau et al. 1998, Galeone, Pelucchi et al. 2006), un cancer de la prostate
(Hsing, Chokkalingam et al. 2002, Galeone, Pelucchi et al. 2006) ou un cancer du poumon
(Myneni, Chang et al. 2016). En particulier, un nombre important d'études épidémiologiques

a indique qu'un régime riche en ail était corrélé a un faible risque de cancer du tractus gastro-
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intestinal (Millen, Subar et al. 2007, Zhou, Zhuang et al. 2011, Kodali and Eslick 2015,
Turati, Pelucchi et al. 2015). La plupart des études épidemiologiques sont liées a des études
cas-témoins documentant la relation inverse entre la consommation d'ail et le risque de
cancer. Récemment, une étude cas-témoin italienne et une méta-analyse de 230 cas de cancer
et 547 contrbles ont rapporté une relation entre la consommation élevée dail et la réduction
du risque de cancer gastrique (Turati, Pelucchi et al. 2015). Une importante méta-analyse
d'un total de 8621 patients cancéreux et 14889 témoins a confirmé l'association de la
consommation de légumes alliés et un faible risque de cancer gastrique (Kodali and Eslick
2015). En outre, une étude bulgare sur 166 patients a décrit I'effet protecteur de la
consommation d‘ail contre les polypes du gros intestin (Kotzev, Mirchev et al. 2008) en ligne
avec les publications précédentes. La question demeure cependant controversee, car la méta-
analyse portant sur 5 études prospectives de cohortes a montré que la consommation d'ail cru
et cuit ou méme de suppléments d'ail n'était pas significativement associée a un risque réduit
du cancer colorectal (Dorant, van den Brandt et al. 1996, Satia, Littman et al. 20009,
McCullough, Jacobs et al. 2012, Meng, Zhang et al. 2013). En outre, plusieurs études
montrent également des associations incohérentes entre la réduction du risque du CCR et la
prise de suppléments d'ail (Heine-Broring, Winkels et al. 2015, Chiavarini, Minelli et al.
2016). Néanmoins, de vastes études in vitro ont démontré que les COS dérivés de lail

présentent des propriétés anticancéreuses.

1.8.4. Propriétés chimiques des composés organosulfurés

L'ail contient des composés organosulfurés (COS) solubles dans I'huile et dans I'eau.
Les COS solubles dans I'huile sont le SDA (3), le DSDA (4), le TSDA (5) et I'ajoéne (6).
L’ail a une composition chimique particulierement diversifiée, lui permettant ainsi d’avoir de
nombreux effets thérapeutiques. La présence d’atomes de soufre hautement réactifs joue un
réle crucial dans I’activité biologique des COS. De nombreuses études rapportent une
corrélation entre le nombre d’atomes de sulfures et I’activité biologique des polysulfides.
Ainsi, les travaux au sein de notre laboratoire et d'autres ont montré que les motifs tri- et
tétrasulfane sont les molécules les plus actives (Hosono et al. 2008, Czepukojc et al. 2014).
L'allicine (1) est une espéce de soufre réactif (ESR) capable d'oxyder les thiols cellulaires
tels que les résidus cystéine des protéines et le glutathion. Un pool de glutathion oxydé

conduit a un potentiel redox cellulaire ulterieur. L’oxydation des thiols des protéines peut
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entrainer des changements structurels des protéines par la formation de ponts disulfures. Par
analogie avec I'allicine (1), les disulfures et les polysulfures sont souvent considéres comme
oxydants capables de modifier les thiols de protéines induisant ainsi une perturbation
concomitante de la fonction des protéines et réponses cellulaires ultérieures, y compris la
mort cellulaire. La réaction d’un thiol (R’SH) avec un polysulfide (RSxR) méne a la
formation d’un sulfide mixte (RSxR’) et d’un perthiol (RSSH). Munchberg et al, (Munchberg
et al. 2007) rapportent I’ensemble des réactions chimiques et biochimiques menées par le
TSDA (5). Nous pouvons citer brievement le clivage homolytique des ponts disulfures, les
réactions de transfert Sx, les liaisons hydrophobiques et enfin les liaisons métalliques. Par
ailleurs, notre laboratoire et d'autres ont rapporté que les composés organosulfurés affectent
le réeseau microtubulaire des cellules cancereuses qui induisent I’arrét mitotique suivie de
I’apoptose (Hosono et al. 2008). En effet, Hosono et al, rapportent une réaction de thiolation
entre le TSDA (5) et les cystéines C12 et C354 de la tubuline g (Hosono et al. 2008). Ainsi,
cette réaction de thiolation avec la tubuline altere la formation d’un axe normal du
microtubule au cours de la mitose, et déclenche I’arrét du cycle cellulaire. Les réactions
thiols-polysulfides générent des espéces RSxH, principalement des perthiols, le TSDA (5) est
donc un générateur du stress oxydatif via la production d'ERO d’ou, de nombreuses études
soulevent que I’anti-oxydant NAC neutralise I’effet biologique des COS (Munchberg et al.
2007).

1.8.5. Mécanisme d’action anticancéreux des dérivés

organosulfurés

Les mécanismes d’action anticancéreux de I’ail ne sont pas encore bien connus, bien
que de nombreuses hypotheses existent. Nous distinguons différentes cibles moléculaires
telles que la modulation des enzymes anti-oxydantes, la modulation des protéines anti-
apoptotiques, I'induction de la mort cellulaire et I'inhibition du cycle cellulaire.

En effet, de nombreuses études ont rapporté que les COS dérivés de I’ail peuvent inhiber la
croissance cellulaire du cancer associé a un arrét mitotique, principalement en phase G2/M.
C’est pour la premiere fois en 1998 que Milner et ses collégues ont montré que le traitement
des cellules cancéreuses du colon HCT-115 avec le DSDA (4) provoquait une accumulation
qui dépendait de la dose et du temps des cellules en phase G2/M du cycle cellulaire. L’arrét

en phase G2/M est accompagnée d’une diminution de I’activité de la kinase du complexe
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cycline B1/CDK 1, une réduction du complexe de formation entre CDK 1 et la cycline B1, et
une diminution de la protéine Cdc25C. Ces résultats ne sont pas spécifiques au DSDA (4) ou
aux cellules HCT-115, en effet les COS inhibent la prolifération de nombreuses lignées
cellulaires du cancer (U937, MCF-7, SH-SY5Y). Par ailleurs, Hosono et al., ont démontré
que le TSDA (5) inhibe la polymérisation de la tubuline B via I’oxydation des résidus
cystéine C12 et C354 de la tubuline B conduisant a I'arrét mitotique. De plus, la littérature
rapporte que les dérivés de l'oxygene jouent un rdle essentiel dans le processus apoptotique
induit par le DSDA (4). Ainsi, le DSDA (4) favorise la production des dérivés de I'oxygéne
dans les cellules du cancer de la prostate PC3 (Chen et al. 2010). Le traitement des cellules de
cancer du poumon A549 avec la NAC supprime completement I'apoptose induite par le
DSDA (4) révelant ainsi le role du stress oxydatif dans lI'apoptose induite par le DSDA (4)
(Wu et al. 2005). En outre, le DSDA (4) induit I'apoptose dépendante de la caspase-3 et de la

voie mitochondriale (Nagaraj et al. 2010).

1.85.1 Inhibition de la prolifération

Selon Hanahan et Weinberg, les cellules cancéreuses acquiérent un potentiel réplicatif
illimité en raison de l'autonomie du signal de croissance, de l'indifférence aux signaux
inhibiteurs de la croissance et de la résistance a I'apoptose (Hanahan and Weinberg 2011). En
conséquence, la thérapie anticancéreuse vise a affecter ces caractéristiques pour réduire
éventuellement la prolifération incontrélée de cellules cancéreuses en altérant le processus de
division cellulaire, mais aussi en déclenchant la mort cellulaire ou en favorisant la réponse
immunitaire (Hanahan and Weinberg 2011). Une propriété anticancéreuse essentielle des
COS derives de l'ail est associée a sa capaciteé a inhiber la prolifération cellulaire en induisant
l'arrét du cycle cellulaire en phase G2/M (Cerella et al. 2011). Par exemple, la S-
allylmercaptocysteine (SAMC) (7) blogue la croissance cellulaire de cellules métastatiques
de cancer du célon SW620 et de cellules hépatiques HepG2 par activation de la voie TGFj
(Tong et al. 2014). De méme, le DADS (4) inhibe la viabilité cellulaire en induisant I'arrét du
cycle cellulaire en phase G2/M suivie de I'apoptose par clivage de la caspase-3 (Yin et al.
2014). Le DADS (4) induit I'arrét mitotique en phase G2/M en diminuant la cycline B1, Cdc2
et ainsi que Cdc25C en activant la voie p21/p53 dans le carcinome épidermoide cesophagien
ECA109. L'arrét du cycle cellulaire induit par le DADS (4) est suivi d'une apoptose par
activation des caspases, d'une altération du rapport Bcl-2/Bax et de l'inhibition de la protéine
kinase activée par la voie MAPK/ERK (Yin et al. 2014). De plus, le TSDA (5) induit I'arrét
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en phase G2/M dans les cellules du cancer de la prostate LNCAP et les lignées cellulaires de
cancer du colon HCT-116 en réduisant CDK 1, Cdc25B et C menant a l'inactivation de CDK
1 par phosphorylation de son résidu Tyr 15. L'exposition au TSDA (5) conduit a
I'accumulation de la cycline Bl et de la sécurine, qui contrble la transition métaphase-
anaphase. Finalement, la fragmentation de I'ADN apoptotique s'est produite dans les deux

lignées cellulaires (Xiao et al. 2009).

1.8.5.2 L'organisation des microtubules

Plusieurs études ont décrit les microtubules comme la principale cible des COS. Les
microtubules des composants clés du cytosquelette, essentiels a I'intégrité cellulaire, au trafic
intracellulaire, a la transduction du signal, a la division cellulaire et a la mitose. Compte tenu
de leur role important dans la prolifération cellulaire et la réponse au stress, les microtubules
sont devenus des cibles importantes dans le développement de médicaments anticancéreux
(Parker et al. 2014). Hosono et al. ont montré dans un systéme sans cellules que le TSDA (5)
induit la dépolymérisation de la tubuline bien que le DSDA (4) et le DAS (3) n'aient pas
montré d'effet sur la polymérisation de tubuline. Dans les cellules d'adénocarcinome
colorectal DLD-1, TSDA (5) dépolymerise I'organisation du reseau microtubulaire, I'analyse
de masse peptidique a révélé une oxydation des résidus de cystéine par le TSDA (5) sur les
résidus Cys-12R8 et Cys-354R (Hosono et al., 2005). Dans notre laboratoire, Kelkel et al. ont
montré que le tétrasulfure de diallyle (TTSDA) (8) inhibe la polymérisation de la tubuline in
vitro (Kelkel et al. 2012). En comparant I'effet des poly-allyl sulfures sur la dépolymérisation
des tubulines, les auteurs ont demontré que l'inhibition in vitro de la polymérisation des
tubulines dépend essentiellement du nombre d'atomes de soufre et que le TTSDA (8)

présente le meilleur potentiel anticancéreux.

1.8.5.3 Les protéines de la famille Bcl-2

D'autre part, les protéines de la famille Bcl-2 sont impliquées dans la voie apoptotique
mitochondriale, et constituent donc une cible attrayante dans le développement de
médicaments anticancéreux. Les COS modulent les trois classes principales de protéines de la
famille Bcl-2. Les COS induisent une régulation négative de la protéine anti-apoptotique Bcl-
2 (Cerella et al. 2009). Dans les cellules U937 de leucémie myéloide aigué le TTSDA (8)

réduit les taux d'expression des protéines Bcl-2 concomitantes a I'apparition des produits de
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protéolyse Bcl-2 (Kelkel et al. 2012). En outre, Shin et coll., ont montré que le DSDA (4)
réduit I'expression de la protéine Bcl-2 dans les cellules DU145 du carcinome de la prostate
humaine, et que le domaine interagissant avec la protéine pro-apoptotique BH3 déclenche
I'apoptose (Shin et al. 2012). De méme, Wang et al. ont démontré que le TSDA (5) modifie
les protéines de la famille Bcl-2 par I'augmentation du rapport Bax/Bcl-2 conduisant & une
apoptose améliorée dans les cellules de cancer de la vessie T24 (Wang et al. 2010). Les COS
activent les protéines pro-apoptotiqgues Bax et Bak qui sont impliquées dans la
perméabilisation de la membrane mitochondriale conduisant a la libération du cytochrome c.
De maniere intéressante, le TTSDA (8) induit des changements conformationnels de la
protéine Bcl-2 conduisant ainsi a l'activation des deux protéines pro-apoptotiques Bak et Bax
dans les cellules U937 (Cerella et al. 2009). Ces résultats montrent un réle non-redondant de
Bak et Bax dans la mort cellulaire induite par le TTSDA (8). Le TTSDA (8) induit
notamment la phosphorylation multisite de la protéine Bcl-2 en activant la voie JNK dans les

cellules U937, la phosphorylation de Bcl-2 est suivie de sa protéolyse (Kelkel et al. 2012).

1.85.4 Les voies de signalisation kinase

Le role pro-apoptotique des COS dérivés de l'ail est décrit dans une large gamme de
lignées cellulaires cancéreuses. L'arrét mitotique en phase G2/M est généralement suivi
d'apoptose. De nombreuses découvertes mettent en évidence que les COS affectent des voies
kinase-dépendantes précédant et modulant I'apoptose. L'activation de la voie JNK est
commune a plusieurs COS dans divers modéles cellulaires. L'allicine (1) (Figure 10) active
la voie JNK dans les cellules cancéreuses ovariennes (Xu et al. 2014), la SAMC (7) l'active
dans les cellules cancéreuses colorectales humaines (Zhang et al. 2015) et le TSDA (5)
I'active dans des cellules de cancer de la vessie humaine pour déclencher I'apoptose (Shin et
al. 2014). L'ajoeéne (6) induit une génération d'ERO par l'activation de la voie JNK
contribuant ainsi partiellement a I'apoptose dans les cellules d'adénocarcinome pulmonaire
(Wang et al. 2015). Similairement, le DSDA (4) inhibe la voie MAPK/ERK dans les
xenogreffes ECA109 (Yin et al. 2014) et dans le carcinome épidermoide cesophagien (Yin et
al. 2014). Le DAS (3) inhibe la voie MAPK/ERK dans les cellules cancéreuses du célon
humain Colo 320 DM (Sriram et al. 2008). Les COS inhibent également les lipides kinases,
le DSDA (4) et le TSDA (5) induisent une apoptose par inhibition de la voie PI3K/AKT dans
la prostate (Shin et al. 2012) et des cellules de cancer de la vessie (Shin et al. 2014),

respectivement. Plus récemment, le potentiel du TSDA (5) a induire I'apoptose en supprimant
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la voie NF-xB par la dégradation protéasomique de TRAF6 dans le lymphome d'effusion
(Shigemi et al. 2016).

1.85,5  L'équilibre rédox

L'équilibre rédox est crucial pour I'noméostasie cellulaire et les altérations de cet
équilibre conduisent au stress oxydatif (Durackova 2010). Contrairement aux cellules
normales, les cellules tumorales ont un seuil plus élevé de stress oxydatif (Reuter et al. 2010).
Les ERO favorisent la survie cellulaire et la prolifération cellulaire par l'activation de
plusieurs voies de survie telles que NF-xB, MAPK/ERK et PI3K/AKT cibles des COS
(Durackova 2010). Recemment, Kim et al., ont montré que le TSDA (5) induit une réponse
anti-oxydante a travers la voie NRF2/KEAP-1 en ciblant la cystéine 288 de KEAP-1 dans les
cellules épithéliales gastriques humaines. Les auteurs ont indiqué que le potentiel anti-
oxydant de DAS (3), DSDA (4) et TSDA (5) dépend du nombre d'atomes de soufre selon
I'ordre suivant : TSDA> DSDA> DAS (Kim et al. 2014). Ces résultats sont en ligne avec les
résultats antérieurs de Liu et al. (Liu et al. 2006) ou le TSDA (5) réduit le stress oxydatif a
travers l'activation de la voie de signalisation NRF2/heme oxydase (HO) -1 par
I'intermédiaire de la voie PISBK/AKT dans des cellules neurales B35 (Xu et al. 2015).

Les COS dérivés de l'ail ont également des propriétés prooxydantes (Xiao et al. 2005, Das et
al. 2007, Kim et al. 2007, Busch et al. 2010, Na et al. 2012). L'inhibition des ERO avec le
traitement par la NAC supprime l'induction de I'apoptose par I'ajoéne (6) montrant le réle
important de la génération d'ERO pour induire I'apoptose dans les cellules cancereuses
d'adenocarcinome pulmonaire (Wang et al. 2015). De facon similaire, le TSDA (5) induit la
production d'ERO suivie de lI'apoptose dans les cellules de cancer du sein humain (MCF-7 et
MDA-MB-231). La surexpression de la superoxyde dismutase (SOD) réduit la production
des ERO en renversant I'effet apoptotique du TSDA (5) (Chandra-Kuntal et al. 2013).

Outre les ERO, la modulation des thiols pourrait étre déterminant dans les activités
biologiques attribuées aux COS. L'interaction des COS avec des groupes thiols tels que les
cystéines et le GSH conduit a la modification de I'équilibre redox et induit des changements
conformationnels des protéines de tubuline et Bcl-2, cibles connues des COS. Le TTSDA (8)
n'induit pas de génération d'ERO dans les cellules U937, en revanche I'anti-oxydant NAC
renverse l'effet du TTSDA (8) sur le cycle cellulaire suggérant un effet oxydatif lié a la
diminution du pool de GSH anti-oxydant (Kelkel et al. 2012).
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1.8.6. Le TTSDB, dérivé synthétique du TTSDA

Le TTSDA et le TSDA font parmi les polysulfanes les plus prometteurs dans la
recherche contre le cancer. Le mécanisme d'action de ces molécules repose sur l'interaction
des groupements des polysulfanes avec les residus de cysteine présents a la surface de
nombreuses protéines ou enzymes particulierement réactives et abondantes dans les cellules
(Czepukojc et al. 2014). D'un point de vue pharmacologique, ces composes sont des huiles
qui limitent leur solubilité. De plus, ces composés sont peu stables a température ambiante et
ils degagent une forte odeur désagréable qui rend difficile son application clinique. Afin de
surmonter ces inconvénients inhérents, Czepukojc et al. (Czepukojc et al. 2014) ont investi
dans le développement de nouveaux dérivés qui conservent le motif biologiquement actif du
TTSDA (tétra sulfure), cependant ils ont remplacé les deux groupements allyle par différents
groupements afin d'améliorer les propriétés liées a l'odeur, la stabilité et la solubulité.
L'analyse comparative des différents dérivés tels que : diethyl-3,3 7 -dipropionate-
tétrasulfane, 3,3" -Dipropanoic acid tétrasulfane, 1,4-Dibenzyltétrasulfane (TTSDB) e, 1,4-
Bis(2-ethoxyethyl)-tétrasulfane a mis en évidence que le TTSDB est le polysulfane le plus
performant dans I'induction de la cytotoxicité dans les cellules cancéreuses hématopoiétiques
(Czepukojc et al. 2014). Le TTSDB présente une meilleure solubilité que le TTSDA. Sous
forme de poudre, le TTSDB est moins volatile et sent moins fort. Son absorption est
notamment augmentée grace a sa lipophilie appropriée. Pour ce faire, nous avons choisi

d'investiguer le réle du TTSDA/TTSDB dans le traitement du cancer du c6lon.
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En conclusion de I’introduction :

- Le CCR est parmi le cancer le plus fréquent au Luxembourg comme en Europe. De
nombreux travaux ont permis d'établir une stratification du CCR selon le contexte
génétique afin de faciliter la prise en charge des patients en personnalisant le
traitement. En plus des chimiothérapies conventionnelles telles que le 5-FU et
I'oxaliplatine, de nouvelles thérapies ciblées (anti-EGFR, anti-VEGF) ont intégre
I'arsenal thérapeutique du CCR. Cependant, la prise en charge des CCR au dela du
stade Il est limitée par la résistance aux chimiothérapies.

- Les microtubules sont les éléments clés de la mitose, ils sont essentiels dans la
progression du cancer. De nombreuses molécules anticancéreuses ciblant les
microtubules sont utilisés dans le traitement de différentes tumeurs solides. Cependant,
les poisons du fuseau ne sont pas utilisés dans le traitement du CCR en raison de
plusieurs facteurs de résistance liés aux isoformes de la tubuline ou a la surexpression
de la GPP.

- Les voies cataboliques telles que I'autophagie et le protéasome sont mutuellement
impliquées dans I'homéostasie cellulaire. De nombreuses molécules anticancereuses
modulent ces voies cataboliques. L'autophagie est un processus physiologique
fondamental pour I'homéostasie de I'épithélium intestinale. Cependant, I'autophagie
joue un réle dual en fonction du stade du cancer. Il semble judicieux d*évaluer le réle de

I'autophagie dans le traitement du CCR.

- De nombreuses études décrivent I'effet des polysulfanes sur le cancer. Ces propriétés
révelent le potentiel anticancéreux des COS et leurs nombreuses cibles moléculaires
encouragent a élucider les mécanismes d'actions impliqués par les COS en vue d’une
utilisation thérapeutique ou chimiopréventive. La découverte de nouvelles molécules
ciblant les microtubules permettra de cibler la thérapie du cancer et méme de designer

de nouvelles combinaisons thérapeutiques.
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OBJECTIFS

D'un point de vue épidémiologique, un régime alimentaire riche en polysufanes est
relié a une réduction du risque d'incidence du cancer du célon suggérant le potentiel préventif
des polysulfanes contre le cancer du célon (Turati et al. 2014). De nombreuses études ont
confirmé l'activité anticancéreuse des COS dans différentes lignées cellulaires in vitro et in
vivo. Une caractéristique mécanistigue commune des COS est leur capacité a inhiber la
prolifération cellulaire conduisant a une accumulation des cellules en phase G2-M suivie de
la mort cellulaire par apoptose (Kelkel et al. 2012, Yin et al. 2014). En collaboration avec Pr.
Claus Jacob (Université de la Sarre, Saarbriicken, Allemagne), nous avons synthétisé le
dérivé dibenzyl du tétrasulfure de diallyl (TTSDA), le tétrasulfure de dibenzyle (TTSDB).
Nous avons montré in vitro que la tubuline est une cible thérapeutique du TTSDA/TTSDB
responsable de l'arrét mitotique dans les cellules hématopoiétiques (Kelkel et al. 2012)
suggerant une éventuelle interaction entre les polysulfides de TTSDA/TTSDB et la tubuline.
Les molécules ciblant les microtubules représentent une classe de médicaments largement
utilises dans les combinaisons de traitement de divers types de tumeurs cependant, ils ne sont
pas en usage clinique dans le traitement du cancer du cblon en raison de leur
chimiorésistance. Cette résistance est associée a la réduction de la captation-intracellulaire et
a l'augmentation de l'efflux de ces agents anticancéreux, expliquant la diminution de leur
concentration intracellulaire et I'augmentation de I'expression de la GPP (Sparreboom et al.
1997). De plus, les différents isoformes de tubuline n'ont pas la méme susceptibilité vis a vis
des agents ciblant les microtubules. Ensuite, de nombreux travaux ont attribué un role de
résistance a l'autophagie dans la réponse thérapeutique du cancer du célon, alors que la
perturbation du flux autophagique sensibilise ces cellules a la mort (Li et al. 2010).

L'autophagie joue un réle pro-tumeur dans les stades avancés du cancer du c6lon, et la
dynamique des microtubules est fondamentale a ce stade. D'une part les microtubules vont
permettre a la cellule d'atteindre des foyers secondaires et d'autre part ils vont favoriser la
progression de l'autophagie qui est un moyen nutritif essentiel & la survie de la cellule
détachée de sa matrice extracellulaire.
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L'hypothése de ce projet de these est que les polysulfures de diallyl (TTSDA et
TTSDB) interagissent avec la tubuline pour altérer I'organisation du réseau microtubulaire,
responsable de l'inhibition de la croissance des cellules du cancer du colon et de la
modulation du flux autophagique, qui finalement induisent les cellules du cancer du cblon a
la mort par apoptose.

Pour ce faire, nos travaux auront les objectifs specifiques suivants :
a) Tout d'abord nous analyserons I'interaction du TTSDA et du TTSDB avec la
tubuline :

a. Afin d'évaluer la cible pharmacologique primaire du TTSDA/TTSDB,
dans un premier temps, nous évaluerons la liaison du TTSDA et du
TTSDB avec la tubuline par spectrométrie de masse MALDI-TOF-MS.

b. Ensuite, nous analyserons l'impact du TTSDA et du TTSDB sur
I'organisation des microtubules dans différentes lignees cellulaires. Nous
choisirons différentes lignées cellulaires mutées sur différents oncogenes
(KRAS et BRAF) et a des stades différents (métastatique et non-
métastatique).

b) Nous évaluerons le réle anticancéreux du TTSDA/TTSDB dans le cancer du
cblon :

a. Les microtubules sont fondamentaux dans le cycle de division cellulaire.
Nous évaluerons I'effet du TTSDA/TTSDB sur la prolifération cellulaire
des lignées cellulaires choisies. Premiérement, par I'analyse du cycle
cellulaire par cytométrie en flux (marquage a l'iodure de propidium), puis
par lI'analyse de I'expression de la protéine cycline B1, marqueur du cycle
cellulaire par western blot. Aussi, nous évaluerons l'activité anticancéreuse
du TTSDA/TTSDB via l'évaluation de l'apoptose : par I'étude de la
morphologie du noyau, par I'analyse du clivage des protéines caspases-3/-7
et de l'activité enzymatique liée a ces protéines.

b. Nous supposons pouvoir cibler le cancer du co6lon avec le
TTSDA/TTSDB. Pour ce faire, nous envisagerons d'analyser son effet sur
différentes lignées de cellules dans un milieu de culture tridimensionnel.
Nous évaluerons I'impact du TTSDA/TTSDB sur la formation de colonies
puis sur la formation de sphéroides. Comme modéle in vivo, nous

envisagerons d'utiliser les poissons zebre (Danio rerio) auxquels nous
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introduirons les cellules HT-29 prealablement traitées avec le
TTSDA/TTSDB.

c. Nous comparerons l'effet du TTSDA/TTSDB a celui de la vinblastine, et
de la vincristine connues pour leurs proprietés d'agents altérants les

microtubules.

c) Nous analyserons l'effet de I'altération du réseau microtubulaire sur la
progression de l'autophagie et le role de cette derniére au cours d'un arrét
mitotique prolongé :

a. Nous analyserons dans un premier temps la morphologie des cellules HT-
29 traitées avec le TTSDA et le TTSDB par microscopie électronique a
transmission afin de surveiller la formation de vésicules autophagiques et
leur modulation. En méme temps, nous analyserons la conversion de la
protéine LC3-1 en LC3-Il, marqueur des autophagosomes par western blot.
Nous confimerons nos resultats par la formation de point GFP-LC3,
marqueur des autophagosomes aprés transfection des cellules HT-29 avec
le plasmide GFP-LC3. Nous analyserons aussi I’expression la protéine
p62, un marqueur-clé de l'autophagie, par western blot. Afin d’évaluer
I'effet du TTSDB sur le flux autophagique, nous utiliserons la
bafilomycine, inhibiteur des pompes a protons.

b. Finalement, nous essayerons d‘élucider le réle de la modulation de
l'autophagie dans la réponse thérapeutique du TTSDA et du TTSDB en
ciblant la protéine p62 apres extinction du gene sequestosome 1 codifiant
la protéine p62.

c. Nous comparerons aussi l'effet du TTSDA et du TTSDB sur l'autophagie a

celui de la vinblastine et vincristine.

En réesume, ce projet vise a évaluer le role de I'autophagie comme mécanisme de survie lors
d'un arrét mitotique prolongé induit a la suite de l'altération du réseau microtubulaire et
d'identifier la réponse thérapeutique selon les différents sous-types génétiques du cancer du
cblon. Ce projet permettra notamment d'envisager un ciblage thérapeutique selon le profil

génétique du cancer du c6lon.
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MATERIELS ET METHODES

1.1. Culture cellulaire

Les cellules HT-29 sont des cellules épithéliales établies en 1964 a partir des cellules
d’adénocarcinome du cancer du célon humain d’une femme caucasienne agee de 44 ans
(Huet et al. 1987). Ces cellules non polarisées présentent un phénotype indifférencié et une
mutation du géne BRAF. La différenciation des cellules HT-29 peut conduire & la formation
de différentes sous-populations avec des phénotypes différents. La différenciation peut étre
induite par de nombreuses méthodes dont les substances anticancéreuses telles que le
méthotrexate ou le 5-FU.

Les lignées cellulaires SW480 et SW620 sont des cellules epithéliales dérivées d'un
adénocarcinome du cancer du colon humain d'un méme patient male caucasien age de 50 ans.
Les cellules SW480 sont issues de I'adénocarcinome primaire alors que les cellules SW620
sont issues d'un ganglion lymphatique d'un site métastatique du cancer du cdlon. Les cellules
SW480 présentent les caractéristiques des entérocytes. Une fois differenciées, elles
présentent une polarisation cellulaire et une morphologie cylindrique avec des microvillosités
sur la surface apicale. Les cellules SW620 sont quant a elles moins différenciées, de forme
sphérique avec I'absence de microvillosités a leurs surfaces. Les cellules SW620 au caractere
invasif, présentent un cycle de division cellulaire plus rapide que les cellules SW480
(Leibovitz et al. 1976). Ces deux lignées cellulaires présentent une mutation du géne KRAS
et une amplification du géne c-Myc (Donzelli et al. 1999).

Les cellules U937 sont dérivées d’un lymphome histiocytique diffus d’un homme de
37 ans datant de 1974 (Sundstrom and Nilsson 1976). Ces cellules ont les propriétés et
caractéristiques des monocytes. Elles peuvent aussi se différencier en macrophages matures
sous l'action de nombreux stimuli tels que I'ester de phorbol.

Les cellules K562 sont originaires d’une leucémie myeloide chronique developpée
par une femme agée de 53 ans (Lozzio and Lozzio 1975). Cette lignée est immortalisée.
Toutes ces cellules sont cultivées dans un milieu RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute, Lonza, Verviers, Belgique) supplémenté avec 1 % de pénicilline/streptomycine et
10 % de sérum de veau feetal (SVF), et placées dans une atmospheére a 37 °C et 5 % de CO..
Pour la maintenance, le passage des cellules est réalisé en fonction de leur confluence. Aprés
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trypsination et centrifugation, les cellules adhérentes sont ensemenceées a une concentration
de 3 x 10° cellules/ml & raison de deux passages par semaine. Le passage des cellules en
suspension est aussi réalisé a raison de deux passages par semaine et a une concentration de 2

x 10° cellules/ml.

1.2. Traitements

1.2.1. Traitements avec les composes organosulfureés

Le TTSDB et le TTSDA sont synthétisés par le laboratoire du Professeur Claus Jacob de
I’Université de la Sarre (Allemagne) (Czepukojc et al. 2014). Ils sont solubilisés dans du
diméthyle sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich, Bornem, Belgique) a une concentration stock

de 50 mM conservés a -80 °C.
1.2.2. Autres traitements

1.2.2.1  Agents altérant les microtubules
La vinblastine, la vincristine et le paclitaxel (Teva® Pharma, Petach Tikva, Israél) sont
dissouts en solution injectable. Le traitement des cellules HT-29, SW480 et SW620 a été

effectué sur les cellules en phase exponentielle de croissance.
1.3. Inhibition de I'autophagie

Afin d'analyser le flux autophagique dans les cellules HT-29, SW480 et SW620, nous avons
utilisé la bafilomycine Al (Sigma-Aldrich), inhibiteur de la fusion autophagosome- lysosome
a une concentration de 10 nM pendant 2 heures a la fin du traitement par le TTSDB. Nous
avons aussi utilisé PP242 (Sigma-Aldrich), inhibiteur de la voie mMTOR a une concentration
de 10 uM pendant 12 heures de traitement comme contr6le positif. Nous avons aussi
maintenu les cellules HT-29, SW480 et SW620 dans la solution « Hank's Buffered Salt
Solution » (HBBS) (NaCl : 8,09 ; KCl:0,4g; CaCl2:0,14g; MgSO4 :0,1g; MgCl2:0,1
g ; Na2HPO4 : 0,06 g ; KH2PO4 : 0,06 g ; NaHCO3 : 0,35 g ; H2O a compléter pour 1 litre)
pendant 12 h et 24 h afin d'induire l'autophagie par privation de nutriments comme controle

positif.
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1.3.1.1 Inhibition de la synthése des protéines
Afin d'analyser I'effet de I'inhibition de la synthése des protéines dans les cellules HT-
29, nous avons utilisé l'inhibiteur de la traduction protéique la cycloheximide (Sigma-
Aldrich) 10 uM pendant 8 heures avant le traitement par le TTSDB ou pendant 24 h en co-
traitement avec le TTSDB.

1.3.1.2 Inhibition du protéasome
Afin d'évaluer l'activité enzymatique du protéasome dans les cellules HT-29 nous
avons utilisé l'inhibiteur MG132 ciblant l'activité catalytique du protéasome (Millipore,
Calbiochem, Louvain, Belgique) comme contrdle positif & une concentration effective de 5
UM pendant 4 heures avant le traitement par le TTSDB ou pendant 24 h en co-traitement
avec le TTSDB.

1.4. Evaluation de la viabilité cellulaire

1.4.1. Coloration d’exclusion au bleu de Trypan

Au cours de la maintenance cellulaire, la viabilite cellulaire est mesurée par coloration
d'exclusion au bleu de Trypan. Nous avons prélevé 20 ul de cellules auxquelles nous avons
ajouté 20 ul de bleu de Trypan (BioWhittaker®, Lonza). En s’infiltrant dans les membranes
plasmiques endommagées, le bleu de Trypan colore les cellules mortes, a I’opposé les
cellules vivantes, dont la membrane intacte rejette activement le colorant dans le milieu
extracellulaire, apparaissent incolores. Les cellules sont comptées de maniere semi-
automatique par un compteur de cellules Cedex XS (Innovatis, Roche, Indianapolis, Indiana,
USA) qui fournit la concentration cellulaire (cellules/ml) ainsi que le pourcentage de viabilité
selon le principe de la coloration au bleu de Trypan.

1.4.2. Test de viabilité MTT

La viabilité cellulaire est notamment évaluee par le test MTT (bromure de 3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5diphenyl tetrazolium) qui consiste a doser I’activité métabolique de
la cellule. Le sel de tétrazolium MTT est réduit en formazan par la succinate déshydrogénase
mitochondriale de la cellule vivante. Ce produit forme alors un précipité violet dans la
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mitochondrie, la quantité de précipité formee est proportionnelle a la quantité de cellules
actives métaboliqguement. L’expérience est réalisée en plaque de 96 puits, les cellules HT-29,
SW480 et SW620 ont été ensemencées a une concentration de 10 000 cellules/puits dans un
volume de 100 pl puis incubées pendant 24 heures avant d'étre traitées pendant 24, 48 et 72 h
avec le TTSDB, le TTSDA (0, 1, 5, 10, 25, 50, 75 et 100 pM), la vincristine, la vinblastine et
le paclitaxel (0, 1, 5, 10, 20, 50, 75, et 100 nM).

Nous avons ajouté 100 pl de réactif MTT (5 mg/ml) dans chaque puits, que nous avons laisse
incuber pendant 4 heures a 37 °C. Aprés I’incubation, le réactif est remplacé par 50 pl de
DMSO afin de dissoudre les précipités de formazan. L’absorbance optique est mesurée par
spectrophotométrie (SpectraMax Gemini EM, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) a
540 nm. Le calcul de la concentration d'inhibition (Clso) est déterminé par interpolation d'une
courbe logarithmique établie a partir des données d'absorbance optique en fonction de la

concentration donnée sur logiciel Excel.
1.5. Analyse du cycle cellulaire par cytomeétrie en flux

1.5.1. Principe

La cytométrie en flux est une technique permettant d’étudier rapidement les
caractéristiques individuelles de chaque particule telles que la taille, la forme et la
complexité. Les signaux optiques eémis par la cellule sont acheminés vers des systemes de
détection.

Les signaux recueillis donnent des informations sur les propriétés physiques intrinseques de
la cellule telles que:
-« Forward Scatter » (FSC) : lumiere diffuse aux petits angles qui renseigne sur la
taille des particules
-« Side Scatter » (SSC) : lumiére diffusée a 90 ° qui renseigne sur la forme, la structure
interne et la granularité des particules.
Les signaux detectés donnent notamment des informations relatives aux propriétés optiques
induites par la fluorescence, a la suite de marquages spécifiques des structures ou des
fonctions cellulaires. Les filtres lumineux et dichroiques permettent l'analyse de trois
fluorescences en plus de la lumiére blanche:

- FLH-1: capteur qui détecte les fluorescences émises dans le vert (530/540 nm)
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- FLH-2 : capteur qui détecte les fluorescences émises dans I'orange (575/625 nm)

- FLH-3: capteur qui détecte les fluorescences émises dans le rouge (613/720 nm)
Les données ainsi recueillies se présentent sous forme de nuages de points (dots plots) ou
d’histogrammes auxquels s’ajoutent des statistiques concernant les populations cellulaires et
les parametres étudiés.

1.5.2. Analyse du cycle cellulaire par marquage a I’iodure de

propidium

Pour chaque échantillon, environ un million de cellules sont détachées pas trypsine,
puis lavées au tampon phosphate salin (phosphate buffered saline) (PBS 1X) (NaCl 8 g/I, KCI
0,2 g/l, Na2HPO4 1,44 g/l, KH2PO4 0,2 g/l) puis fixées a I’éthanol 70 % pendant minimum
30 minutes a 4°C. Apres incubation, les cellules fixées sont lavées deux fois au PBS 1X par
centrifugation (5 minutes, 1200 rpm), puis incubées pendant 20 minutes dans une solution
d’iodure de propidium (1 pg/ml) supplémentée avec 10 pg/ml d’ARNase. La distribution du
cycle cellulaire de chaque échantillon est étudiée par cytométrie en flux (Becton Dickinson
FACScalibur) pilotée par son logiciel Cell Quest Pro® (Becton Dickinson,
Erembodegen_Aalst, Belgium) qui integre les paramétres de taille, de granulosité et de
fluorescence de chaque cellule. L’interprétation des résultats est réalisée grace au logiciel
d’analyse FlowJo® (FlowJO LCC, Oregon, USA). L’intensité de la fluorescence emise
augmente en fonction de la quantité d’ADN permettant ainsi de distinguer les différentes
phases du cycle cellulaire. En effet, chaque cellule génére une impulsion de fluorescence dont
nous mesurons I'amplitude. La fonction FLW considére la largeur alors que la fonction FL2A
considere l'aire. Dans le cas du marquage a l'iodure de propidium, l'aire est analogue au
contenu de I'ADN et la largeur correspond au temps mis par la cellule pour franchir
entierement le laser. Les doublets sont des cellules accolées considérées comme particule
unique, elles sont source d'erreur. Pour les éliminer nous utilisons les deux paramétres FLW
et FL2A.
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1.6. Evaluation de I’apoptose

1.6.1. Quantification de I’apoptose par microscopie

L’analyse morphologique du noyau repose sur un marquage au colorant Hoechst
33342 (Sigma-Aldrich, Bornem, Belgique). Un million de cellules sont marqués pendant 15
minutes a 37° C avec une solution de Hoechst 33342 (1 pg/ml), un derivé de benzimidazole
qui se lie préférentiellement aux bases adénine-thymine de I’ADN. Le colorant Hoechst
33342 permet ainsi d’observer la morphologie nucléaire par microscopie fluorescence (Leica,
Luxembourg, Luxembourg). Le Hoechst émet une fluorescence bleue a la suite d’une
excitation a I’UV. Le noyau des cellules apoptotiques apparait condensé et/ou fragmente, a
I’opposé les cellules vivantes présentent un noyau circulaire avec une chromatine homogeéne
et moins dense. La quantification des cellules apoptotiques repose sur le comptage d’au
moins 300 cellules dans trois champs optiques indépendants, et permet d'obtenir le

pourcentage de cellules apoptotiques.
1.6.2. Mesure de I’activité enzymatique des caspases

L’analyse de I’activité enzymatique des caspases est réalisée a I’aide du Kit «
Caspase-3/7 Glo Assay », « Caspase-8 Glo Assay » et « Caspase-9 Glo Assay » (Promega,
Madison, USA). Chaque kit fournit un substrat de caspase luminogene, un systeme tampon
optimisé pour I’activité de la caspase, de la luciférase et de la lyse cellulaire. La réaction
consiste a la lyse des cellules, suivie du clivage du substrat par la caspase permettant de
libérer I’aminoluciférine luminescente, qui émet une lumiére apres avoir été transformée par
la luciférase. 300 000 cellules/puits sont ensemencées 24 heures avant le traitement avec les
concentrations respectives du TTSDB (10 uM, 50 uM et 100 uM) a des temps respectifs (24,
48 et 72 heures). Apreés le détachement des cellules par la trypsination, nous prélevons de
chaque puits 20 000 cellules que nous transférons dans un volume de 50 pl dans une plaque
de 96 puits. Apres mélange du tampon et du substrat présents dans le kit, 50 ul de ce mélange
sont ajoutés aux cellules. Aprés 30 minutes d'incubation a température ambiante, la lumiére

émise est détectée par luminomeétre.

1.6.3. Mesure de I'activité protéolytique du protéasome
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L'activité protéolytique du protéasome a été déterminée a l'aide du kit « Proteasome-
Glo™ Chymotrypsine-like, Trypsin-like and Caspase-like Cell-Based Assays » (Promega,
Madison, USA) constitué de trois essais bioluminescents homogenes qui mesurent
séparément les trois activités protéolytiques associées au protéasome. Le protéasome est un
complexe multicatalytique situé dans le noyau et le cytosol de toutes les cellules eucaryotes
responsable de la protéolyse de protéines ubiquitinées (Murata et al. 2009). Le « Proteasome-
Glo Assay » contient trois substrats peptidiques luminescents : Succinyl-leucine-leucine-
valine-tyrosine-aminoluciférine, Z-leucine-arginine-arginine-aminoluciférine et  Z-
norleucine-norleucine-proline-aspartate-aminoluciférine  correspondant  aux  activités
chymotrypsine, trypsine et caspase respectivement. Les cellules HT-29 sont ensemencées a
raison de 10 000 cellules par puits dans une plaque 96 puits. Aprées 24 heures d'incubation a
37 °C les cellules sont traitées avec 50 UM de TTSDB pendant, 3, 6, 9, 24 et 48 heures. En
parallele, les cellules HT-29 sont traitées avec 5 et 10 uM de l'inhibiteur protéasomique
MG132 pour servir de contrdle négatif. Le tampon de réaction est ajouté aux cellules traitées
ou non (dilution 1 : 1), puis I'ensemble est incubé a température ambiante pendant 10 minutes
sous agitation dans I'obscurité. Le signal lumineux est ensuite mesuré au luminomeétre (Orion
Microplate Luminometer, Berthold, Pforzheim, Germany). En présence d'activite
protéolytique le substrat est clivé et induit la génération d'un signal luminescent produit par la

luciférase proportionnel a I'activité du protéasome dans la cellule.

1.7. Etude de I’autophagie

1.7.1. Etude des altérations morphologiques liées a
I’autophagie

Aprés 24 heures d'ensemencement de 300 000 cellules/puits, les cellules HT-29 ont
été traitées avec 50 UM de TTSDB, 3 nM de vinblastine et 5 nM de vincristine et pendant 24,
48 et 72 heures. Pour chaque échantillon, un million de cellules sont détachées a la trypsine et
lavées au PBS 1X. Les cellules ont été fixées au glutaraldéhyde 2,5 % dilué dans le tampon
cacodylate 0,1 M (pH 7,2) pendant 1 heure a 4 °C. Une fois fixées, les cellules sont lavées
deux fois avec le tampon cacodylate 0,1 M (ph 7,2). Les cellules sont conservées jusqu'a
I'analyse a 4 °C. La préparation des images (inclusion, coupe, et observation) a éteé réalisé en

collaboration avec le service de microscopie de la Faculté de Médecine, Université de
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Lorraine, France sous la direction de Pr. Christo Christov ainsi que I'Université Nationale de

Séoul, Corée du Sud.

1.7.2. Evaluation du flux autophagique par microscopie a

fluorescence

Les cellules HT-29 ont été ensemencées dans les chambres de culture sur lame «
Millicell® EZ slide » (Merck Millipore Ltd, Cork, Ireland) & raison de 130 000 cellules par
chambre. Le lendemain, le jour de la transfection, 0,75 pg d’ADN plasmidique pSELECT-
GFP-hLC3 (psetz-gfplc3, Invivogen, Toulouse, France) est dilué dans 100 ul de milieu RPMI
1640 en l'absence de sérum et d'antibiotiques. Ensuite, 4 pl de réactif Lipofectamine LTX®
(ThermoFisher Scientific, Gent, Belgique), est ajouté & I'ADN dilué afin de former le
complexe ADN-Lipofectamine qui sera incubé pendant 30 minutes avant d'étre ajouté aux
cellules. La transfection dure 30 heures minimum a 37 ° C, puis les cellules sont traitées au
TTSDB pendant 24 heures. Ensuite les cellules ont été lavées, la lame a été démontée du
systeme lame-chambre puis les lamelles déposées avant la quantification des points GFP-LC3
dans les cellules GFP-LC3 positives grace au microscope a fluorescence (Olympus,

Aartselaar, Belgium) en présence ou en absence de bafilomycine A1 (10 nM).
1.8. Analyse de I’expression des protéines par western blot

1.8.1. Principe

Le western blot ou transfert de protéines permet la détection et I’identification de la
quantité et de la taille d’un extrait protéique. Soumis & un champ électrique les protéines

préalablement dénaturées migrent sur le gel polyacrylamide selon leur taille.

1.8.2. Extraction des protéines

Pour chaque échantillon dix millions de cellules adhérentes sont détachées a I’aide
d’un scrapeur. Les cellules sont lavées au PBS 1X et centrifugées a 1 200 g pendant 5
minutes. Ces culots sont suspendus dans une solution tampon de lyse MPER® (Mammalian

Protein extraction Reagent, Perbio, Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) supplémenté
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d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases : Complete (Roche), Phenylméthylsulfonylfluoride
(PMSF) a 5 mM (Sigma) et d’inhibiteurs de phosphatases : PhosphoStop (Roche) 10 mM,
fluorure de sodium (NaF) a 5 mM et d’ortho-vanadate (Sigma) a 1 mM. Ces échantillons sont
placés sous agitation forte a 4 °C pendant 15 minutes, puis centrifugés a 15 000 g pendant 15
minutes a 4 °C. Le surnageant de chaque échantillon est préleve et dosé par la méthode de
Bradford, puis stocké a -80 °C.

1.8.3. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Toutes les protéines sont dosées selon la méthode de Bradford basée sur le
changement d’absorbance se manifestant par le changement de la couleur du bleu de
Coomassie apres liaison aux acides amines des protéines. Chaque échantillon est dilué dans
un volume de 160 pl auquel 40 ul de réactif de Bradford (Biorad, Temse, Belgique) est
ajouté. Apres incubation de 20 minutes sur glace, I’absorbance est lue a 590 nm avec un
photospectrometre SpectraCountTM (Hewlett Packard, Santa Rosa, CA, USA) pilotée par le
logiciel Plate-Reader. La concentration de chaque échantillon est déterminée grace a
I’équation de droite de la gamme standard du sérum albumine bovine (SAB, de 1 a 20

pug/ml).

1.8.4. Transfert et hybridation

Pour la migration, un volume d’extrait protéique correspondant a 20 ou 40 pg de
protéines est ajouté a un volume de tampon de chargement concentré 4X composé de B-
mercaptoéthanol, de glycérol, de sodium dodecyl sulfate (SDS) et de bleu de bromophénol.
Les protéines sont dénaturées par chauffage a 100 °C pendant 5 minutes. Elles sont ensuite
chargées sur le gel polyacrylamide (composé du gel de concentration a 4 % et du gel de
séparation 10 % ou 15 %), dans lequel elles migrent pendant 1,30 h & 150 Volt. Les protéines
sont transférées sur une membrane de polyvinylidene de difluoride (PVDF) (GE Healthcare,
Diegem, Belgique) dans une cuve sous tension a 100 Volt.

Pour I’hybridation, les membranes sont saturées dans une solution PBS-tween 1X (PBS-T)
(Sigma-Aldrich, Bornem, Belgique) contenant 5 % de lait ou de SAB, puis incubée avec
I’anticorps primaire et secondaire couplé a la peroxydase de Raifort (« horseradish
peroxydase » (HRP)) selon les conditions décrites dans le Tableau V. Les membranes sont
lavées entre chaque incubation par 3 bains successifs dans du tampon de lavage PBS-T 1X.
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La révélation se fait grace au substrat ECL (enhanced chemilunescence) (GE Healthcare,
Diegem, Belgique) étalé sur la membrane. La luminescence émise est enregistrée et

quantifiée par le systtme ImageQuant LAS 4 000 mini (GE Healthcare, Diegem, Belgique).
Tableau IV : Liste des anticorps primaires utilisés

(PN : pendant la nuit, TA : température ambiante, SAB : sérum albumine bovine, PBS :
phosphate buffered solution)

Lait 5% PBS-

1/10000 lait 1/10000-lait-
Sigma A5316 souris | Tween-1h- |/ S T 7Y /10000-lai 1h-TA 22
5% anti-souris
A
Lait 5% PBS-
BD 1/1000 lait 1/4000-lait-
: 610212 Lapin | Tween-1h- | /20001t - jec /4000-lai 1h-TA 3330
Pharmingen TA 5% anti-lapin
Lait 5% PBS- . ,
1/1000 lait 1/4000-lait-
SantaCruz | sc-56052 | Souris | Tween-1h- | /10001 | by 4ec /4000-lai 1h-TA 30/17/10
5% ant-isouris
A
Lait 5% PBS- . ,
Cell 1/1000 lait 1/4000-lait-
e 9494 Souris | Tween-1h- | 10001 | oy e /4000-lai 1h-TA 35/30/20
Signaling A 5% anti-souris
Lait 5% PBS-
Cell 1/1000 SAB 1/4000-lait-
e 9746 Souris | Tween-1h- | PN 4°C /4000-lai 1h-TA 57/43/18
Signaling A 5% anti-souris
Lait 5% PBS-
Cell 1/1000 lait 1/5000-lait-
e 9502 Lapin | Tween-1h- | /20001t - jec /5000-lai 1h-TA 47/37/35
Signaling TA 5% anti-lapin
Lait 5% PBS-
1/1000 lait 1/4000-lait-
Millipore | 92590 Souris | Tween-1h- | 100011 | oy gec /4000-lai 1h-TA 58
5% anti-souris
A
Lait 5% PBS- . ,
1/1000 lait 1/20000-lait-
Sigma 27755 Lapin | Tween-on. | /100012 2h TA /20000-lai 1h-TA 13-15
2 5% anti-lapin
Lait 5% PBS- . ,
SantaCruz | sc-28359 | souris | Tween-1h- | 10001 | oy 4ec 1/4000-fait- |y s 62
5% anti-souris
A
Lait 5% PBS-
1/1000 SAB 1/4000-SAB-
Santa Cruz |sc-101644 Lapin Tween-1h- / PN 4°C / A 1h-TA 26
5% anti-lapin
A
Lait 5% PBS- . ,
santaCruz | sc6216 | chevre | Tween-ih | Y1000 | o 1a 1/4000ait- | 67
TA 5% anti-chévre
Lait 5% PBS- ,
CallBiochem |  cPo6 Souris | Tween-1h- | /2090PBS| 1y 1A 1/50004ait- | 60
TA T anti-souris
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1.9. Evaluation de I'expression des ARNm par RT-PCR en

temps reéel

1.9.1. Extraction de I'ARNmM

Deux millions de cellules HT-29 sont lysées dans 500 ul de TRIzol® (Invitrogen).
Une fois homogénéisées, 100 pl de 1-bromo-3-chloropropane est ajouté au mélange cellules-
TRIzol, le tout est mixé au vortex puis incubé a température ambiante pendant 3 minutes.
Ensuite, le mélange est centrifuge a 14 000 g pendant 15 minutes, a 4 °C. La phase aqueuse
contient les ARNm, qui sont récupérés puis précipités avec 250 pl d'isopropanol. Mixés par
vortex les échantillons sont placés 30 minutes a -20 °C. Ensuite, les échantillons sont
centrifugés pendant 10 minutes a 14 000 g a 4 °C. Les culots sont séchés et lavés avec 500 pl
d'éthanol 75 % dilué a I'eau ultra pure. Puis ce mélange est centrifugé pendant 5 minutes a
8600 g a 4 °C. Les culots sont placés a 40 °C pendant 3 minutes afin d'éliminer
complétement I'éthanol. Les ARNm sont resuspendus dans 60 pl d'eau ultra pure, la
concentration des ARN est calculée a partir de I'absorbance des échantillons a 260 nm a l'aide
du spectrometre Nanodrop (ThermoFisher Scientific, Gent, Belgique).

1.9.2. PCR en temps réel

19.2.1 Transcription inverse

La transcription inverse consiste a former 'ADNc complémentaire a partir d’/ARNm
totaux selon le kit « SuperScript First-Strand » (Synthesis System, Invitrogen, ThermoFisher
Scientific). On ajoute un mix de 2 pl de dNTP et « Random Hexamers » dans 2 ug d'ARN,
incubé pendant 5 minutes a 65 °C, puis transféré sur la glace pour pendant 5 minutes.
Ensuite, un second mélange contenant 2 pl de DTT (DL-Dithiothreitol), 4 pul de MgCL2, 2 pl
de « 10X RT buffer », 1 pl « Rnase Out » et 1 pl « Superscript 1l » (Synthesis System,
Invitrogen, ThermoFisher Scientific) est ajouté dans chaque échantillon. Ces derniers sont
incubés pendant 10 minutes a 25 °C, puis 50 minutes a 50 °C et enfin 5 minutes a 85 °C.
Enfin les ARN sont digérés avec 1 pul d'’ARNase H a 37 °C pendant 20 minutes. Les ADNc
sont conservés a -20 °C.
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Tableau V : Séquence des oligonucléotides utilisés lors de I'amplification des génes par PCR.

Geéne Séquence sens Séquence anti-sens
Cible
SQSTM1 | 5-GAGGATCCGAGTGTGAATTTCCT-3' 5-CTTCTTTTCCCTCCGTGCTCC-3'
HO-1 5- TGAACTCCCTGGAGATGACTC-3' 5-AGCTCCTGCAACTCCTCAAA-3'
Actinep | 5-CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT-3' 5-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3'

1.9.2.2  Amplification par PCR en temps réel.

L'amplification de 2 ng d'ADNCc est realisee en présence de Power SYBR® Green
PCR Master Mix 1x (Applied Biosystems, Halle, Belgium), de 0.1 uM d'amorces sens et
anti-sens spécifiques du gene d'intérét (Tableau V). L'amplification de I'ADN est réalisée par
PCR (Polymerase Chain Reaction) en temps réel (7300 Real Time PCR System, Applied
Bioystems) piloté par le logiciel « 7300 System » suivant le programme de 40 cycles:

- dénaturation a 95 °C pendant 15 secondes

- hybridation et amplification a 60 °C pendant 60 secondes
Une courbe de dissociation est réalisee afin de vérifier I'absence d'amplification de produits
aspécifiques, et I'absence de formation de dimeéres d'amorces. Les données sont obtenues sous
formes de Ct (Cycle threshold) qui correspond au seuil de détection des produits de PCR.
Les résultats sont analyses selon les deux équations suivantes a chaque temps indiqué:

e -ACt = 9-(Ctgene cible - Ct géne rapporteur)

° 2-A(ACt) — 2-((Ct géne cible traité - Ct géne rapporteur traité) - (Ct gene cible contrdle - Ct géne rapporteur

contrdle))

Le geéne rapporteur est 'actine f.

1.10. Evaluation de I'extinction de géne par le mécanisme de

I'ARN interférence

Nous avons choisi les siARN de Qiagen (Qiagen, Venlo, Pays Bas) ciblant des
transcrits spécifiques du gene SQSTML1 pour induire son extinction. Nous avons utilisé
SIARN 5 et siARN 6 ciblant les transcrits suivants : NM 001142298 (2931 pb),
NM_001142299 (2848 pb) et NM_003900 (2923 pb). Pour ce faire, les cellules HT-29 sont
ensemencées a raison de 150 000 cellules/puits dans une plaque de culture de 6 puits. Les

cellules HT-29 ont été transfectées 24 heures apres I'ensemencement en utilisant 10 pl du
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réactif INTERFERIn® (Polyplus transfection®, Strasbourg, France) et une concentration
finale de siARN de 25nM, puis incubées pendant 72 heures. Ces mémes cellules transfectées
ont été réensemencées a raison de 150 000 cellules/puits puis transfectées une seconde fois le
lendemain. Les cellules ont été traitées avec le composé d'intérét 48 heures aprées la
transfection. L'analyse de I'expression de la protéine du géne cible a été réalisée par western
blot.

1.11.  Evaluation de I'équilibre rédox

1.11.1. Mesure de la production d’espéces réactives de I'oxygéene

La sonde diacétate de 2°, 7° dichlorofluorescéine (H.DCFDA) a permis de mesurer le
taux d’espéces réactives de I’oxygene générées dans la cellule. Dés que Ho.DCFDA pénetre
dans la cellule, il est la cible d’estérases qui le déacétylent en dichlorofluorescéine non —
fluorescente (DCFH). En présence d'ERO DCFH est oxydée en dichlorofluorescéine
fluorescente (DCF). Les cellules HT-29 sont ensemmencées dans un plaque 96 puits a raison
de 10 000 cellules par puits, apres 24 heures d'incubation a 37°C, les cellules HT-29 sont
traitées a rebours au TTSDB pendant 30 minutes, 1, 3, 6, 9 et 24 heures. Avant la fin du
traitement, les cellules sont marquees avec 10 uM de H.DCFDA (D-399, Life technologies
Invitrogen, Gent, Belgique) pendant 20 minutes, a I’abri de la lumiere et a 37°C. La plaque
96 puits est ensuite analysée au fluorometre SpectraMax Gemini EM piloté par le logiciel
SoftmaxPro5 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Les cellules HT-29 sont traitées
avec 100 uM de tert butyl hydroperoxide (Sigma-Aldrich, Bornem, Belgium) pendant 4

heures pour servir de contrdle positif.

1.12. Evaluation de I'effet du TTSDB dans un modeéle 3D

1.12.1. Test de viabilité d'un sphéroide

1.12.1.1 Formation d'un spheroide selon la technique «goutte suspendue»

Les cellules HT-29 ont été ensemencées a raison de 1000 cellules/30 pl de milieu
RPMI-1640 avec différentes concentrations de TTSDB (10 uM, 50 uM et 100 uM). Ce
volume est déposé sur le couvercle d'une boite de pétri retourné permettant ainsi la

suspension de la goutte et favorisant le regroupement des cellules HT-29 induisant la
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formation d'un sphéroide. Apres 4 jours d'incubation, les images du sphéroide sont prises par

le microscope Olympus, et l'aire du sphéroide est calculée par Image J.

1.12.1.2 Mesure de la viabilité

La viabilité des sphéroides est mesurée a l'aide du kit « CellTiter-Glo® 3D » qui
consiste a mesurer le taux de cellules viables en quantifiant I’ATP qui sert d’indicateur
d’activité métabolique. Les sphéroides formés par la technique de la «goutte suspendue» sont
transférés dans une plaque 96 puits et le tampon de réaction est ajouté aux cellules traitées ou
non (volume/volume), puis I’ensemble est incubé a température ambiante pendant 10 min
sous agitation a I'abri de la lumiere. Le signal luminescent est mesuré grace a un luminometre
(Orion Microplate Luminometer, Berthold, Pforzheim, Germany), et est proportionnel au

taux d’ATP présent dans le milieu et a la viabilité des cellules.

1.12.2. Test clonogénique

Le test de survie cellulaire clonogénique permet d'évaluer la capacité proliférative
d'une cellule a former un clone et des colonies viables. Le potentiel cytotoxique d'un
composé est directement corrélé a sa capacité a inhiber le potentiel clonogénique d'une
cellule. Ainsi, 3000 cellules dans le cas des cellules HT-29 et SW380 ou 2000 cellules dans
le cas des cellules SW620 sont ensemencées dans le milieu semi-solide Methocult™
(STEMCELL™ technologies, Vancouver, Canada) avec différentes concentrations de
TTSDB (10 uM pour les cellules SW480 et SW620 et 50 uM pour les cellules HT-29). Ces
cellules sont incubées pendant 10 jours, apres incubation 200 pl (12 mM) de MTT (Life
Technologies, Paisley, United Kingdom) sont ajoutés aux cellules afin de visualiser les
cellules viables. Les puits sont photographiés par Gel Doc™ XR (Biorad, California, USA),

puis le nombre de colonies/puits est quantifie par Image J.
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1.13.  Analyse Bioinformatique

1.13.1. Analyse transcriptomique différentielle des lignées

cellulaires choisies

Les analyses ont été réalisées en utilisant la plate-forme R et Bioconductor (Team
2014). Les données ont eté récupérées en utilisant GEOquery (Davis and Meltzer 2007).
Notre étude a porté sur I'ensemble de données GSE20298 (Spitzner et al. 2010), contenant 44
échantillons de 12 lignées cellulaires. L'expression différentielle a été calculée pour les
comparaisons suivantes : SW620 contre SW480, SW620 contre HT-29 et SW480 contre HT-
29 en utilisant le paquet limma (Ritchie et al. 2015) et la méthode TREAT. Les p-valeurs ont
été ajustées pour les comparaisons multiples en utilisant la méthode de Benjamini et
Hochberg (FDR) (Benjamini and Hochberg 1995). Nous avons considéré les genes ayant une
multiplication d’expression supérieure & 2 et une p-valeur ajustée inférieure a 0,05 comme
significatifs (McCarthy and Smyth 2009).

1.13.2. Analyse de I'association entre I'autophagie et la survie du

patient

L'analyse de l'autophagie est réalisée a partir des données d'expression des protéines
impliquées dans l'autophagie. Les données ont été extraites de I'ensemble provisoire de
données du cancer du colon du TGCA (Cancer Genome Atlas 2012) en utilisant le paquet
cgdsr (Jacobsen 2017). Les groupes ont été définis sur la base de niveaux normalisés
d'expression des protéines (score z) : les patients ont éte définis comme ayant un profil
d'expression faible (z-score < 0) ou élevé (z-score > 0). Pour l'autophagie, les groupes ont été
définis a partir de la combinaison des expressions de bécline 1 et p62 les échantillons avec
des niveaux élevés de bécline 1 et des niveaux faibles de p62 ont été considérés comme une «
autophagie élevée » (N = 104), alors que les échantillons avec des niveaux de bécline 1 faible
et de p62 élevés étaient considérés comme une « autophagie basse » (N = 120). Les
échantillons avec des niveaux mixtes pour ces protéines ont été placés dans le groupe
intermédiaire (N = 260). Les courbes de survie ont été analysées via le test log-rank (Mantel-
Haenszel), en utilisant le paquet survival (Therneau 2015). Toutes les analyses ont été

réalisées dans I'environnement R (Team 2014).
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1.14.  Analyse de spectrométrie de masse : MALDI-TOF

1.14.1. Principe

La spectrométrie de masse MALDI-TOF (SM-MALDI-TOF) (matrix-associated
LASER desorption and ionisation, time of flight) est une technique analytique permettant de
détecter et d'identifier les molécules par I'analyse de la masse et de la charge de leurs ions.
Typiquement, un spectromeétre de masse comporte : une source d’ionisation laser assistée par
une matrice (MALDI), un analyseur a temps de vol (TOF), un détecteur et un systéme
informatique pour traiter le signal.

Son principe repose sur la séparation en phase gazeuse des molécules en fonction du rapport
masse/charge (m/z).

MALDI : L’échantillon a analyser est d’abord cristallisé avec une matrice pour le protéger
d’un contact direct avec le faisceau ionisant et éviter sa dégradation. L'échantillon est ensuite
soumis a une source laser qui consiste a ioniser les molécules de I'échantillon. Les ions
génerés seront libérés des protéines puis accelérés dans un champ électrique.

TOF : Apres leur passage dans le champ électrique, les ions sont séparés en fonction de leur
charge et de leurs poids moléculaire. Les ions sont ensuite détectés en fonction du temps
qu'ils mettent pour atteindre le détecteur. Les grosses molécules mettront plus de temps a
atteindre le détecteur que les petites molécules. Une fois que l'ion atteint le détecteur, le
signal est amplifié, informatise et transposé dans un spectre.

Spectre : Les données obtenues génerent un spectre ou chaque pic correspond a un type de
molécule. L’axe des ordonnées correspond a I’intensité relative du signal de chaque ion et
I’axe des abscisses représente la taille de la molécule détectée en Daltons. Ce spectre de
masse peut étre comparé a d'autres spectres de référence intégrés dans la base de données.

1.14.2. Produits chimiques et réactifs
Tous les solvants étaient de qualité HPLC. L'acétonitrile provient de ThermoFisher
Scientific (Geel, Belgique). Le méthanol (MeOH) et I'eau ont été achetés aupres de VWR

International (Louvain, Belgique). L'acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB) et I'acide a-Cyano-
4-hydroxy-cinnamique (ACHC) ont eté obtenus auprés de Sigma-Aldrich (St Quentin-
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Fallavier, France). Le Trifluroacetic acid (TFA) a été acheté auprés de Merck Schuchardt
(Hohenbrunn, Allemagne). La tubuline HTS (pureté de 97 %) et le tampon de la tubuline
proviennent de Cytoskeleton (Boechout, Belgique). Pour les échantillons incubés, les étapes
de séparation ont eté realisées en utilisant un filtre centrifuge MICROCON avec une coupure
de masse de 30 000 Da sur un MiniSpin d'Eppendorf (Millipore, Molsheim, France).

1.14.2.1 Analytes
Le TTSDA et le TTSDB ont été dissous dans du méthanol pur pour obtenir une
solution mére de 10-2 M. Les solutions filles ont été préparées dans de I'eau avec 5% de
méthanol a raison de 10-3 M, 10-4 M et 10-5 M. En raison de leur instabilité, les solutions

filles ont été préparées quotidiennement.

1.14.2.2 Tubuline
Le tampon a été mis en suspension dans 10 ml d'eau déionisée pour donner un tampon
de 100 mM de force (PIPES 80 mM, MgCl> 2 mM, EGTA 0,5 mM pH 7,0). La tubuline a été
reconstituée dans un tampon G-PEM dans différentes proportions conduisant a des
concentrations de 7,3 x 10, 1,45 x 10* M et 2 x 10 M.

1.14.2.3 Matrice
Différentes matrices et conditions de solvants ont été évaluées pour analyser
I'interaction du TTSDA et du TTSDB avec la tubuline par SM-MALDI-TOF. lls sont listés
dans le Tableau VI. Tous les dép6ts ont été réalises en utilisant la méthode des gouttelettes

séchées avec un rapport analyte/matrice de 1 a 1.
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Tableau VI : Liste des matrices testées et des conditions de solvant (DHB = Acide

DiHydroxyBenzoique, ACHC = Acide a-Cyano Hydroxy Cinamique).

N° Composition

1 | 2,5-DHB 1M dans MeOH - eau (50/50, v/v) + TFA 0,1 %

2 | 2,5-DHB 0.1M dans MeOH - eau (50/50, v/v) + TFA 0,1 %

3 2,5-DHB 1M dans MeOH - eau (50/50, v/v).

4 | 2,5-DHB 1M dans ACN - eau (50/50, v/v) + TFA 0,1 %

5 | 2,5-DHB 0.1M dans ACN - eau (50/50, v/iv) + TFA 0,1 %

6 | 2,5-DHB 1M dans ACN - eau (50/50, v/v).

7 | ACHC 1M dans ACN - eau (50/50, v/v) + TFA 0,1 %

8 | ACHC 0.1M dans ACN - eau (50/50, v/v) + TFA 0,1 %

9 | ACHC 1M dans ACN - eau (50/50, v/v).

10 | ACHC 1M dans MeOH - eau (50/50, v/v) + TFA 0,1 %

11 | ACHC 0.1M dans MeOH - eau (50/50, v/v) + TFA 0,1 %

12 | ACHC 1M dans MeOH - eau (50/50, v/v).

1.14.3. SM-MALDI-TOF

L'analyse SM-MALDI-TOF a été réalisée sur un spectrometre de masse TOF/TOF
ultraflex Bruker Il (Bruker Daltonik GmbH, Breme, Allemagne) équipée d'une source d'ions
de type SCOUT 384, et d'un laser pulsé & azote (337 nm, modéle VSD- 337ND, Laser
Science Inc., Boston, Massachusetts, USA) avec une énergie de sortie de 400 u J/impulsion.
Les ions ont eté accélérés sans conditions d'extraction retardée en mode réflectron de masse
d'ions positifs avec la source d'ions 1 (IS1) fixé a 25,13 kV, la source d'ions 2 a 21,18 kV
(84,4 % 1S1), la lentille a 9,05 kV (36 % IS1) et le réflecteur étant réglé a 26,43 kV (13,87
kV [réflexion 52,5 %]), en utilisant la méthode « RP_0-1kDa.par ». Toutes les données
spectrales résultent de quatre séries de 200 prises de vues laser provenant de quatre endroits
differents ([M + H] + pour les différentes especes). Les ions positifs ont été accélérés avec un
délai d'extraction de 200 ns. La pression de la source était de 10-6 mbar et la pression de

I'analyseur était de 10-7 mbar. Les spectres de masse ont eté acquis manuellement, en
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utilisant le logiciel FlexControl (Bruker Daltonik GmbH), en accumulant quatre séries de
1000 images laser, et I'analyse respective a été effectuée en utilisant le logiciel FlexAnalysis.
L'étalonnage interne a été effectué en utilisant des pics de matrice DHB ou ACHC, en
fonction de la matrice utilisée. Les pics de DHB utilisés étaient : le pic monoisotopique DHB,
m/z 154,02606 (M" ™), m/z 155,03389 ([M + H]%), m/z 273,03936 ([2M-2H.0]"), m/z
137,0233 ([M-OH]"), m/z 308,0532 ([2M] *) et les valeurs des adduits de DHB avec des ions
tels que Na* (m/z 177,0158) et K™ (m/z 192,9898). Les pics ACHC utilisés étaient : le pic de
monoisotopique ACHC, m/z 189,0420 (M *), m/z 190,0454 ([M + H]*), m/z 379,0925 ([2M]
") et m/z valeurs des adduits de ACHC avec K* m/z 228,00575.

1.15.  Analyse statistique

Les analyses statistiques reposent sur la moyenne d'au moins trois expériences
indépendantes * écart type. Les analyses statistiques ont éteé effectuées a I'aide du logiciel
GraphPad Prism 6.0 (La Jolla, Californie, Etats-Unis) ; les test statistiques correspondent &
I'ANOVA a sens unique ou bidirectionnel suivi d'analyses post-hoc indiquées ou au test de
Student. Les valeurs p inférieures a 0,05 ont été considérées comme statistiquement
significatives. p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***) et p<0,0001(****).
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RESULTATS

1.1. Le TTSDA et le TTSDB sont des ligands de la tubuline

Nous avons préalablement identifié la tubuline comme potentielle cible du
TTSDA/TTSDB in vitro. Afin dévaluer la cible pharmacologique primaire du
TTSDA/TTSDB, nous avons évalué la liaison du TTSDA/TTSDB a la tubuline par la
spectrométrie de masse MALDI-TOF-MS (collaboration avec I'équipe de Prof. Patrick
Chaimbault, Laboratoire de Chimie et Physique Approche Multiéchelle des Milieux
Complexes, Université de Lorraine, Metz, France). L'incubation des peptides de tubuline
avec le TTSDA/TTSDB a mis en évidence une interaction directe et réversible entre les deux
composeés et la tubuline. Les ions observés sont résumés dans le Tableau VII. Les spectres
de masse pour le TTSDA/TTSDB sont représentés dans les Figure 11a-b. Les ions attendus,
M™ et [M + H]" ont été observés pour les deux composés avec le pic principal correspondant
a un fragment avec une perte de proton, indiquant une formation possible de I'ion fragment
[M + H]* a 209 m/z a partir de I'ion moléculaire M* pour le TTSDA (Figure 11c). Le méme
mécanisme peut étre observeée a 309 m/z pour le TTSDB. Les signaux obtenus pour le
TTSDA nous permettent de conclure que le TTSDA se comporte comme un inhibiteur
réversible de la tubuline (Figure 11d). Des résultats similaires peuvent étre conclus pour le
TTSDB, bien que l'interférence de la matrice soit plus abondante autour de 300 m/z qu'autour
de 200 m/z. De plus, les rapports signaux-bruit étaient plus faibles que ceux obtenus avec
TTSDA (Figure 11e).
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Tableau VII : Développent et optimisation de SM MALDI-TOF. Récapitulatif des ions
observés par SM MALDI-TOF pour le TTSDA et TTSDB.

Composeés lons observeés m/z observé m/z théorique Am (ppm)
[M-H]* 208,9597 208,9587 4,8
TTSDA M 209,9653 209,9665 57
[M+H]* 210,9126 210,9685 -28
[M-H]* 308,0051 308,9968 22
TTSDB M- 310,0032 309,9973 -1,6
[M+H]* 311,0013 310,9877 -57
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Figure 11 : Le TTSDA et le TTSDB interagissent avec la tubuline de facon réversible.
MALDI-TOF-MS de a) TTSDA et b) TTSDB. [2 DHB]"* correspond a un ion impair de la
matrice (acide 2,5-dihydroxybenzoique) et les fleches bleues correspondent a d'autres
interférences. ¢) Formation possible de I'ion fragment [M-H]™ a 209 m/z a partir de l'ion
moléculaire M** pour le TTSDA. d) MALDI-TOF-MS de I'incubation de la tubuline avec le
TTSDA. La fenétre est un zoom dans la zone 204 a 214 m/z correspondant aux ions du
TTSDA. Les fleches bleues correspondent aux pics matriciels. €) MALDI-TOF-MS de
I'incubation de la tubuline avec le TTSDB. La fenétre est un zoom dans la zone 304 a 313 m/z
correspondant aux ions de TTSDB. Dans les deux fenétres, le signal de la matrice (matrice
seule) apparait en noir, le signal de la protéine apparait en vert (matrice + tubuline), et
I'incubation (matrice + TTSDA ou TTSDB incubée avec de la tubuline) apparait en rouge.

Les fleches bleues correspondent aux pics matriciels.
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1.2. Evaluation de la sensibilité du TTSDA/TTSDB dans les

cellules du cancer du colon

1.2.1. Effet des polysulfures sur le metabolisme des cellules du

cancer du colon

Afin de déterminer le mécanisme d'action des polysulfures dans l'optique d'une
nouvelle approche thérapeutique dans le cancer du c6lon, nous avons sélectionné les lignes
cancéreuses d’origine épithéliale HT-29, SW480 et SW620 comme modéle cellulaire. Les
cellules HT-29 et SW480 sont dérivées d'un adénocarcinome du colon. Les cellules SW620
sont dérivées d'une métastase ganglionnaire du cancer du colon. Les cellules SW480 et
SW620 sont dérivées du méme patient. Les cellules HT-29 présentent une mutation de
I'oncogéne BRAF tandis que les cellules SW480 et SW620 présentent une mutation KRAS.
Nous avons comparé l'effet du TTSDA et du TTSDB (Kelkel, Cerella et al. 2012, Czepukojc,
Baltes et al. 2014) sur le métabolisme des cellules HT-29, SW480 et SW620 a l'aide d'un test
de viabilit¢ MTT. Les cellules HT-29, SW480, SW620 ont été traitées pendant 24 h, 48 h, et
72 h avec des concentrations allant de 10 a 100 M pour TTSDA et TTSDB. Les valeurs des
Clso calculées apres 24 h, 48 h et 72 h de traitement sont présentées dans le Tableau VIII.
Nous avons constaté que les cellules HT-29 ainsi que les cellules SW480 et SW620 étaient
plus sensibles au TTSDB qu'au TTSDA. En revanche, le TTSDB est actif seulement dés 48 h
de traitement avec une Clso de 41,5 + 4,9 uM dans les cellules HT-29 alors qu'il est actif dés
24 h dans les cellules SW480 et SW620 avec une Clso de 26,6 + 89 et 7,7 = 55
respectivement. La susceptibilité des lignées cellulaires au TTSDB correle avec le taux de
prolifération : les cellules SW480 et SW620 présentent un taux de prolifération plus élevé
comparées aux cellules HT-29. Nous avons sélectionné le TTSDB pour nos études ultérieures
dans le cancer du colon, en utilisant des concentrations dans la gamme des valeurs Clso

estimées apres 48 h pour chaque lignée cellulaire (Tableau VIII).
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Tableau VIII : Le TTSDB affecte le cancer du c6lon. Tableau récapitulatif des valeurs Clsg
des différents composés TTSDA et TTSDB apres 24 h, 48 h et 72 h de traitement dans les
cellules HT-29, SW480 et SW620. L'effet de ces substances sur I'activité métabolique des
cellules a été analysé par le test de viabilité MTT. Ces résultats sont représentatifs de trois
expériences indépendantes +/- ES (erreur standard).

Clso
HT-29 > 100 > 100 > 100 > 100 415+49 234+105
SW489 > 100 > 100 > 100 26,6 +8,9 9,4+56 7,732

SW629 >100 371+130 249+125 7,755 15+0,.2 1,1+07
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1.2.2. Analyse de I'expression différentielle de la tubuline

Compte tenu de la capacité du TTSDA/TTSDB a agir comme ligand de la tubuline, la
sensibilite différentielle des lignées cellulaires au TTSDA et TTSDB, et lI'importance du
profil d'expression des certain isotypes de tubulines dans la réponse thérapeutique aux autres
agents ciblant la tubuline (Sirajuddin et al. 2014), nous nous sommes intéressés au profil
d'expression différentielle des tubulines dans les trois lignées cellulaires : HT-29, SW480 et
SW620. Nous avons choisi une approche in silico en utilisant un ensemble de données
publiguement disponible (GSE20298) (Spitzner et al. 2010). Nous avons identifié 204 genes
(Suppl. Figure 1a) exprimes difféeremment dans des lignées cellulaires sélectionnées. Il est
intéressant de noter que de nombreux genes liés a la tubuline (Suppl. Figure 1b) présentent
un profil d'expression différent : TUBB6 (tubuline beta 6 classe V), TUBB2B (tubuline beta
2B classe 1lb) et TUBBA4A (tubuline beta 4A classe 1VVa) sont fortement exprimés dans les
lignées SW480 et SW620 plus sensibles, par rapport aux cellules HT-29, plus résistantes.

1.2.3. Le TTSDB perturbe I'organisation du microtubule

Afin de confirmer que la tubuline est la cible du TTSDB, nous avons traités les
cellules HT-29, SW480 et SW620 avec le TTSDB (HT-29 : 50 uM ; SW480/SW620 : 10
M) respectivement pendant 24 h. Nous avons marque les cellules traitées avec un anticorps
anti-tubuline a, puis nous avons observé par microscopie a fluorescence lI'impact du TTSDB
sur l'organisation du réseau microtubulaire. Les résultats ont mis en évidence un signal diffus
de la tubuline dans les trois lignées cellulaires apres le traitement par le TTSDB pendant 24 h
par rapport au controle. Ces résultats suggerent I'altération de l'organisation des microtubules
en ligne avec l'analyse MALDI-TOF-MS (Figure 12). De plus, le marquage du noyau au
Hoechst a révélé un phénotype nucléaire typique de la prométaphase suggerant un arrét

mitotique.
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Figure 12 : Le TTSDB altére I'organisation des microtubules. Les cellules HT-29, SW480 et
SW620 ont été traitées avec le TTSDB (HT-29 : 50 uM ; SW480/SW620 : 10 uM) pendant 24
h. L'organisation des microtubules a été mise en évidence par immunofluorescence apres
marquage avec un anticorps anti-tubuline a, et le noyau a été marqué au Hoechst. Images

représentatives de trois expériences indépendantes.
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1.3. Analyse du mécanisme d'action des polysulfures dans

le cancer du colon

1.3.1. Le TTSDB altére le cycle cellulaire et induit une

accumulation des cellules du cancer du c6lon en phase G2/M

Afin d'évaluer I'impact du TTSDB dans le cancer du cdlon, nous avons analysé le
cycle cellulaire des cellules HT-29 traitées par le TTSDB avec 50 uM pendant 3 h, 6 h, 9 h,
24 h, 48 h et 72 h par cytométrie en flux, a l'aide d'un marquage a l'iodure de propidium
(Figure 13a). Nous avons ainsi détecté une accumulation des cellules en phase G2/M du
cycle cellulaire dés 9 h de traitement, significative a 24 h et 48 h. Pour 24 h de traitement, le
pourcentage de cellules en G2/M dans le contrdle est de 14,6 £ 1,0 % contre 64,9 + 8,2 %
pour les cellules traitées par le TTSDB (50 uM). Aprés 48 h de traitement, le pourcentage de
cellules en phase G2/M reste élevé (12,3 + 1,3 % pour le contréle contre 50,0 + 17,8 % pour
les cellules traitées). Aprés 72 h de traitement, le pourcentage de cellules en phase G2/M
passe de 8,2 + 0,9 % pour le contréle a 29,7 £ 9,6 % aprés traitement. En méme temps, nous
observons le passage des cellules en phase sub-G1, de 4,1 = 2,9 % pour le contrble a 22,2 +
10,5 % pour les cellules traitées. De méme, nous avons analyse le cycle cellulaire des cellules
SW480 et SW620 traitées par le TTSDB avec 10 uM (Figure 13b et 3c). Nous observons un
effet similaire du TTSDB 10 pM, sur le cycle cellulaire des cellules SW480 (Figure 13b). En
effet, dés 6 h de traitement les cellules SW480 accumulent en phase G2/M, le nombre de
cellules en phase G2/M passe de 27,2 £ 4,7 % pour le contréle a 72,1 £ 3,1 % pour les
cellules traitées par 10 uM de TTSDB a 24 h. Aprés 48 h de traitement, le nombre de cellule
en phase sub-G1 augmente de 6,0 + 5,2 % dans le contréle a 20,0 + 10,2 % pour le traitement
par 10 uM de TTSDB. Le TTSDB réduit le nombre de cellules en phase G2/M qui passe de
72,1+3,1%a24ha36,6+20,6 % a48 h pour le traitement de 10 uM de TTSDB suggérant
un effet réversible. Aprés 72 h de traitement, le nombre de cellules en phase sub-G1 passe de
6,0 £ 5,2 % dans le contrble a 30,3 £ 4,5 % dans le traitement a 72 h. Dans les cellules
SW620, le TTSDB (10 uM) induit aussi I'accumulation des cellules en phase G2/M dés 6 h
de traitement avec le plus haut pic a 24 h (Figure 13c). Le nombre de cellules en phase G2/M
passe de 25,9 + 3,9 % dans le contr6le a 83,8 + 3,0 % dans les cellules traitées a 24 h. Aprés
48 h de traitement la proportion de cellules accumulées en phase G2/M est réduit alors que le

nombre de cellules en phase sub-G1 passe de 3,4 £ 2,5 % dans le contréle a 30,3 £ 12,2 %
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dans le traitement de 10 UM de TTSDB. Apres 72 h de traitement, le profil du cycle cellulaire
des cellules SW620 est similaire a celui des cellules SW480. L'analyse du cycle cellulaire
montre que les cellules SW480 et SW620 sont plus sensibles au TTSDB avec une
concentration a raison de 10 uM contre 50 uM dans le cas des cellules HT-29, par ailleurs le
nombre de cellules en phase sub-G1 augmente significativement des 48 h de traitement dans
les cellules SW620.

L'observation des cellules HT-29, SW480 et SW620 marquées au Hoechst sous le
microscope a fluorescence apres traitement avec le TTSDB (50 et 10 uM respectivement)
pendant 24 h a mis en évidence le blocage des cellules en prométaphase (Figure 14).

Afin de confirmer le blocage des cellules HT-29 en phase G2/M du cycle cellulaire a la suite
du traitement par le TTSDB, I'expression de la cycline B1, principal acteur de la transition
G2/M du cycle cellulaire (Hwang et al. 1995), a été analysée par western blot (Kelkel et al.
2012). Ainsi, le western blot revéle I'accumulation de la cycline B1 a 24 h et 48 h, qui devient
toujours plus significative avec la concentration de 50 uM (Figure 15a). Nous avons aussi
observé I'accumulation de la cycline B1 dans les cellules SW480 et SW620 traitées par 10
UM de TTSDB avec un pic a 24 h de traitement (Figure 15b). L'ensemble de ces données
confirme I'arrét mitotique en phase précoce comme premiére réponse induite par le TTSDB

dans le cancer du célon.
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Figure 13 : Le TTSDB induit une accumulation des cellules HT-29, SW480 et SW620 en
phase G2/M. Les cellules HT-29 (a), SW480 (b) et SW620 (c) ont été traitées avec le TTSDB
pendant 72 h (HT-29 : 50 uM ; SW480/SW620 : 10 uM). L analyse du cycle cellulaire par
cytométrie en flux a été effectuée aux différents temps indiqués aprés marquage des cellules,
traitées ou non, avec I’iodure de propidium. Les résultats représentent la moyenne +/- ES
(erreur standard) de trois expériences indépendantes. p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***),

et p<0,0001(****) par ANOVA 2- Dunnett, comparés au controle respectif.
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Figure 14 : Le TTSDB bloque les cellules en prométaphase. Analyse de la morphologie
nucléaire par microscopie a fluorescence apres marquage au Hoechst des cellules HT-29,
SW480 et SW620 traitées par le TTSDB (50 uM et 10 uM respectivement) pendant 24 h. a-b)
Représentation des cellules bloquées en phase G2/M dés 24 h de traitement. Images
représentatives de trois expériences indépendantes. c-d-e€) Représentation graphique du
pourcentage de cellules en arrét mitotique dans les cellules contréles (ctrl) ou traitées
(TTSDB). Les resultats représentent la moyenne de pourcentage des cellules en arrét
mitotique +/- ES (erreur standard) de trois expériences indépendantes. p<0,05 (*),
p<0,01(**), p<0,001(***), et p<0,0001(****) par le test de Student, comparéee au controle

respectif.
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indépendantes.
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Figure 15 : Le TTSDB induit une accumulation de I'expression de la cycline B1 dans les
cellules du cancer du c6lon. a) Analyse de I’expression de la cycline B1 par western blot
apres traitement des cellules HT-29 avec différentes concentrations de TTSDB (10 uM, 50
UM et 100 uM) pendant 24 h, 48 h et 72 h. b) Analyse de I'expression de la cycline B1 par
western blot apres traitement des cellules SW480 et SW620 avec 10 uM de TTSDB pendant 3
h, 6 h, 9 h, 24 h, 48 h et 72 h. Les résultats sont représentatifs de trois expériences



1.3.2. Le TTSDB induit I'apoptose dans les cellules HT-29

L'analyse de la morphologie nucléaire des cellules HT-29, SW480 et SW620 par la
microscopie électronique a transmission (MET) a mis en évidence I'accumulation de noyaux
apoptotiques a 72 h de traitement (Figure 16a). Ensuite, nous avons étudie le clivage des
caspases effectrices -3 et -7, par western blot. Nous avons traité les cellules HT-29 avec 10,
50 et 100 uM pendant 24 h, 48 h, et 72 h. L'analyse par western blot révéle ainsi le clivage
des caspases-3 et -7 apres 72 h de traitement, avec 10 UM et 50 uM (Figure 16b). Dans les
cellules SW620, le clivage de la caspase-3 apparait dés 48 h de traitement (Figure 16d).
Dans les cellules SW480, le clivage de la caspase-3 est modérément détectable au cours du
traitement. L'analyse de l'activité enzymatique des caspases-3-7, par luminométrie a confirmé
les résultats obtenus par western blot avec une activation significative des caspases apres 72 h
de traitement avec 50 uM de TTSDB dans les cellules HT-29 (Figure 16e). Dans les cellules
SW480, nous observons, une faible augmentation non-significative a 48 h et 72 h (Figure
16f). Dans les cellules SW620, nous observons l'activation significative des caspases-3-7 des
48 h de traitement (Figure 16g). Ces donnees montrent que le TTSDB induit la mort

cellulaire par apoptose dans le cancer du c6lon.
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Figure 16 : Le TTSDB induit I'apoptose dans le lignées cellulaires du cancer du c6lon. a)
Analyse par TEM de la condensation et fragmentation nucléaire des cellules HT-29, SW480
et SW620 traitées avec le TTSDB (50 et 10 pM respectivement). Les cellules HT-29 ont été
traitées avec différentes concentrations de TTSDB pendant 24 h, 48 h et 72 h. Le clivage de
la pro-caspases-3 a été déterminé : par western blot dans les cellules HT-29 (b) et les
cellules SW480 (c) et SW620 (d) ; par activité enzymatique des caspases-3, -7, -8 et -9 évalué
par les kits Caspase-Glo® 3/7, 8 et 9 Assay dans les cellules HT-29 (e), SW480 (f) et SW620
(9). Les résultats représentent la moyenne +/- ES (erreur standard) de trois expériences
indépendantes. p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***), et p<0,0001(****) par ANOVA 2-
Dunnett, comparés au contréle respectif.
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En conclusion de cette partie :

- Nous avons montré que le TTSDA et le TTSDB se lie directement et réversiblement a
la tubuline.

- Nous avons montré que le TTSDB cible I'organisation des microtubules et que le
marquage nucléaire témoigne d'un arrét en prométaphase.

- Le TTSDB induit I'accumulation des cellules HT-29, SW480 et SW620 en phase G2/M
du cycle cellulaire, accompagnée de I'accumulation de la cycline B1 a 24 h et 48 h.

- Nous avons montré que le TTSDB (10 uM) induit a 72 h une mort cellulaire
apoptotique dans les cellules HT-29 et SW480 et a 48 h dans les cellules SW620.
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1.4, Modulation de la protéine Bcl-xL par le TTSDB

La surexpression des protéines de la famille Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1) dans de
nombreux cancers est liée a un faible taux de survie, une progression accélérée de la maladie
et une résistance a la chimiothérapie (Yip and Reed 2008). De plus, nos résultats antérieurs
avaient rapporté la modulation de la protéine Bcl-2 via sa phosphorylation suivie de sa
protéolyse par le TTSDA dans les cellules hématopoiétiques ou la phosphorylation de la
protéine Bcl-2 suivie de sa dégradation joue un rdle de transition entre l'arrét mitotique
prolonge et l'apoptose (Kelkel et al. 2012). Ainsi, nous voulions étudier le potentiel
modulateur du TTSDB sur les protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 dans les
cellules HT-29.

D’abord, nous avons analysé par western blot I'expression basale des protéines de la
famille Bcl-2 dans les cellules HT-29 en comparaison aux lignées hématopoiétiques U937 et
K562 (Figure 16a). L'analyse par western blot montre une absence d'expression de la protéine
Bcl-2 dans les cellules HT-29 contrairement aux cellules U937. La protéine Mcl-1 est trés
faiblement exprimée dans les cellules HT-29 comparées aux cellules K562. En revanche, la
protéine Bcl-xL est fortement exprimée dans les cellules HT-29 contrairement aux cellules
U937 (Figure 17a). Les protéines de la famille Bcl-2 représentent un réle crucial dans la
balance survie/mort, ainsi une régulation stricte de I'expression et I'activité des protéines de la
famille Bcl-2 est cruciale.

Ensuite, nous avons verifié I'effet du TTSDB sur la modulation de la protéine anti-
apoptotique Bcl-xL surexprimée dans notre modéle cellulaire. Les cellules HT-29 ont été
traitées pendant 24 h, 48 h et 72 h avec des concentrations de 10 uM, 50 uM et 100 uM.
L'analyse par western blot a mis en évidence une seconde bande de plus haut poids
moléculaire, détectable a 24 h a 10 pM et 50 uM du TTSDB comparé au controle et persiste
a 48 h avec 50 uM de TTSDB (Figure 17b). Cette seconde bande apparait pendant I'arrét
mitotique en phase G2/M du cycle cellulaire révélée par la cytométrie en flux. Ces données
suggerent que le TTSDB induit une phosphorylation de Bcl-xL sur sa sérine 62. L'analyse par
western blot de I'expression de la phosphorylation de la protéine Bcl-xL sur son site serine 62
a confirmé notre hypothese. Ces résultats sont en ligne avec ceux obtenus dans les lignées

hématopoiétiques (Kelkel et al. 2012).
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Figure 17 : Le TTSDB module I'expression de la protéine Bcl-xL. a) Expression basale des

principales protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 dans différentes lignées
cancéreuses par western blot. b) Analyse de I'effet de TTSDB sur I’expression de Bcl-xL et
phospho-Bcl-xL par western blot. Les cellules HT-29 sont traitées avec différentes
concentrations de TTSDB (10 uM, 50 uM et 100 uM) pendant 24 h, 48 h et 72 h. Ces

résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes.
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1.5. Analyse de I'impact du flux autophagique sur la survie

de patients atteints du cancer du colon

15.1. Le TSSDB module I’autophagie dans les cellules HT-29

Nous avons montré que le TTSDB induit une altération du réseau microtubulaire
essentiel pour la progression du flux autophagique (Kochl et al. 2006). Nous présumons un
effet du TTSDB sur l'autophagie. Afin d'étudier I'impact du TTSDB sur l'autophagie nous
avons eu recours a différentes approches méthodologiques.

Les images obtenues par MET ont mis en évidence l'accumulation massive
d'autophagosomes et de phagophores dans les cellules HT-29 en arrét mitotique apreés le
traitement par 50 UM de TTSDB pendant 24 h, 48 h et 72 h. Ces images suggerent ainsi une
modulation de l'autophagie (Figure 18a).

Pour Vérifier cette hypothése, nous avons analysé par western blot I'expression des
marqueurs de l'autophagie. La protéine LC3 est le marqueur d'identification des
autophagosomes le mieux caractérisé et le plus utilisé chez les mammiferes. L'analyse par
western blot révele la conversion de LC3-1 en LC3-I1, apres 24 h, 48 h et 72 h de traitement
par le TTSDB 50 uM (Figure 18b). En effet, le rapport LC3-11/-1 augmente de 0,5 £ 0,1 fois
dans le contrdle a 1,1 + 0,3 fois pour les cellules traitées a 24 h soit une hausse de 120 + 20
%. Nous observons une augmentation du rapport LC3-11/-1 de 57 + 14,7 % a 48 h. Cette
conversion confirme I'accumulation des complexes de pré-fusion observés par microscopie
électronique a transmission. L'analyse par western blot de la protéine p62 a mis en évidence
une augmentation de 100 + 30,3 % a 24 h et une augmentation de 150 + 23, 8 % a 48 h de
traitement avec 50 uM de TTSDB (Figure 18b). Ensemble, ces observations suggérent une
déficience dans le flux autophagique étant donné que la protéine p62 est dégradée par le
processus autophagique, ainsi la protéine p62 joue le réle de marqueur d'autophagie
(Komatsu and Ichimura 2010).

Afin d'évaluer I'effet du TTSDB sur le flux autophagique, nous avons analysé l'autophagie en
présence de l'inhibiteur de Il'acidification des lysosomes, la bafilomycine Al (Bafilo) (10
nM), Tout d'abord, I'analyse par MET a révélé I'accumulation de vacuoles autophagiques
aussi bien dans les cellules HT-29 traitées au TTSDB seul que les cellules traitées au TTSDB
suivi d'un post-traitement par la Bafilo suggérant un effet similaire dd & une inhibition du flux

autophagique par le TTSDB a 24 h de traitement (Figure 18c). Lorsque I'on compare les
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cellules contréles seules a celles traitées par la Bafilo, nous observons lI'accumulation de
vacuoles autophagiques dans ces dernieres témoignant d'un flux autophagique normal.
Ensuite, nous avons effectué une analyse cinétique a des temps de traitement plus court.
L'analyse par Western blot a montré une réponse biphasée du TTSDB (50 uM) sur le flux
autophagique (Figure 18d). En effet, nous avons observé une augmentation de 63,7 £ 5,3 %
ou 60 £ 3,0 % du rapport LC3-I11/-1 pour le traitement TTSDB et Bafilo contre le traitement
par le TTSDB seul entre 3 h et 9 h de traitement respectivement, suggérant un flux
autophagique actif. Cependant, a 24 h de traitement, le rapport LC3-11/-I est identique en
présence de TTSDB et Bafilo et de TTSDB seul, soutenant I'nypothése d'une inhibition ou
d'une saturation du flux autophagique des 24 h de traitement lorsque la majorité des cellules
accumulent en phase G2/M (Figure 13). De plus, I'expression de la protéine p62 ne varie pas
entre le traitement par le TTSDB seul et la présence de Bafilo entre 3 h et 24 h de traitement
(Figure 18e). Neanmoins, on observe une accumulation des 9 h de traitement.

D'autre part, afin de compléter notre analyse portant sur le flux autophagique, nous avons
transfecté nos cellules HT-29 avec le plasmide GFP-LC3 pour quantifier le nombre de points
GFP-LC3, représentatif de la formation des autophagosomes dans les cellules traitées par le
TTSDB (50 uM) contre les cellules non-traitées (Figure 18f). Nos résultats montrent une
augmentation de 116,1 = 21,5 % du pourcentage des cellules GFP-positives présentant des
points GFP-LC3 dans le cas du traitement par le TTSDB (50 uM) contre le contréle a 24 h
(Figure 18g). Lorsque I'on compare le traitement TTSDB seul au TTSDB en présence de
bafilomycine A1, la différence est statistiquement non significatif.

Ces premiers résultats nous permettent d’émettre I’hypothese d’un blocage du flux
autophagique a 24 h de traitement, suggérant ainsi une progression incompléte ou retardée de
l'autophagie. Il semble judicieux de lier ici I'inhibition de la progression du flux autophagique
observée dés 24 h de traitement a l'altération des microtubules conduisant a lI'accumulation
des cellules en phase G2/M dés 9 h et a la phosphorylation de la protéine anti-apoptotique
Bcel-xL.
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Figure 18 : Le TTSDB module l'autophagie. a) Images de microscopie électronique a
transmission (MET) représentatives de I’ultrastructure des cellules HT-29 traitées par le
TTSDB (50 uM) pendant 24 h, 48 h et 72 h. Les images montrent I’accumulation massive de
vacuoles autophagiques. AL : autolysosome, AP : autophagosome, CR : chromatine, et P :
phagophore. b). L’expression des marqueurs de I’autophagie, LC3 et p62 est étudiee par
western blot dans les cellules HT-29 traitées par le TTSDB 50 M pendant 24 h, 48 h et 72 h.
Ces résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes. Les cellules HT-29
cultivées dans un milieu privé de sérum et d'acides aminés (HB) ou traitées avec PP242 (10
uM) (PP), inhibiteur sélectif de la kinase mTOR, sont utilisées comme contrdle positif (n=3).
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Figure 18 : Le TTSDB module I'autophagie. ¢) Image de MET représentant l'ultrastructure
des cellules HT-29 traitées au TTSDB pendant 24 h, puis a la bafilomycine en post-traitement
(2 h). AL : autolysosome, AP : autophagosome, E : euchromatine, et M : mitochondrie.
L'analyse de la conversion LC3-1 en LC3-1I (d) et du niveau d’expression de la protéine p62
(e) est étudiée par western blot dans les cellules HT-29 traitées par le TTSDB (50 uM)
pendant 3 h, 6 h, 9 h et 24 h puis soumis a un post-traitement a la bafilomycine (10 nM)
pendant 2 h. Les cellules HT-29 cultivées dans un milieu privé de sérum et d'acides aminés

sont utilisées comme contrdle positif (n=3).
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Figure 18 : f) Image de microscopie a fluorescence représentant la formation de points GFP-
LC3 dans les cellules HT-29 transfectées avec les plasmide GFP-LC3 puis traitées par le
TTSDB (50 pM) pendant 24 h suivies d'un traitement par la bafilomycine ou pas. g)
représentation graphique du pourcentage de cellules transfectées avec le plasmide GFP-LC3
et formant des points GFP-LC3 aprés le traitement par le TTSDB (n=3). Les résultats
représentent la moyenne +/- ES (erreur standard) de trois expériences indépendantes p<0,05
(*), p<0,01(**), p<0,001(***), et p<0,0001(****) par ANOVA 2- Sidak, comparés au

contrdle respectif.
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1.5.2. Effet du TTSDB sur le flux autophagique dans les
cellules SW480 et SW620.

Compte tenu de la sensibilité plus importante des cellules SW480 et SW620 au
TTSDB comparé aux cellules HT-29, nous nous sommes intéressés a vérifier 'effet du
TTSDB sur l'autophagie dans les cellules SW480 et SW620. Comme mentionné
précédemment, ces deux lignées sont dérivées du méme patient et présentent une mutation de
I'oncogéne KRAS tres fréquente dans le CCR. La mutation de I'oncogene KRAS contribue a
l'augmentation du flux autophagique et a la survie cellulaire du CCR (Alves et al. 2015).
Nous avons premiérement analysé par MET la présence de vacuoles autophagiques dans les
cellules SW480 et SW620 traitées par le TTSDB (10 uM) pendant 24 h, 48 h et 72 h. Les
images de MET ont révélé I'absence de formation des structures autophagiques a la suite du
traitement par le TTSDB dans les cellules SW480 (Figure 19a) et SW620 (Figure 19b). Afin
de confirmer cette premiere observation, nous avons analysé, les marqueurs autophagiques
LC3-1/-11 et p62 par western blot dans les cellules SW480 (Figure 19c¢) et SW620 (Figure
19d) traitées avec le TTSDB (10 uM) pendant 6 h, 9 h, et 24 h. Le contrdle respectif de tout
les temps de traitement sélectionnés présente un flux autophagique tres élevé. Par exemple,
dans les cellules SW480 & 9 h de traitement, le ratio LC3-11/-1 augmente de 120 % dans le
contréle traité a la bafilomycine Al contre le contrdle seule. De méme, dans les cellules
SW620, a 9 h de traitement, le ratio LC3-11/-1 augmente de 100 + 21,6 % dans le contrdle
traité a la bafilomycine Al contre le traitement seul. En revanche, dans le cas du traitement
par le TTSDB, Il'accumulation de la protéine LC3-I1 est réduite dans les cellules SW480
(Figure 19c) et SW620 (Figure 19d). De plus, lorsque I'on compare le niveau d'expression
de la protéine p62, marqueur de l'autophagie, on observe une augmentation de 42,5 + 8,9 %
dans les cellules traitées par le TTSDB suivi d'un post-traitement a la bafilomycine Al contre
le TTSDB seul (Figure 19a). Dans les cellules SW620, le profil d'expression de la protéine
p62 est similaire, on observe une augmentation de 57,1 £ 6,3 % dans le traitement par le
TTSDB suivi de la bafilomycine Al contre le TTSDB seul (Figure 19b). Contrairement aux
cellules HT-29, ces résultats mettent en évidence une absence d'inhibition de l'autophagie
dans les cellules SW480 et SW620 plus sensibles au TTSDB.
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a) Contréle

b)
Controle 24 h

Figure 19 : L'effet du TTSDB sur l'autophagie dans les cellules SW480 et SW620. a) Image
de MET représentatives des cellules SW480 (a) et des cellules SW620 (b) traitées avec le
TTSDB (10 uM) pendant 24 h, 48 h et 72 h.
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Figure 19 : Effet du TTSDB sur I'autophagie dans les cellules SW480 et SW620. Analyse de
I'expression des protéines LC3-1/-11 et p62 dans les cellules SW480 (c) et SW620 (d) traitées
par le TTSDB (10 pM) pendant 6 h, 9 h, et 24 h en présence ou absence de la bafilomycine
Al avec les controles respectifs. Les cellules traitées avec I'inhibiteur PP242 (PP) de la voie

mTOR pendant 16 h sont utilisées comme contréle positif (n=3).
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En conclusion de cette partie :

- Le TTSDB (50 uM) induit I'accumulation de vacuoles autophagiques au niveau des
phagophores et des autophagosomes, accompagnée de la conversion de LC3-1 en LC3-11
et de I'accumulation de la protéine p62 a 24 h et 48 h dans les cellules HT-29.

- Le TTSDB (50 pM) induit I'accumulation des autophagosomes (GFP-LC3) dés 24 h de
traitement dans les cellules HT-29.

- Le TTSDB module la progression de l'autophagie des 24 h de traitement,
similairement & la bafilomycine Al, suggérant une inhibition du flux autophagique dans
les cellules HT-29.

- Le TTSDB n'affecte pas le flux autophagique dans les cellules SW480 et SW620.
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1.6. Analyse comparative du TTSDB et des inhibiteurs de
la polymérisation des microtubules (vincristine et

vinblastine)

Nos travaux précédents avaient demontré une inhibition de la polymérisation de la
tubuline par le TTSDA (Kelkel et al. 2012). De plus, le TTSDB a montré un effet similaire
sur l'organisation des microtubules dans les lignées hématopoiétiques (Czepukojc et al.
2014). Ici nous avons voulu comparer le TTSDB aux agents ciblant la tubuline, comme la
vincristine et la vinblastine, utilisées en clinique dans le traitement de tumeur solide. Nous
avons d’abord determiné la Clso grace au test de viabilitt MTT (Tableau 1X), puis nous
avons traité nos cellules HT-29 avec les Clso obtenues a 48 h pour l'analyse du cycle
cellulaire en cytométrie en flux. A 24 h, le pourcentage de cellules HT-29 en phase G2/M
passe de 16,9 % £ 3,7 % dans le contrdle contre 64,6 % + 15,1 % ; 66,4 % = 17,5 % et 61,3
% + 6, 3 % pour les cellules traitées avec le TTSDB, la vinblastine et la vincristine,
respectivement. L'accumulation des cellules en phase G2/M persiste a 48 h de traitement pour
tous les composés étudiés. A 72 h, le pourcentage de cellules HT-29 en phase Sub-G1 passe
de 3,0 % £ 1,7 % dans le controle a 41,1 % + 18, 6 % ; 51,6 % * 19,0 % et 56,5 % *+ 6,5 %
dans les cellules traitées avec le TTSDB, la vincristine et la vinblastine, respectivement.
Comme attendu, l'analyse réveéle la similarité des effets du TTSDB, de la vincristine et de la
vinblastine sur la distribution du cycle cellulaire (Figure 20). Nous avons aussi comparé le
TTSDB a la vincristine et vinblastine dans leur pouvoir de réduire la formation de sphéroides
dérivés des cellules HT-29 (Figure 21). Nous résultats on mis en évidence un effet similaire.
Nous avons aussi visualise I'impact de chaque composé sur les cellules HT-29 grace a la
microscopie électronique a transmission. Les images montrent la similarité des effets du
TTSDB, de la vincristine et de la vinblastine sur les cellules HT-29 (Figure 22). En effet, les
cellules HT-29 traitées avec le TTSDB, la vincristine et la vinblastine présentent toutes un
arrét mitotique a 24 h et 48 h de traitement. De plus, les vacuoles autophagiques et les
phagophores sont prédominants a 24 h et 48 h des trois traitements. Etant donné le role de la
protéine p62 dans la réponse du TTSDB, nous nous sommes intéressés a l'effet du traitement
de la vincristine et de la vinblastine sur I'expression de la protéine p62 en comparaison au
TTSDB (Figure 23). Nos résultats montrent que le TTSDB induit une forte accumulation de
la protéine p62 comparée a la vincristine et la vinblastine, néanmoins ils induisent tous

I'apparition d'une seconde bande de plus grand poids moléculaire.
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Tableau IX : Tableau récapitulatif des valeurs Clso des composeés vincristine et vinblastine
aprés 24 h, 48 h et 72 h de traitement des cellules HT-29. L'effet de ces substances sur
I'activité métabolique des cellules a été analysé par le test de viabilité MTT. Ces résultats
sont représentatifs de trois expériences indépendantes +/- ES (erreur standard).

Cl 50 (nM)
24 h 48 h 72h
Vincristine 99+44 45+23 8,1+43
Vinblastine 133+5/4 4711 50+0,2
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En conclusion de cette partie :

- L'analyse comparative du TTSDB aux agents altérant les microtubules (vincristine et
vinblastine) montre I'effet similaire de ces substances sur la distribution du cycle
cellulaire, sur la morphologie cellulaire montrant I'accumulation de vacuoles
autophagiques a 24 h et 48 h de traitement et sur I'inhibition de la formation de

spheroide dans les cellules HT-29.
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Figure 20 : Effet similaire du TTSDB, de la vincristine et de la vinblastine sur le cycle
cellulaire. Analyse de la distribution du cycle cellulaire par cytométrie de flux des cellules
HT-29 traitées avec les Clso du TTSDB, de la vincristine (VINC) et de la vinblastine (VINB)
pendant 24 h, 48 h et 72 h. Le TTSDB, la vincristine et la vinblastine induisent une
accumulation des cellules HT-29 en phase G2/M du cycle cellulaire a 24 h et 48 h suivi d'une
augmentation des cellules en phase Sub-G1 a 72 h (n=3). Les résultats représentent la
moyenne +/- ES (erreur standard) de trois expériences indépendantes. p<0,05 (*),
p<0,01(**), p<0,001(***), et p<0,0001(****) par ANOVA 2- Dunnett, comparés au
controle respectif.
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Figure 21 : Etude comparative de I'impact du TTSDB, de la vinblastine (VINB), vincristine
(VINC) et paclitaxel (PACLI) sur la formation et la viabilité de sphéroides issus des cellules
HT-29. Les cellules HT-29 ont éte ensemencées avec différentes concentrations (Clso et Clyo)
des composés indiqués pendant 4 jours. a) Images de microscopie et représentation
graphiqgue 3D montrant la réduction comparative du diametre du sphéroide. b)
Représentation graphique de la surface totale du sphéroide en (um?) mesurée par Image J en
fonction de la concentration du TTSDB. Les résultats représentent la moyenne +/- ES (erreur
standard) de trois expériences indépendantes. p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***), et
p<0,0001(****) par ANOVA 2- Dunnett, comparé au controle respectif.
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Figure 22 : Effets similaires du TTSDB, de la vincristine et de la vinblastine sur les cellules
HT-29. Images de microscopie €electronique a transmission représentant I’ultrastructure des
cellules HT-29 traitées avec les Clso du TTSDB, de la vincristine, et de la vinblastine pendant
24 h, et 48 h. Les images représentatives des cellules HT-29 en arrét mitotique montrant

I’accumulation massive de vacuoles autophagiques tout traitement confondus.
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Figure 23 : Etude comparative de I'effet du TTSDB, de la vincristine et de la vinblastine sur
I'expression de la protéine p62 dans les cellules HT-29. Les cellules HT-29 on été traitées
par le TTSDB (50 uM) (DB), la vincristine (5 nM) (VINC), la vinblastine (3 nM) (VINB)
pendant 24 h, 48 h et 72 h. Ces résultats sont representatifs de trois expériences

indépendantes.
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1.7. Analyse de I'activité du protéasome dans les
cellules HT-29

La voie ubiquitine-protéasome et l'autophagie sont les deux piliers du
catabolisme cellulaire impliqué dans la physiologie et I'homéostasie cellulaire. Bien
que de nombreuses études présentent un consensus général sur un lien entre ces deux
voies cataboliques (Komatsu et al. 2006, Ding et al. 2007, Pandey et al. 2007,
Korolchuk et al. 2010), les mécanismes sous-jacents qui relient ces deux processus
restent mal connus a ce jour. Nous avons montré que le TTSDB induit une inhibition
de l'autophagie. Nous supposons que le TTSDB promeut l'activation de l'autre voie
cataboliqgue majeure qu'est la voie de l'ubiquitine-protéasome. Pour ce faire, nous
avons traité les cellules HT-29 par le TTSDB (50 uM) pendant 30 min, 1 h, 3 h, 6 h, 9
h, 24 h et 48 h, puis nous avons évalué l'activité protéolytique des trois enzymes
impliquées dans l'activité du protéasome (caspase, chymotrypsine et trypsine) grace
au kit Promega (Figure 24). Nos resultats montrent une augmentation sélective de
I'activité protéolytique de la chymotrypsine dans les cellules traitées par le TTSDB
(50 uM) comparées au controle. Cette activité augmente en fonction du temps. Ces
résultats supposent un rdle compensatoire entre les deux principales voies
cataboliques : activation du protéasome vis a vis de l'inhibition de l'autophagie induite
par le TTSDB.
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Figure 24 : Le TTSDB induit I'augmentation de I'activité protéolytique liée a la
chymotrypsine dans le protéasome 26S. Les cellules HT-29 sont traitees par le
TTSDB (50 uM) pendant 30 min, 1 h, 3 h, 6 h, 9 h, 24 h, et 48 h. L'activité
protéolytique de la caspase, chymotrypsine et trypsine est mesurée par le kit Cell-
based Proteasome-Glo™ Promega, les valeurs obtenues sont normalisées par le test
de viability CellTiter-Glo® Promega. (n=3). Les résultats représentent la moyenne
+/- ES (erreur standard) de trois expériences indépendantes. p<0,05 (*), p<0,01(**),
p<0,001(***), et p<0,0001(****) par ANOVA 2- Dunnett, comparés au contréle
respectif.
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En conclusion de cette partie :
- Le TTSDB (50 uM) induit lI'augmentation de I'activité protéolytique de la
chymotrypsine des 24 h de traitement dans les cellules HT-29.
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1.8. Evaluation de I'accumulation de la protéine p62

1.8.1. Etude de la distribution cellulaire de la protéine p62

Précédemment, nous avons observé une augmentation de I'expression de la protéine
p62 par western-blot. Marqueur essentiel de la dégradation par I'autophagie, la protéine p62
est un substrat important dans I'autophagie. Ainsi, l'augmentation de p62 est souvent reliée a
une inhibition ou une déficience de l'autophagie (Bjorkoy et al. 2005). Afin de mieux
comprendre cette accumulation, nous nous sommes intéressés premierement a la localisation
intracellulaire de la protéine p62 par immunofluorescence a I'aide d'un anticorps spécifique
de p62 dans les cellules HT-29 traitées par le TTSDB (50 uM) pendant 24 h (Figure 25a).
Les images de microcopie montrent une forte accumulation cytoplasmique de p62 sous forme
de points apres le traitement par le TSSDB comparé au contrdle similaire a I'accumulation
des points GFP-LC3 (Figure 25b).
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Figure 25 : Le TTSDB induit I'accumulation de la protéine p62 similaire a la formation de
points GFP-LC3 dans les cellules HT-29. Les cellules HT-29 ont été traitées par le TTSDB
(50 uM) pendant 24 h. a) Analyse de la distribution cellulaire de la protéine p62 analysée
par immunofluorescence en comparaison avec de cellules de contrdle (n=3). b) Analyse de la
distribution cellulaire de la formation de points GFP-LC3 dans le cellules HT-29
transfectées avec le plasmide GFP-LC3 et traitées par le TTSDB (50 uM) pendant 24 h
(n=3).
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1.8.2. Analyse de I'expression des ARNm de la protéine p62

L'accumulation de la protéine p62 peut étre liée a une altération de la progression de
I'autophagie ou a une synthese de novo. Afin d'identifier les facteurs liés a I'accumulation de
la protéine p62, nous avons analysé Il'expression de son ARNm par PCR en temps reel
(Figure 26). Ainsi, les cellules HT-29 ont été traitées pendant 3 h, 6 h, 9 h, 16 h et 24 h par le
TTSDB (50 uM). Les résultats de la PCR ont montré l'augmentation de I'expression des
ARNmM de p62 des 3 h de traitement comparé au contrdle normalisé. Néanmoins
l'augmentation de I'expression de 'ARNmM de p62 présente une fluctuation au cours du temps
(Figure 26a) avec une réduction des 9 h de traitement, temps a partir duquel nous observons
une accumulation de la protéine. En effet I'accumulation de la protéine p62 observee en
premier lieu des 3 heures de traitement résulterait de l'augmentation de la synthése de
I'expression des ARNm de la protéine p62, d'autre part, I'accumulation de la protéine p62
observée dés 16h de traitement résulterait de I'inhibition du flux autophagique étant donné les
résultats portant sur le flux autophagique en présence de la bafilomycine Al (Figure 18).
Afin de compléter notre analyse nous avons poursuivis de méme dans les cellules SW480 et
SW620 traitées avec le TTSDB (10 uM) pendant 1h, 3 h, 6 h, 9 h et 24 h. Les résultats
montrent l'absence d'augmentation représentative dans les cellules SW480 (Figure 26b), et

I'absence de modulation dans les cellules SW620 (Figure 26¢).
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Figure 26 : Le TTSDB induit I'augmentation de I'expression de I'ARNm de la protéine p62
dans les cellules HT-29. L’expression des ARNm de la protéine p62 a été étudiée par PCR en
temps réel. a) Les cellules HT-29 ont été traitées pendant 3 h, 6 h, 9 h et 24 h par le TTSDB
(50 uM). Les cellules SW480 (b) et SW620 (c) ont été traitées pendant 1 h, 3 h, 6 h, 9 h et 24
h par le TTSDB (10 uM). Les résultats de PCR représentent la différence de la différence
relative de la quantité de transcrit du géne cible par rapport a la quantité de transcrit du
géne de référence (I’actine ) selon la formule 244 3 chaque temps indiqués. Les résultats
représentent la moyenne +/- ES (erreur standard) de trois expériences indépendantes.
p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***), et p<0,0001(****) par ANOVA 1- Dunnett,

comparés au contréle respectif.
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1.8.3. Evaluation de I'équilibre rédox dans les cellules HT-29
traitées par le TTSDB.

De nombreuses études rapportent l'activité anti-oxydante des COS (Kim et al. 2014,
Schafer and Kaschula 2014). Parmi les voies de détoxication, la voie NRF2 est une voie
majeure qui joue un réle clé dans la défense anti-oxydante (Kim and Keum 2016). De plus, la
protéine p62 est un géne cible du facteur de transcription NRF2, cette derniére possede un
domaine de liaison avec KEAP-1 (KIR), protéine senseur qui inhibe le facteur de
transcription NRF2 en absence de stress oxydatif. Ainsi I'accumulation de p62 favoriserait la
séquestration de KEAP-1 et conduirait a I'activation de NRF2, induisant l'activation de p62
dans une boucle rétroactive positive (Kansanen et al. 2012). Pour ce faire, nous nous sommes
premierement intéressés a I'expression des ARNm de la protéine heme-oxygénase-1 (HO-1),
connue pour ses propriétés anti-oxydantes. Les cellules HT-29, SW480 et SW620 ont été
traitées pendant 1h, 3 h, 6 h, 9 h, et 24 h par le TTSDB (50 uM et 10 uM respectivement).
L'analyse par PCR en temps réel montre I'augmentation de I'expression de I'HO-1 dés 3 h de
traitement par le TTSDB dans les cellules HT-29 (Figure 27a). Nous avons observé I'absence
d'augmentation dans les cellules SW480 et SW620 (Figure 27b et c¢). Afin d'évaluer le stress
oxydatif potentiellement responsable de l'augmentation de la transcription d'HO-1 et p62,
nous avons verifié la production d'ERO dans notre modele. Nous avons analysé le niveau
d'ERO produit par les cellules HT-29, SW480 et SW620 traitees par le TTSDB (50 uM et 10
UM respectivement) pendant différents temps 30 min, 1 h, 3 h, 6 h, 9 h et 24 h par
fluorométrie en utilisant la sonde diacétate de dichloro-fluorescéine (H.DADCF) qui permet
la détection de différentes ERO tels que le radical hydroxyl, I'acide hypoclorique, I'oxyde
nitrique, radical peroxyl (Figure 27d, e, f). Nous avons observé I'absence de production
d'ERO dans toutes lignées confondues. Ensemble, ces résultats suggerent une modulation de
I'équilibre rédox dans les cellules HT-29 potentiellement due a I'augmentation de I'expression
de I'ARNm de I'HO-1, bien que le TTSDB n'induise pas la production d'ERO.
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Figure 27 : Etude de I'effet du TTSDB sur le stress oxydatif. L'expression de I'ARNm de la
protéine anti-oxydante HO-1 a été étudiée par PCR en temps réel Les cellules HT-29 (a),
SW480 (b) et SW620 (c) ont été traitées pendant 1h, 3 h, 6 h, 9 h, et 24 h par le TTSDB (50
UM et 10 uM respectivement) (n=3). Les résultats de PCR représentent la différence de la
difféerence relative de la quantité de transcrit du gene cible par rapport a la quantité de
transcrit du géne de référence (I’actine /) selon la formule 240 3 chaque temps indiqués.
Les résultats représentent la moyenne +/- ES (erreur standard) de trois expériences
indépendantes. p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***), et p<0,0001(****) par ANOVA 1-

Dunnett, comparés au contrdle respectif.
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Figure 27 : Représentation graphique de la mesure des espéces réeactives d'oxygene. Les
cellules HT-29 (d), SW480 (e) et SW620 (f) ont été traitées par le TTSDB (50 uM et 10 uM
respectivement) a rebours pendant 30 min, 1 h, 3 h, 6 h, 9 h et 24 h, le niveau d'especes
réactives d'oxygénes a été mesuré par fluorométrie aprés marquage au diacétate de
dichlorofluoréscéine (H.DADCF) pendant 20 min. L'hydrogéne peroxide (100 uM, 4 h) a été
utilisé comme contrdle positif (CP). Les résultats représentent la différence relative par
rapport au controle. Les résultats représentent la moyenne de trois expériences + ES (erreur

standard).
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En conclusion de cette partie :

- Nous avons montré que le TTSDB induit a 24 h de traitement une accumulation de la
protéine p62 similaire a la formation de points GFP-LC3 dans les cellules HT-29.

- Le TTSDB augmente I'expression de I'ARNmM de la protéine p62 et HO-1dés3 hetlh
de traitement respectivement dans les cellules HT-29.

- Le TTSDB n'induit pas la formation d'ERO dans les lignées HT-29, SW480 et SW620.
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1.9. Analyse de la modulation de la protéine p62

1.9.1. Etude du réle de I'inhibition de la biosynthése de
protéine dans I'accumulation de la protéine p62 et I'arrét du

cycle cellulaire

Les résultats de la PCR ont montré I'augmentation de I'expression de 'ARNm de la
protéine p62 par le TTSDB. Afin de comprendre le role de la néosynthése dans
I'accumulation de la protéine p62 et I'arrét du cycle cellulaire. Nous avons inhibé la synthese
protéique par la cycloheximide (CHX), un pan inhibiteur ciblant un large spectre de protéines
selon plusieurs combinaisons de traitement. Pour ce faire, nous avons premiérement procédé
a un pré-traitement de 8 h par la CHX suivi d'un traitement par le TTSDB de 24 h pour
identifier l'effet de l'inhibition préalable de la synthése protéique sur I'expression de la
protéine p62 et l'arrét du cycle cellulaire. Ensuite, nous avons conduit un traitement
concomitant du TTSDB et de la CHX de 24 h. L'analyse par western blot révéle que le pré-
traitement par la CHX suivi du traitement par le TTSDB pendant 24 h ainsi que le traitement
concomitant par le TTSDB et la CHX réduisent I'expression de la protéine p62 de 27,6 = 5,4
% et 36,4 £ 4,2 % respectivement par rapport au TTSDB seul (Figure 28). Le traitement
concomitant du TTSDB et de la CHX abolit I'accumulation des cellules HT-29 en phase
G2/M, le pourcentage des cellules en phase G2/M passe de 85,2 + 4,1 % dans le cas du
traitement par le TTSDB seul a 34,2 + 9,8 % dans le cas du traitement concomitant (TTSDB
et CHX) et a 46,5 + 21,5 % pour le preé-traitement par la CHX suivi du TTSDB (Figure 29).
Ces résultats nous laissent supposer que la synthése en amont de certaines protéines
essentielles dans la régulation du cycle cellulaire est requise dans I'activité du TTSDB a
induire I'arrét mitotique. En revanche, ces résultats ne nous permettent pas de conclure sur un

effet direct sur la modulation de la protéine p62.
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Figure 28 : L'inhibition de la synthese protéique réduit I'expression de la protéine p62.
Western blot des cellules HT-29 traitées selon différentes combinaisons : traitement par le
TTSDB (50 uM) seul pendant 24 h, pré-traitement par la CHX de 8 h (10 uM) (pré-CHX_8h)
suivi d'un traitement par le TTSDB (50 pM) pendant 24 h et co-traitement par le TTSDB (50
UM) et la CHX (10 mM) pendant 24 h (n=3).
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Figure 29 : L'inhibition de la synthese des protéines altére I'effet du TTSDB sur la
distribution du cycle cellulaire. Les cellules HT-29 ont eté traitées selon différentes
combinaisons : traitement par le TTSDB seul (TTSDB_24h), co-traitement par le TTSDB et
la CHX pendant 24 h (TTSDB_CHX_24h), pré-traitement par la CHX de 8 h suivi d'un
traitement par le TTSDB pendant 24 h (CHX_8h_TTSDB_24h) (n=3). Les résultats
représentent la moyenne +/- ES (erreur standard) de trois expériences indépendantes.
p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***), et p<0,0001(****) par ANOVA 2- Dunnett,

comparés au contréle respectif.
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1.9.2. Etude du réle de I'inhibition du protéasome dans

I'accumulation de la protéine p62 et I'arrét du cycle cellulaire

Nous avons montré que le TTSDB induit une augmentation de I'activité protéolytique
liée & la chymotrypsine dans le protéasome et que le TTSDB inhibait I'autophagie a 24 h de
traitement. Conjointement, la protéine p62 atteint une accumulation de 150 + 18,4 % a 24 h
alors qu'elle semble jouer un role de liaison entre l'autophagie et le systéeme ubiquitine-
protéasome (Kirkin et al. 2009). Afin de comprendre le lien entre I'activation du protéasome,
I'accumulation de la protéine p62 et l'arrét du cycle cellulaire nous avons procédés a
différentes combinaisons de traitement avec l'inhibiteur sélectif du protéasome MG132.
Premiérement, nous avons procédé a un pre-traitement de 4 h par le MG132 a raison de 5 uM
(concentration et temps nécessaire pour inhiber l'activité du protéasome), suivi de 24 h de
traitement par le TTSDB afin de déterminer si I'inactivation préalable du protéasome pourrait
conduire a une prévention de I'accumulation de la protéine p62 et I'arrét mitotique induits par
le TTSDB. Deuxiémement, nous avons procéde a un traitement concomitant du TTSDB (50
UM) et du MG132 (5 uM) pendant 24 h pour identifier si l'inactivation concomitante du
protéasome au traitement par le TTSDB pourrait contrer ces deux évenements. Les résultats
obtenus par western blot montrent que le pré-traitement par MG132 suivi de 24 h de
traitement par le TTSDB réduit de 74,4 £ 10,3 % I'expression de la protéine p62 (Figure 30)
contre le traitement par le TTSDB seul. Le co-traitement TTSDB et MG132 réduit de 64,2 +
8, 4 % l'expression de la protéine p62 comparée au traitement par le TTSDB seul. L'analyse
par cytométrie en flux montre que le co-traitement (TTSDB et le MG132) et le pré-traitement
par MG132 (5 uM) inhibent I'accumulation des cellules en phase G2/M induite par le
TTSDB seul. Le pourcentage de cellules en phase G2/M passe de 85,2 + 5,4 % dans le cas du
traitement par le TTSDB seul a 33,8 = 8,4 % dans le cas du co-traitement puis a 31,9 + 4,9 %
dans le cas du pré-traitement par le MG132 (Figure 27). Ces résultats montrent que
I'inhibition du protéasome bloque I'accumulation des cellules en phase G2-M induites par le
TTSDB dans les cellules HT-29. Cependant, il est difficile de conclure d'un lien entre
I'activation du protéasome et l'augmentation de I'expression de la protéine p62 induite par

I'altération du flux autophagique (Figure 31).
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Figure 30 : L'inhibition du protéasome réduit I'expression de la protéine p62. Western blot
des cellules HT-29 traitées selon différentes combinaisons : traitement par le TTSDB (50
M) seul pendant 24 h, pré-traitement par le MG132 (5 uM) de 4 h (pré-MG132_4h) suivi
d'un traitement par le TTSDB pendant 24 h, co-traitement par le TTSDB (50 uM) et MG132
(5 uM) pendant 24 h (n=3).
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Figure 31 : L'inhibition du protéasome renverse I'effet du TTSDB sur la progression du cycle
cellulaire. Les cellules HT-29 ont éte traitées selon différentes combinaisons : co-traitement
par le TTSDB et MG132 pendant 24 h (TTSDB_MG_24h), pré-traitement par le MG132 suivi
d'un traitement par le TTSDB pendant 24 h (MG_4h_TTSDB_24h) (n=3). Les reésultats
représentent la moyenne +/- ES (erreur standard) de trois expériences indépendantes.
p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***), et p<0,0001(****) par ANOVA 2- Dunnett,

compareés au controle respectif.
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1.9.3. Evaluation de I'effet de I'extinction du gene p62 dans les
cellules HT-29

De nombreuses études ont accordé un réle pro-tumeur a la protéine p62 comme décris
plus haut. Afin d'identifier le r6le précis de I'augmentation de la protéine p62 dans la réponse
thérapeutique du TTSDB dans les cellules HT-29, nous avons éteint I'expression de la
protéine p62 avec les siARNs (ici appelé siARN5 et siARNG). Tout d’abord, nous avons
vérifié I'extinction du géne par western blot (Figure 32a) et son impact sur la viabilité
cellulaire par le bleu de trypan (Figure 32b) puis nous nous sommes intéressés a I'effet de
I'extinction de p62 sur la distribution du cycle cellulaire des cellules HT-29 traitées par le
TTSDB (50 uM) pendant 24 h, 48 h et 72 h. Nos résultats ont mis en évidence I'absence
d'effet différentiel représentatif entre les cellules HT-29 non-transfectées et transfectées avec
SIARNS/6 entre 24 h et 48 h de traitement (Figure 32c). En revanche, a 72 h de traitement,
les cellules transfectées avec siARN 5/6 présentent une réduction significative des cellules en
phase G2-M et une augmentation significative du pourcentage de cellules en phase Sub G1
suggérant ainsi une sensibilisation des cellules HT-29 au TTSDB en absence de la protéine
p62 (Figure 32d). Afin de compléter notre analyse, nous nous sommes intéresses a I'effet de
I'extinction de p62 sur le clivage de la caspase-3. L'analyse western blot n'a pas révélé d'effet
differentiel remarquable dans les cellules non-transfectées vs. transfectées avec siARN 5/6
(Figure 32e). Nous avons aussi évalué l'analyse de l'activité enzymatique des caspases
effectrices -3 et -7 par luminométrie. Cette analyse a mis en évidence une différence
significative entre les cellules non-transfectées et transfectées avec siARN 5/6 (Figure 32f).
En effet, les cellules p62-knock-down augmentent I'activité enzymatique des caspases-3 et -7.
Ensemble ces résultats suggerent une sensibilisation des cellules HT-29 a la mort cellulaire

en absence de la protéine p62.
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Figure 32 : Effet de I'extinction de p62 dans les cellules HT-29. a) Analyse de I'expression de
p62 par western-blot dans les cellules HT-29 transfectées ou non avec siARN2, siARN5 ou
SiIARNG. b) Analyse de la viabilité cellulaire des cellules HT-29 transfectées avec SiARN2,
SIARN5S ou siARNG par le bleu de Trypan. ¢) Analyse du cycle cellulaire des cellules HT-29
transfectées ou non avec siARN 5 ou siARN 6 puis traitées par le TTSDB (50 uM) pendant 24
h, 48 h et 72 h. b) Graphique représentant les cellules en phase G2-M et sub-G1 a 72 h de
traitement. (n=3). Les résultats représentent la moyenne +/- ES (erreur standard) de trois
expériences indépendantes. p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***), et p<0,0001(****) par
ANOVA 2- Dunnett (cycle cellulaire), test de Student (viabilité) comparés au contrdle

indiqué.
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Figure 32 : Effet de I'extinction de p62 dans les cellules HT-29. e) Analyse de I'expression de
la caspase-3 par western-blot dans les cellules HT-29 transfectées ou non avec siARN5 ou
SIARNG puis traitées avec le TTSDB 50 (uM) (n=3). L'expression de p62 est utilisée comme
contrble de l'extinction. f) Analyse de l'activité enzymatique des caspases-3 et -7 par
luminométrie (n=3). Les résultats représentent la moyenne +/- ES (erreur standard) de trois
experiences indépendantes. p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***), et p<0,0001(****) par
ANOVA 2- Dunnett, comparés au controle indique.
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En conclusion de cette partie :

- L'inhibition de la synthese protéique par la CHX contre I'accumulation de la protéine
p62 et I'augmentation du pourcentage des cellules HT-29 en phase G2-M induites par le
TTSDB apreés 24 h de traitement.

- L'inhibition du protéasome par MG132 réduit I'accumulation de la protéine p62 et le
pourcentage de cellules HT-29 en phase G2-M induits par le TTSDB apres 24 h de
traitement.

- L'extinction de la protéine p62 sensibilise les cellules HT-29 a la mort cellulaire induite
par le TTSDB aprés 72 h de traitement sans moduler les effets de TTSDB sur le cycle

cellulaire.
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1.10. Etude translationnelle du potentiel anticancéreux du
TTSDB

1.10.1. Analyse de I'effet du TTSDB sur la formation de colonie

Afin de mieux comprendre les modalités de réponse du TTSDB dans le cancer du
cblon nous avons étudié la capacité du TTSDB a réduire la formation de colonies a partir des
cellules HT-29, SW480 et SW620. Nous avons utilise différentes concentrations de la Clso
déterminée préalablement par le test MTT. Nous avons traité les cellules HT-29 par 10, 50 et
100 uM, les cellules SW480 par 10 uM, 20 uM et 40 uM, et enfin les cellules SW620 par 2,5
; 5 et 10 uM. Nos résultats montrent un robuste effet antiprolifératif du TTSDB sur les trois
lignées cellulaires confondues (Figure 33). En effet, 10 uM de TTSDB suffisent pour réduire
fortement le nombre de colonies contre le contréle dans les cellules HT-29 (Figure 33a). Au
dela de 10 uM, le TTSDB abolit complétement la formation de colonies. Similairement, dans
les cellules SW480, 10 uM de TTSDB réduit trés fortement le nombre de colonies comparées
au contréle (Figure 33b). Dans les cellules SW620, le nombre de colonies est réduit par le
TTSDB 2,5 uM (Figure 33c). Ces parametres sont en ligne avec le nombre de colonies dans
toutes les lignées confondues. Néanmoins afin d'identifier un effet concentration-dépendant,
nous avons évalué I'effet du TTSDB a des concentrations plus faibles telles que 0,5; 1 ; 2,5 et
5 uM pour les cellules HT-29 et SW480 et 100 ; 250 ; 500 et 1000 nM pour les cellules
SW620 (Figure 34). Ainsi, la formation de colonies des cellules HT-29 (Figure 33a) et
SW480 (Figure 34b) est affectée des 2,5 uM contre 1 uM pour les cellules SW620 (Figure
34c).
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Figure 33 : Effet du TTSDB sur la formation de colonies dans les cellules du cancer du
cblon. Test clonogénique des cellules HT-29 (a), SW480 (b) traitées par 10, 50 et 100 uM de
TTSDB et des cellules SW620 (c) traitées par 2,5 ; 5 et 10 uM pendant 10 jours.
Représentation des images des colonies et des graphiques respectifs des paramétres du
nombre de colonies et de la surface totale. Les résultats représentent la moyenne +/- ES
(erreur standard) de trois expériences indépendantes. p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***),

et p<0,0001(****) par ANOVA 1- Dunnett, compareés au controle respectif.
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Figure 34 : Effet des faibles concentration du TTSDB sur la formation de colonies dans les
cellules du cancer du cblon représenté par les images des puits contrdles et traités ainsi que
les graphiques des parametres du nombre de colonies et de la surface totale. a) Test
clonogénique des cellules HT-29 (a) et SW480 (b) traitées par 05 ; 1 ; 2,5 ; et 5 uM de
TTSDB et des cellules SW620 traitées par 100, 250, 500 et 1000 nM de TTSDB pendant 10
jours. Les résultats representent la moyenne +/- ES (erreur standard) de trois expériences
indépendantes. p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***), et p<0,0001(****) par ANOVA 1-

Dunnett, comparés au contrdle respectif.
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1.10.2. Analyse de I'effet du TTSDB sur la formation d'un

sphéroide issu des cellules HT-29.

Pour fournir des preuves supplémentaires sur le potentiel antiprolifératif du TTSDB
dans des conditions tridimensionnelles du cancer du célon, nous avons évalué l'effet du
TTSDB sur la formation de sphéroide. Les sphéroides sont des modéles intermédiaires entre
la culture 2D et la tumeur in vivo. Ce modeéle tridimensionnel in vitro mime I'organisation et
I'nétérogéneéité du microenvironnement tumoral in vivo. Nous avons évalué l'effet de
differentes concentrations du TTSDB (10 uM, 50 pM et 100 uM) sur la prolifération
cellulaire en 3D au sein des sphéroides issus des cellules HT-29 mises en culture pendant
quatre jours (Figure 35a). En parallele, nous avons évalué I'impact de ces mémes
concentrations du TTSDB sur la viabilité cellulaire des sphéroides. Ainsi nous avons montré
que le TTSDB (50 uM) réduit significativement l'aire (Figure 35b) et la viabilité du
sphéroide issu des cellules HT-29 (Figure 35c). Ces résultats ouvrent les perspectives pour

I'application du TTSDB in vivo.

175



a)

Controle

TTSDB

10 uM

50 UM

Lumiére
blanche

Graphe 3D

b)

(La Iégende se trouve sur la page suivante)

Surface totale (um?

Viabilité cellulaire

-
(%]
]

-
o
I

o
(4]
L

o
(=]
L

1.5~

0.5+

0.0-

d
T
&
ISP S
I :
& R K o
oy ’\QQ @Q '\QQQ

176




Figure 35 : Etude de I'impact du TTSDB sur la formation et la viabilité de sphéroides issus
des cellules HT-29. Les cellules HT-29 ont été ensemencées avec différentes concentrations
du TTSDB 10 uM, 50 pM et 100 uM pendant 4 jours. a) Images de microscopie et
représentation graphique 3D montrant la réduction du diamétre du sphéroide. b)
Représentation graphique de la surface totale du sphéroide en (um?) mesurée par Image J en
fonction de la concentration du TTSDB. c¢) Représentation graphique de la viabilité des
sphéroides en fonction des différentes concentrations du TTSDB. Les résultats représentent
la moyenne +/- ES (erreur standard) de trois expériences indépendantes. p<0,05 (*) par
ANOVA 2- Dunnett, comparé au contréle respectif. Les résultats représentent la moyenne +/-
ES (erreur standard) de trois expériences indépendantes. p<0,05 (*), p<0,01(**),
p<0,001(***), et p<0,0001(****) par ANOVA 1- Dunnett, comparés au contréle respectif.
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1.10.3. Analyse de I'activité anticancéreuse du TTSDB in vivo

Nous avons montré que le TTSDB inhibait la prolifération des 3 lignées cellulaires du
cancer du c6lon dans des conditions de culture 3D. Afin d'identifier au mieux le potentiel
thérapeutique du TTSDB, nous avons évalué son activité anticancereuse in vivo. Pour ce
faire, nous avons choisi le poisson zebre (Danio rerio) comme modéle. Nous avons
préalablement traité les cellules HT-29 par le TTSDB pendant 30 h, temps ou la majorité des
cellules sont en arrét mitotique mais ne sont pas touchées par la mort cellulaire. Nous avons
marque les lipides de ces cellules traitées au CM-Dil afin de visualiser la formation tumorale
de la xénogreffe. Nous avons injecté a raison de 100 cellules HT-29 traitées ou contréles dans
la membrane vitelline des embryons de poissons zebres agés de 24 h. A la suite de 72 h
d'incubation, nous avons évalué par microscopie a fluorescence la masse tumorale de la
xenogreffe (Figure 36a). La quantification de la masse tumorale montre une réduction
significative avec 50 uM (Figure 36b). Ces résultats sont en ligne avec ceux obtenus d'une
culture 2D. Ensemble, cette analyse montre la capacité du TTSDB a réduire la formation

tumorale in vivo.
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Figure 36 : Effet anticancéreux du TTSDB in vivo. a) Images de la masse tumorale de la
xénogreffe dérivee des cellules HT-29 traitées par le TTSDB (10 et 50 M) puis marquees au
CM-Dil, implantées dans le poisson zébre. b) Représentation graphique de la quantification
de la masse tumorale. Les résultats représentent la moyenne +/- ES (erreur standard) de
trois expériences indépendantes. p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001(***), et p<0,0001(****)
par ANOVA 1- Dunnett, compareés au contrdle indiqué.
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En conclusion de cette partie :

- Le TTSDB inhibe de maniére dose-dépendante la formation de colonies dans les
lignées cellulaires, HT-29, SW480 et SW620.

- Le TTSDB (50 uM) réduit la surface et la viabilité des sphéroides dérivés des cellules
HT-29.

- Le TTSDB (50 uM) réduit significativement la masse tumorale dans les poissons

zébres in vivo.
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DISCUSSION

1.1. Le TTSDB cible le réseau microtubulaire.

Au cours de notre projet de thése, nous avons validé pour la premiere fois que le
TTSDB et le TTSDA agissent comme des ligands directs de la tubuline par spectrométrie en
masse (Figure 11). Nous avons montrée que les trois lignées cellulaires cancéreuses humaines
du cancer du célon (HT-29, SW480 et SW620) étaient plus sensibles au dérivé TTSDB
comparé au TTSDA. De plus les cellules SW480 et SW620 ont présenté une sensibilité
accrue au TTSDB comparé aux cellules HT-29 (Tableau VIII). L'analyse par
immunofluorescence de la tubuline a confirmé le r6le du TTSDB a induire l'altération du
réseau microtubulaire des cellules cancéreuses du cOlon choisies des 24 h de traitement
(Figure 12). Afin de mieux comprendre les facteurs génétiques impliqués dans la sensibilite
des cellules SW480 et SW620, nous avons mene une analyse bioinformatique comparative
sur plus de 204 genes, de nombreux génes liés a la tubuline étaient différemment exprimés
(Suppl. Figure 1). Notre analyse a montré une expression plus importante de la tubuline BIII
dans les cellules SW480 et SW620. La tubuline BIII est bien décrite dans la littérature.
Contrairement a diverses etudes sur la surexpression de la tubuline BIII comme cause de
résistance liée aux agents microtubulaires dans de nombreux cancers (Lobert and Correia
2000), dans notre modeéle, les cellules SW480 et SW620 sont plus sensibles au TTSDB.
Cependant, notre analyse par spectrométrie de masse n'a pas permis d'identifier le site de
liaison spécifique du TTSDB sur la tubuline B. Ainsi, I'implication de cet isotype de tubuline
dans la réponse différentielle au traitement par le TTSDB reste a confirmer. Il est intéressant
de noter que l'analyse des voies de signalisation a révélé que les voies associees au
métabolisme des lipides étaient exacerbées dans les cellules SW480/SW620 par rapport aux
cellules HT-29 (Suppl. Figure 1). Ceci pouvant étre lié¢ a la vitesse de croissance plus

importante des cellules SW480 et SW620 comparées aux cellules HT-29.
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1.2. Le TTSDB présente une activité anticancéreuse dans le
CCR.

Cette etude a fourni des preuves pour soutenir le potentiel anticancéreux du TTSDB
pour le traitement de formes specifiques du CCR. Nous avons choisi les cellules dérivées de
I'adénocarcinome du célon HT-29 et SW480 mutées sur l'oncogéne BRAF et KRAS
respectivement. Nous avons aussi sélectionné les cellules plus invasives telles que la lignée
cellulaire SW620 métastatique dérivée de nceud lymphatique du cancer du c6lon. Nos
résultats ont montré la capacité du TTSDB a perturber I'organisation des microtubules et a
inhiber la prolifération cellulaire en induisant une accumulation des cellules en phase G2/M
du cycle cellulaire a 24 h et 48 h de traitement, mis en évidence par la cytométrie en flux
dans les cellules HT-29, SW480 et SW620 (Figures 13-15). Cet arrét mitotique est suivi
d’une apoptose aprés 72 h de traitement dans les cellules HT-29 et SW480 contre 48 h dans
les cellules SW620 (Figure 16). Le clivage de la caspase-3 effectrice, l'activation
enzymatique des caspases-3, et -7, puis nos observations en microscopie a fluorescence
(fragmentation nucléaire) confirment l'induction de I'apoptose dans les cellules du cancer du
colon. Les mécanismes d'action observés sont communs a ceux décrit dans la littérature.
Nous avons montré l'effet du TTSDB sur l'inhibition de la formation de sphéroide et de
colonie a partir des cellules HT-29, SW480 et SW620. Puis nous avons validé in vivo les
mécanismes d'action définis in cellulo a travers I'étude de I'effet du TTSDB sur la formation
de xenogreffes issues des cellules HT-29 dans le poisson zébre (Danio rerio) (Figures 34-
36).

La comparaison du TTSDB aux poisons du fuseau (vinblastine, vincristine et
paclitaxel) montre un effet similaire sur la progression du cycle cellulaire consistant a une
inhibition de la prolifération cellulaire par arrét mitotique (Figure 10). De méme pour
I'analyse 3D qui a révélé le potentiel du TTSDB a inhiber similairement la croissance du
sphéroide dérivé des cellules HT-29 (Figure 11). Le TTSDB interagit avec la tubuline
similairement a la vinblastine, la vincristine et le paclitaxel. Néanmoins, le site de liaison du
TTSDB est inconnu et réversible alors que le site de liaison des taxanes repose sur la tubuline
B a l'intérieur de la lumiere microtubulaire, et le domaine de liaison des molécules Vincas se
trouve sur le site de liaison GTP de la tubuline B. La liaison réversible du TTSDB avec la
tubuline pourrait peut-étre limiter l'efficacité thérapeutique du TTSDB néanmoins elle

permettrait aussi de réduire la toxicité systémique. Par ailleurs, les mutations sur le site de
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liaison des taxanes et vincas sont a l'origine de résistance thérapeutique dans de nombreux
cancers.

Ensemble, ces résultats nous encouragent a poursuivre nos études sur l'effet du
TTSDB sur des echantillons de patients atteints du cancer du cdlon et d'envisager une

approche thérapeutique en fonction du contexte génétique

1.3. Le TTSDB module I'autophagie en fonction du type

cellulaire.

Les microtubules sont essentiels pour la dynamique autophagique, nous émettons
ici I'nypothese que l'altération du réseau microtubulaire par le TTSDB (et potentiellement par
d'autres agents ciblant l'organisation des microtubules) conduirait a une déficience
autophagique (Kochl et al. 2006). De plus, les cellules cancéreuses exacerbent l'autophagie
en tant que réponse au stress contre le traitement anticancéreux (Chen and Karantza 2011).
Le role de l'autophagie change selon le tissu consideré, le contexte génétique ou le stade du
cancer. En effet, les lignées cellulaires mutées pour I'oncogéene KRAS, SW480 et SW620
présentent un flux autophagique basale exacerbé (Guo et al. 2011). L'inhibition des protéines
impliquées dans l'autophagie altére la croissance cellulaire de ces lignées, suggérant que
I'autophagie joue un réle essentiel dans la survie cellulaire au cours de la tumorogeneése. Les
CCR présentent une forte prévalence de mutations activatrices de Ras associées a un
pronostic clinique particulierement mauvais (Phipps et al. 2013). Souvent I'activation du flux
autophagique dans le CCR est reliée a une résistance aux agents thérapeutiques
conventionnels tels que le 5-FU (Li et al. 2010). Cependant, dans notre modéle d'étude, bien
que les cellules SW480 et SW620 présentent un flux autophagique basal élevé contrairement
aux cellules HT-29, ces lignées cellulaires sont plus sensibles au TTSDB. L'étude
multiparamétrique établi dans les cellules HT-29 mutées sur I'oncogéne BRAF a mis en
évidence le potentiel du TTSDB a altérer le flux autophagique en induisant la conversion de
LC3-1 en LC3-II, I'accumulation de la protéine de cargaison p62, et I'accumulation des
vacuoles autophagiques telles que les phagophores et l'autophagosomes dés 24 h de
traitement (Figures 8-9). De plus, la transfection des cellules HT-29 avec le plasmide GFP-
LC3, a permis de confirmer I'accumulation des autophagosomes dans les cellules HT-29. Nos
résultats nous permettent de supposer que le TTSDB inhibe l'autophagie en fonction du

contexte cellulaire, et génétique. Ces données permettent notamment d'envisager I'utilisation
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du TTSDB comme modulateur de l'autophagie en combinaison avec d'autres agents
anticancéreux dans une perspective thérapeutique en fonction du type genétique.

Par ailleurs, le TTSDB induit une forte accumulation de la protéine p62
contrairement a la vincristine et la vinblastine dans les cellules HT-29 supposant un effet plus
important sur I'inhibition de I'autophagie (Figure 13). L'accumulation de la protéine p62 tend
a former des agregats de protéines mal repliées responsable de stress oxydatif accrue a
I'interface de nombreuses maladies neurodégénératives et toxicité chronique. Les
neuropathies se trouvent parmi les principaux effets secondaires liés au traitement par les
agents altérant les microtubules. Les agrégats pathologiques positifs pour p62 se trouvent a la
fois dans le cytoplasme et le noyau des cellules neuronales et gliales, ces agrégats concernent
les proteines primaires de tau, d'alpha-synucléine, ou de la polyglutamine (Kuusisto et al.
2008). La formation d'agrégats de p62 peut étre délétere pour le tissu neurologique (Kuusisto
et al. 2002). De plus, les neuropathies sont dose-dépendantes et les concentrations inhibitrices
du TTSDB sont plus élevées que celles des autres agents (micromolaire vs. nanomolaire)
suggérant un risque de toxicité plus élevé. Ainsi, I'évaluation de l'impact du TTSDB sur le
systeme nerveux lié a la protéotoxicité de la protéine p62 est un point crucial a élucider afin

d'identifier le potentiel applicatif du TTSDB en clinique.

1.4, La protéine p62 joue un role de survie dans les cellules
HT-29.

Récepteur essentiel a la dégradation par I'autophagie, la protéine p62 est un substrat
important de l'autophagie. La protéine p62 posséde un domaine de liaison avec la protéine
LC3 (LIR) facilitant son interaction directe et induisant la dégradation de p62 en autophagie.
Ainsi, l'augmentation de p62 est souvent reliée a une inhibition ou une déficience de
l'autophagie (Bjorkoy et al. 2005). A noter que la surexpression de la protéine p62 peut aussi
étre associee a une synthese de novo dd a l'augmentation de 'ARNm de la protéine p62
comme observé dans les cellules HT-29. Etant donné que I'accumulation de la protéine p62 a
lieu pendant l'arrét mitotique et ne chevauche pas avec l'apoptose qui se produit a des
périodes ultérieures dans le temps, nous avons émis I'hypothése que l'augmentation de
I'ARNmM de la protéine p62 couplée a I'accumulation de la protéine p62 serait une réponse de

survie a un stress induit par le TTSDB.
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Compte tenu des nombreux domaines d'interaction de la proteéine p62 avec de
multiple voie de signalisation cellulaire, I'identification du role précis de I"augmentation de la
protéine p62 dans la réponse du TTSDB semble essentielle. Par ailleurs, le role de la protéine
p62 dans le cancer suscite un intérét grandissant. Différentes études discutent de l'activité
pro-oncogénique de la protéine p62. Cette derniére est surexprimée dans de nombreux
cancers tel que le cancer du poumon ou elle joue un réle de survie. La protéine p62 joue un
role de médiateur entre l'oncogene RAS et la voie NF-kB par l'activation de la voie «
Inhibitor of Kappa B » (IKK) via la polyubiquitination de TRAF6 (Duran et al. 2008).
L'absence de la protéine p62 montre qu'elle est essentielle pour l'activation de I'oncogéne
RAS et du facteur de transcription NF-xB responsable de la survie cellulaire et la
transformation cellulaire dans le cancer du poumon. Similairement Mathew et al. ont fourni
la preuve que dans les cellules déficientes en autophagie, I'accumulation de p62 favorise la
tumorigenése. L'altération de l'autophagie conduit a I'accumulation de protéines mal repliées
ou agrégées conduisant au stress oxydatif qui induit l'accumulation de la protéine p62
responsable de la perturbation de la signalisation du facteur NF-xB, et I'induction de
dommages de I'ADN favorisant la croissance tumorale (Mathew et al. 2009). Wei et al. ont
montré que l'extinction de p62 synergise avec la suppression de l'autophagie pour inhiber la
croissance tumorale, suggerant que le développement de thérapies cancéreuses plus efficaces
devrait prendre en considération l'inhibition de ces deux marqueurs (Wei et al. 2014). En
outre, les caspases sont parmi les partenaires de liaison de p62 (Zeng et al. 2014). Ces
résultats indiquent un effet modulateur de p62 sur les médiateurs de la mort cellulaire ; mais
ils mettent également en évidence un double réle jouée par cette protéine dans I'équilibre
survie et mort. La sensibilisation des cellules HT-29 a la mort cellulaire apres I'extinction de
la protéine p62 soutient l'idée que I'accumulation de p62 agit comme une réponse pro-survie
(Figure 22). Ici, nous avons montré clairement que I'accumulation de p62 via l'altération de
l'autophagie était dépendante du type cellulaire, car le TTSDB était incapable de moduler le
flux autophagique dans les cellules SW480 et SW620, présentant un niveau d'autophagie
basale stable. De méme, I'ARNm de p62 a été augmenté a la suite du TTSDB dans les
cellules HT-29 mais pas dans les cellules SW480 et SW620 plus sensibles (Figure 16). Dans
les cellules HT-29, lI'accumulation de la protéine p62 parait en pointillées similaires a la
formation de points GFP-LC3 (Figure 15). Dans I'ensemble, nous supposons que
l'augmentation de la protéine p62 résulte d'une synthése de novo combinée a une agrégation
protéique dans des zones subcellulaires spécifiques. La voie NRF2/KEAP-1 est la principale

voie régulatrice d'une réponse cytoprotective en cas de stress endogéne ou exogene. p62
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module la protéine KEAP-1 associéee au facteur nucléaire via son domaine de liaison KIR. De
plus, KEAP-1 est une protéine tres riche en cystéines, chez I'homme il y a 27 résidus de
cystéine, dont la plupart peuvent étre modifiées in vitro par des différents oxydants et des
agents électrophiles (Kansanen et al. 2009). En absence de stress oxydant, le facteur de
transcription NRF2 est réprimé par liaison a son principal inhibiteur KEAP-1 qui favorise sa
dégradation par la voie ubiquitine du protéasome (Taguchi et al. 2011). Trois de ses résidus,
C151, C273 et C288, jouent un rdle fonctionnel en modifiant la conformation de KEAP-1
conduisant a la translocation nucléaire de NRF2 et a I'activation ultérieure de I'expression des
génes cibles (Taguchi et al. 2011). En effet, le résidu C288 de KEAP-1 est une cible
potentielle du trisulfure de diallyle (TDA) dans l'activation de la voie NRF2. Le TDA
inactiverait KEAP-1 via la modification des thiols (Kim et al. 2014). De méme, la présence
d'atomes de sulfures actifs dans la molécule de TTSDB nous laisse présumer une éventuelle
interaction de ses atomes de sulfure avec les groupes cystéine présents a la surface de KEAP-
1. L'accumulation de p62 pourrait appartenir a une réponse anti-oxydante dans les cellules
HT-29 traitées par TTSDB. L'augmentation significative de I'expression de 'ARNm de I'HO-
1 anti-oxydante concomitante avec l'expression accrue de I'ARNm de p62 suggére un
potentiel stress oxydatif dans les cellules HT-29, mais pas dans les lignées cellulaires SW480
et SW620 (Figure 17). Cependant, nous n‘avons pas détecte de génération d'ERO dans les
trois lignées cellulaires étudiées (Figure 17) en ligne avec les résultats antérieurs du
laboratoire montrant I'implication du potentiel d'oxydo-réduction dans I'effet du TTSDA par
une réduction du niveau de GSH (Kelkel et al. 2012). En revanche, une modification
potentielle du pool de thiol peut déclencher des niveaux accrus de 'ARNm de la HO-1 ou de
p62 (Kelkel et al. 2012). Des investigations complémentaires sont nécessaires pour élucider
ce point en tenant compte du fait que les atomes de soufre réactifs du TTSDB interagissent
directement avec les résidus cystéine de KEAP-1 induisant une modification de sa

conformation et la libération de NRF2.
1.5. L'autophagie et le protéasome

Le protéasome et lI'autophagie sont les principaux mécanismes cataboliques impliqués
dans la dégradation des protéines. Ces deux systéemes de dégradation travaillent en
coopération pour maintenir I'hnoméostasie cellulaire. L'inhibition de I'autophagie compromet

le systeme ubiquitine-protéasome en raison de l'accumulation de la protéine p62. En effet,
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I'exces de la protéine p62 inhibe la clairance des protéines ubiquitinées, en retardant la
livraison des substrats ubiquitinés au protéasome sans modification de l'activité catalytique
du protéasome (Korolchuk et al. 2009). D'autre part, l'inhibition pharmacologique ou
génétique de l'autophagie peut activer le protéasome, comme en témoigne l'augmentation des
activités protéasomales et la régulation positive des sous-unités protéasomiques en condition
de carence nutritive (Wang et al. 2013). Les inhibiteurs du protéasome ont émergé comme
nouvelle stratégie thérapeutique contre le cancer (Crawford et al. 2011). Les inhibiteurs de
l'autophagie sont également évalués comme potentielles thérapies anti-tumorales. Dans la
présente étude, l'altération du flux autophagique et I'activation de I'activité protéolytique liée
a la chymotrypsine du protéasome survient de fagon concomitante a 24 h de traitement par le
TTSDB (Figure 24). Ces deux évenements suggerent un meécanisme de balance pour le
renouvellement protéique essentiel a la survie de la cellule cancéreuse. Nous avons montré
que le co-traitement des cellules HT-29 par le TTSDB et I"inhibiteur du protéasome MG132
a réduit I'accumulation de la protéine p62 et I'accumulation des cellules HT-29 en phase G2-
M sans pour autant sensibiliser ces cellules & la mort cellulaire (Figures 30-21). Compte
tenu, du réle activateur de MG132 dans l'autophagie (Bao et al. 2016). Nous supposons ici
que l'utilisation de MG132 réduit I'expression de p62 en activant I'autophagie cependant nous
n'avons pas évalué les marqueurs de l'autophagie pour le confirmer. Ce résultat montre
I'interdépendance de ces évenements dans le maintien de I'activité protéolytique essentielle

pour la survie des cellules HT-29.

187



CONCLUSION

Ce projet de recherche a permis de montrer la capacité du TTSDB dérivé hemi-
synthétique du TTSDA a inhiber la prolifération des cellules cancéreuses du c6lon par
interaction avec la tubuline. La sensibilité au TTSDB différe selon le modeéle cellulaire, les
cellules SW480 et SW620 présentant une mutation du géne KRAS étaient plus sensibles au
TTSDB que les cellules HT-29 mutées sur le géne BRAF. La modulation de l'autophagie par
le TTSDB dépend aussi du modéle cellulaire. L'accumulation de la protéine p62 induite par
la synthése de novo et l'altération du flux autophagique joue un rdle pro-tumoral dans les
cellules HT-29. Dans I'ensemble, cette étude suggeére I'avantage du TTSDB pour le traitement
CRC, et de son potentiel a stratifier la réponse selon le CCR. En revanche, de nombreux
points liés & son potentiel applicatif restent mal connus. Pour ce faire, nous envisageons

plusieurs perspectives décrites ci-dessous.
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PERSPECTIVES

1.1. Evaluation de I'activité anticancéreuse du TTSDB dans

des organoides dérivés de tumeurs humaines.

La caractérisation de la tumeur est devenue fondamentale dans la prise en charge du
cancer compte tenu de la variation de la réponse thérapeutique en fonction du sous-type
moléculaire. L'analyse des biomarqueurs tumoraux (p. ex : RAS, BRAF) du CCR ont une
place prédominante dans la pratique clinique. Dans notre modéle d'étude, les cellules SW480
et SW620 mutées sur I'oncogéne KRAS ont présenté une sensibilité plus élevée au TTSDB
que les cellules HT-29 mutées sur I'oncogéne BRAF. De plus, les cellules SW480 et SW620
présentent une amplification du proto-oncogene c-Myc, ces cellules ont notamment un taux
de prolifération plus élevé que les cellules HT-29 (Donzelli et al. 1999). Afin de valider par
une approche translationnelle la sensibilité différentielle du TTSDB selon le contexte
génétique, nous envisageons de tester ce composé sur un modele cellulaire quasi
physiologique similaire a I'intestin.

L'organoide englobe toutes les cultures organotypiques 3D dérivées de tissus
primaires, cellules souches embryonnaires et cellules souches pluripotentes induites (Sato et
al. 2009). Un organoide est un amas de cellules capable d'auto-renouvellement et d'auto-
organisation, présentant des fonctionnalités organiques similaires a celles du tissu d'origine.
Ces organoides reposent sur une matrice extracellulaire artificielle qui leurs permet d'adopter
une conformation 3D facilitant leur organisation spatiale selon les structures tissulaires
natives. Contrairement aux cultures in vitro, les organoides sont similaires aux tissus
primaires dans leur composition et leur architecture, ils contiennent des populations de
cellules souches génétiquement stables et auto-renouvelées permettant une progéniture
complétement différenciée comprenant tous les types cellulaires majeures similaire a celles
du tissu vivant (Sato et al. 2011). Cependant, I'absence de mésenchyme ou de stroma limite
I'étude de l'interaction avec le microenvironnement local. Les organoides sont tout de méme
physiologiquement plus pertinents que les modeles de culture monocouche et sont beaucoup
plus compatibles a la manipulation des composants de la niche et I'analyse des voies de
signalisation. Ensemble, I'étude sur les organoides nous permettra de créer un pont entre nos

résultats obtenus in cellulo/in vivo et I'nomme dans l'optique d'un ciblage thérapeutique.
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Nous envisageons de tester le TTSDB sur des organoides générés a partir de tumeurs
de patients présentant des altérations génétiques variantes afin d'explorer de nouvelles
stratégies thérapeutiques, et d'élaborer une stratification des patients basées sur la sensibilité
au TTSDB in vitro. Nous pourrons ainsi associer I'hétérogénéité génomique et la fonction des
génes a la réactivité au TTSDB in vitro et améliorer les stratégies thérapeutiques. Pour ce
faire, nous avons a notre disposition une banque de plus de 300 échantillons de tumeur du
cancer du cblon datant de 2008. Nous envisageons premiérement de dissocier les tumeurs
avec un reéactif approprié (Gentle Cell Dissociation Reagent, StemCell Technologies,
Vancouver, Canada) puis de les mettre en culture avec le milieu IntestiCult™ (StemCell)
enrichi en facteurs de croissance essentiels pour la maintenance des organoides. En cas
déchec di a Il'ancienneté des echantillons, nous envisageons de collaborer avec une
biobanque spécialisée dans la génération des organoides (Fondation Hubrecht Organoid

Technology, Utrecht, Pays bas).
1.2. Evaluation de combinaisons thérapeutiques

Dans le cadre clinique, les patients atteints du CCR avec une mutation BRAF
(V600E) présentent un phénotype clinique agressif. Le statut mutationnel de BRAF est
prédicteur d'une survie globale faible. Compte tenu des échecs thérapeutiques des composeés
cytotoxiques sur ce type de cancer, le développement de nouvelles thérapies ciblant la
mutation BRAF ont vu le jour. Cependant, les thérapies ciblées (vemurafenib, dabrafenib) ont
donné jusqu'a présent des résultats décevants dans les CCR BRAF mutés par rapport au
traitement des mélanomes BRAF mutés (Thiel and Ristimaki 2013, Cicenas et al. 2017).
L'activation dramatique du récepteur a tyrosine kinase EGFR a la suite du traitement par des
inhibiteurs spécifiques de BRAF releve d'un mécanisme de résistance accompagné d'une
activation des voies de signalisation AKT et PI3K en plus de la voie MAPK (Prahallad et al.
2012). Dans le cadre clinique, les mutations BRAF sont clairement des facteurs pathogéenes
de la maladie agressive, a la différence du mélanome, le ciblage efficace de BRAF dans le
CCR nécessitera également le blocage de diverses voies de rétroaction en paralléle. Ici, nous
supposons que la combinaison du TTSDB qui inhibe la prolifération des cellules HT-29
mutées sur lI'oncogene BRAF (V600E) et PI3K (P449T), aux inhibiteurs de BRAF pourraient

améliorer les résultats obtenus dans les cellules HT-29. Nous proposons, d'évaluer I'efficacité
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thérapeutique synergétique d'une combinaison du TTSDB avec le vemurafenib/dabrafenib
afin de potentiellement rétablir une cytotoxicité efficace.

En clinique, 50 a 60 % des CCR présentent une mutation du géne RAS et 40 a 50 %
des CCR présentent une mutation du géne KRAS. Les cancers CCR sont conditionnés au
génotypage RAS, car la mutation RAS est associée a une résistance aux anticorps
monoclonaux ciblant 'EGFR : cetuxiamb (IgG1 chimérique) et le panitumumab (IgG2
humain) (Ohhara et al. 2016). Dans notre projet d'étude, le TTSDB était plus sensible dans
les cellules SW480 et SW620 KRAS mutées, dans cette optique nous envisageons de
combiner le TTSDB avec le 5-FU, afin d'évaluer l'activité synergétique de ces deux

COMpOSES.

1.3. Evaluation du role de I'accumulation de la protéine p62

par le TTSDB sur la toxicité neurologique

La protéine p62 se trouve a l'interface des lésions neurologiques. Elle est essentielle
pour la formation des corps dinclusion dans les souris déficientes d'autophagie.
L'accumulation de la protéine p62 par altération de l'autophagie est délétere pour le tissu
neurologique et hépatique, elle induit la mort des cellules neuronales & I'origine de maladies
neurodégénératives et des lésions hépatiques suggérant un réle toxique de la protéine p62
(Komatsu et al. 2007). Nous avons montré que l'extinction de la protéine p62 exacerbait la
mort cellulaire a 72 h de traitement par le TTSDB dans les cellules HT-29 suggérant un réle
pro-cancer de la protéine p62 dans les cellules HT-29. Nous avons aussi montré que le
TTSDB (50 uM) réduisait la masse tumorale des cellules HT-29 préalablement traitées par le
TTSDB puis injectées dans les poissons zebres in vivo. Cependant, cette approche
expérimentale ne nous permettait pas d'évaluer la toxicité du TTSDB étant donné qu'il n'est
pas ingéré directement par le poisson et que les cellules HT-29 traitées étaient lavées avant
I'injection dans le poisson. Nous envisageons ici d'¢lucider le rdle neurotoxique de
I'accumulation de la protéine p62. Premierement on ajoutera directement différentes
concentrations de TTSDB dans le milieu de culture des poissons zebres a différents temps
d'incubation. Ensuite, nous évaluerons I'effet toxique du TTSDB par injection du composé
dans le sac vitellin des embryons de poissons zebres, lI'analyse de I'apoptose des cellules
neuronales reposera sur le marquage au TUNNEL du cerveau. Le marquage fluorescent de la

protéine p62 permettra d'identifier son implication dans la mort neuronale (Cole and Ross
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2001). Par ailleurs, I'extinction de la protéine p62 par injection de siARN (Liu et al. 2005) ou
de morpholinos (Bill et al. 2009) dans le poisson zébre aprés le traitement par le TTSDB
permettra d'identifier le réle fonctionnel de la protéine p62 dans la mort neuronale chez le
poisson zebre. Cette premiére approche permettra d'évaluer le besoin d'investigation

supplémentaire sur ce point.

1.4, Evaluation du role de la phosphorylation de la protéine
Bcl-xL par le TTSDB

Les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1 sont surexprimées dans de
nombreux cancers. Ces protéines protegent la cellule cancéreuse de la mort cellulaire et
provoquent ainsi des résistances aux traitements anticancéreux. Nous avons montré que le
TTSDB induisait la phosphorylation de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL sur son site sérine
62 de fagon concomitante avec I'accumulation des cellules en phase G2/M dans les cellules
HT-29 (Figure 7). De méme, les agents mitotiques ciblant la polymérisation de la tubuline
tels que le paclitaxel, la vincristine et la vinblastine induisent I'arrét mitotique prolongé
accompagné de la phosphorylation des protéines de la famille Bcl-2 (Srivastava et al.
1999)Le meécanisme impliqué dans la transition entre I'arrét mitotique et la mort cellulaire a
la suite de ces traitements n'est pas connu a ce jour. Cependant la modulation des protéines
anti-apoptotiques joue un role médiateur dans cette transition. En effet, les mutants du site de
phosphorylation sérine 62 de la protéine Bcl-xL sont incapables de libérer la protéine
proapoptotique Bax a la suite de traitement antimitotique suggérant que la phosphorylation de
la protéine Bcl-xL est essentielle pour contrer son effet anti-apoptotique et pour induire la
mort cellulaire (Upreti et al. 2008, Terrano et al. 2010).

De plus, la phosphorylation de Bcl-xL est un médiateur-clé dans l'autophagie. La
protéine anti-apoptotique Bcl-xL forme un complexe avec la protéine bécline 1, initiatrice de
l'autophagie. La phosphorylation de la protéine Bcl-xL par l'activation de la voie de
signalisation JNK, altére son interaction avec la bécline 1 conduisant ainsi a la libération de
la bécline 1 qui pourra initier alors l'autophagie (Wei et al. 2008). Dans les cellules HT-29,
nous supposons que la phosphorylation de la protéine Bcl-xL favoriserait dans les heures
précoces du traitement (> 9 h) l'activation de l'autophagie qui sera a son tour réprimée par la
polymeérisation de la tubuline empéchant la progression de l'autophagie dans les cellules en

arrét mitotique (> 9 h). Pour ce faire, afin d'identifier le rdle de la phosphorylation de la
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protéine Bcl-xL dans l'autophagie, nous envisageons d'inhiber la voie JNK avec l'inhibiteur
chimique SP600125 (Calbiochem, Louvain, Belgique) et d'évaluer ensuite l'effet sur
I'expression de la conversion de LC3-1/11 et p62, marqueurs de l'autophagie dans les cellules
HT-29. De plus, l'interaction de Bcl-xL et bécline 1 peut é&tre vérifiée par

immunoprécipitation.

1.5. Evaluation du potentiel du TTSDB a générer le sulfure
d'hydrogene (H2S)

De nombreuses éetudes in vitro et in vivo ont attribué I'activité biologique des COS
dérivés de l'ail au nombre d'atomes de soufre réactifs. Dans la littérature, les COS sont
acceptés comme donneurs de I'H2S organiques dans plusieurs revues (Yagdi et al. 2016).
Cependant, peu d'études ont confirmé le potentiel des composés dérivés de l'ail a libérer
I'H2S. 1l est intéressant de noter que Benavides et al. ont attribué pour la premiére fois
I'efficacité chimique des COS dérivés de l'ail dans la vasorelaxation a leur potentiel de libérer
I’H,S chez le rat. Ce potentiel varie d'une molécule a l'autre, maximal pour le TSDA et
minimal pour I'allylméthylsulfure. La vasorelaxation des anneaux de I'aorte était dépendante
de la concentration et de la molécule. Elle était maximale avec le DATS suivi du DADS,
DAS et AMS (Benavides et al. 2007). Les travaux de Liang et al. ont rapporté que DATS est
un donneur rapide de H.S alors que le DADS est un donneur lent dans les systemes
chimiques et biologiques (Liang et al. 2015). Dans l'ensemble, méme si les COS sont
acceptés comme donneurs de I'H.S et que peu d'études ai décrit une corrélation entre la
cardioprotection des polysulfanes et la libération de I'H>S, aucune recherche n'est encore liée
a la relation spécifique entre I'H,S et les propriétés anticancéreuses des polysulfanes. Ici,
nous émettons I'hypothése que les propriétés anticancéreuses des COS reposent sur la
libération de I'H2S car de nombreuses actions biologiques de I'H2S et des COS sont produites,
au moins en partie, par la sulfhydratation des protéines contenant de la cystéine (Yagdi et al.
2016). Nous analyserons la génération de I'H.S dans différentes lignées cellulaire du cancer
du célon traitées par le TTSDB pour des temps d'incubation variables par un test ELISA
permettant de quantifier la concentration de I'H2S dans le surnageant des cellules traitées par
le TTSDB (test disponible chez Antibodies Online, Aachen, Allemagne) puis nous
confirmerons ces résultats par l'analyse de I'expression des enzymes de transsulfuration, «

Cystathionine B-Synthase » (CBS) (Sigma-Aldrich) par western blot. Les enzymes de
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transsulfuration, CBS et « Cystathionine y-lyase » (CSE), sont impliquées dans la synthese
endogéne de I'H2S, une régulation positive de ces enzymes a été associée a un effet pro-
cancer dans plusieurs tumeurs (Yagdi et al. 2016). Ce double réle de I'H2S pourrait étre lié a
la biodisponibilite et a la biodégradation de I'H2S. La biosynthése continue de I'H2S due & une
hyperactivation des enzymes CBS/CSE pourrait favoriser la carcinogenese dans les cellules
alors que les concentrations micromolaires de I'H>S administrées de maniere exogene
pourraient plutét avoir des effets bénéfiques. La biodisponibilité de I'H>S devrait étre plus
courte en raison d'une dégradation rapide alors que I'exposition a des doses plus élevées peut
exacerber ou prolonger la réponse au stress, les transformant en un résultat non plus
protecteur mais plutdt préjudiciable dans les cellules cancéreuses. Il existe une différence
subtile entre les gammes de concentrations determinant les résultats physiologiques par
rapport aux résultats pathologiques. L'identification des effets anticancéreux des COS liés a

la libération de I'H2S aprés un traitement par le TTSDB est ici fondamentale.
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Figure Suppléementaire 1 : Carte thermique de I'expression différentielle des génes dans les
lignées cellulaires colorectales. a) Carte thermique des valeurs d'expression des différents
génes entre les trois lignées cellulaires sélectionnées (HT-29, SW480 et SW620). Les
couleurs représentent le niveau d'expression (échelle log2). Les génes ont été nommés comme
symboles ou ID. Les noms redondants refletent les genes redondants sur le tableau. b) Carte
thermique des valeurs d'expression des différents genes apparentés a la tubuline entre les
trois lignées cellulaires sélectionnées (HT-29, SW480 et SW620). Les couleurs représentent
les niveaux d'expression (échelle log2). L'annotation « Res_Y_X » en bas a gauche indique
une surexpression de génes significatifs (rouge) ou une sous-expression (bleu) dans Y (X) par

rapport a X.
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microtubular network, modulation of Bcl-2 family protein expression patterns and changes of the redox
status. Despite these well-described effects, no OSC derivative is yet undergoing clinical trials even
though their chemistry is well understood as OSCs act as hydrogen sulfide (H,S) donors. H3S is a bio-
logical mediator, synthesized through cysteine degradation and modulates vasodilation, cytoprotection,
inflammation and angiogenesis. It is well accepted that H,S plays a biphasic pharmacological role: the

g{l\év:rrds‘ inhibition of endogenous synthesis of H,S and paradoxically also the use of H,S donors to increase HpS
Organosulfur compounds concentration, induce both anti-cancer effects leading therefore to controversial discussions. Altogether,
Hydrogen sulfide the role of H,S in the anti-cancer action of OSCs remains poorly understood. In this review, we hy-
Anti-cancer pothesize that OSCs act through H,S signaling pathways in cancer cells, and that a clearer understanding
Biosynthesis of the mechanism of action of H,S in OSC-mediated anti-cancer activity is required for further application
of these compounds in translational medicine.
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Abbreviations

3-MP 3-mercaptopyruvate
3-MST 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase
AML acute myeloid leukemia

AOAA  aminooxyacetic acid

Bax Bcl-2-associated X protein
BCA (-cyano-Il-alanine

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

Bid BH3 interacting domain death agonist
CAT cysteine aminotransferase

CBP CREB-binding protein

CBS cystathionine B-synthase

CDC cell division cycle

CDK1 cyclin-dependent kinase 1
CGRP  calcitonin gene-related protein
co carbon oxide

Cox-2  cyclooxygenase-2

CSE cystathionine y-lyase

Cys cysteine

DADS  diallyl disulfide

DAS diallyl sulfide

DATS diallyl trisulfide

DATTS  diallyl tetrasulfide

eiF2o0  eukaryotic translational initiation factor 2 a
ER endoplasmic reticulum

ERK extracellular signal regulated-kinase

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GSH glutathione

GS-SH  glutathione persulfide

HDAC  histone deacetylase

H,S hydrogen sulfide

HNO nitroxyl

HO heme-oxygenase

IGFR1  insulin-like growth factor 1 receptor

[I-1,-6  interleukin-1,-6

JNK c-Jun terminal kinase

Keap1l Kelch ECH-associated protein 1

Kir6.1  inwardly rectifying potassium channel 6.1
Ky7 voltage-gated potassium channel 7

LPS lipopolysaccharide

MAP1LC3 microtubule-associated protein light chain 3
MAPK  mitogen-activated protein kinase

MEK MAPK/ERK kinase

MMP-9 matrix metalloproteinase-9

MnSOD manganese superoxide dismutase

MPST  mercaptopyruvate sulfurtransferase

MRP multidrug resistance associated protein

NAC N-acetyl cysteine

NAHS  sodium hydrosulfide

NA,S sodium sulfide

NF- kB  nuclear factor-kB

NO nitric oxide

Nrf2 nuclear factor erythroid 2-related factor 2

NSAIDs non-steroidal anti-inflammatory drugs
0SCs organosulfur compounds
PAG D,L-propargyl glycine

PARP-1 poly(ADP-ribose) polymerase-1
PERK protein-kinase RNA-like ER kinase
PTPB1  protein Tyr phosphatase B1

PI3K/AKT phosphatidylinositol-3-kinase/AKT
PIP2 phophatidylinositol-4-5-biphosphate
ROS reactive oxygen species

SAC S-allylcysteine

SAMC  S-allylmercaptocysteine

SH thiol

Snail zinc finger protein

SNO S-nitrosothiol

SO sulfite oxidase
SOD superoxide dismutase
SQOR  sulfide quinone oxidoreductase

SSH perthiol

TGF-B  transforming growth factor-

TNF-o.  tumor necrosis factor-o

TRAF6  TNF receptor associated factor 6

TRPA1 receptor potential channel A1l

TST thiosulfate glutathione sulfurtransferase
Tyr tyrosine

UPR unfolded protein response

VEGFR2 vascular endothelial growth factor receptor 2
XIAP X-linked inhibitor of apoptosis.

1. Introduction

Dietary garlic (Allium sativum) exhibits numerous medicinal
benefits such as reduction of cholesterol levels and has antibacte-
rial, antifungal, antiviral, hypotensive and cardioprotective prop-
erties (Trio et al, 2014). Numerous epidemiological studies
reported a correlation between garlic consumption and reduction
of cancer incidence (Nicastro et al., 2015). The pharmacological
activity of garlic is mainly related to the presence of active sulfur
atoms in organosulfur compounds (OSCs). The main garlic OSC is
allicin (1) that is synthetized from alliin (2) after release of alliinase
when garlic is crushed. Allicin (1), known as diallyl thiosulfinate, is
rapidly metabolized in aqueous solutions into diallyl sulfide (DAS)
(3), diallyl disulfide (DADS) (4), diallyl trisulfide (DATS) (5) and
ajoene (6) (Iciek et al., 2009) (Fig. 1). These agents are among the
most active compounds in garlic and were previously investigated
in in vitro and in vivo studies that reported their anti-cancer po-
tential in a wide range of cancer types (Anwar et al., 2011; Busch
et al., 2010; Czepukojc et al., 2014; Filomeni et al., 2003; Kim
et al.,, 2016; Liu et al., 2015; Wang et al., 2016a). Various biological

activities of OSCs were described and the chemistry of OSCs in vitro
is well known; within the cell, OSCs react with thiol groups such as
cysteine and glutathione (GSH) to form intracellular cysteine/
glutathione (Cys/GSH) mixed disulfide-conjugates (Steudel, 2002).
Benavides et al., were the first to show that garlic-derived OSCs
release hydrogen sulfide (H2S) which is in turn responsible for the
vasoactivity of garlic in human blood cells (Benavides et al., 2007).
More recently, Liang and coworkers showed that DATS (5) is a fast
H,S donor in opposition to DADS (4) (Liang et al., 2015).

The emerging physiological and pathophysiological functions of
H,S and the promising potential of OSCs to release HjS triggered
intense research activities worldwide. Numerous studies about the
role of HS in cancer led to controversial conclusions that became
an important limit in translational applications. In this review, we
will discuss both benefits and toxicology of natural polysulfides as
H,S donors. We will describe the anti-cancer and chemopreventive
role of garlic-derived OSCs and discuss recent studies related to
their mechanism of action. Then, we will describe HaS synthesis
and metabolism in the human body to further discuss the role of
H,S in cancer by highlighting the dual role of HS as a major
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Fig. 1. Chemical structures of main OSCs.

obstacle for the pharmacological use of natural polysulfanes in
cancer therapy.

2. Chemopreventive and anti-cancer role of garlic-derived
organic sulfur compounds

2.1. Epidemiological evidence of anti-cancer effects

Epidemiological evidence of the chemopreventive and anti-
cancer role of garlic shows an inverse correlation between regular
intake of garlic and the risk of developing stomach (Gonzalez et al.,
2006; Zhou et al., 2011), colon (Turati et al., 2014), breast (Challier

et al.,, 1998; Galeone et al., 2006), prostate (Galeone et al., 2006;
Hsing et al., 2002) or lung (Myneni et al., 2016) cancer. In partic-
ular, an important number of epidemiological studies reported that
a garlic-rich diet is correlated to a low risk of cancer of the
gastrointestinal tract (Kodali and Eslick, 2015; Millen et al., 2007;
Turati et al, 2015; Zhou et al, 2011). Most epidemiological
studies are related to case-control studies documenting the inverse
relationship between garlic consumption and cancer risk. Recently,
an Italian case-control study and meta-analysis of 230 cancer cases
and 547 controls reported a relationship between elevated garlic
consumption and reduced gastric cancer risk (Turati et al., 2015).
An important meta-analysis of a total of 8621 cancer patients and
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14,889 controls confirmed the association of high allium vegetables
consumption and a low risk of gastric cancer (Kodali and Eslick,
2015). Furthermore, a Bulgarian study on 166 patients described
the protective effect of garlic consumption against large bowel
polyps (Kotzev, 2012) in line with previous publications (Turati
et al, 2015). The issue remains, however, controversial, as the
meta-analysis of a total of 5 prospective cohort studies showed that
consumption of raw and cooked garlic or even garlic supplements
was not significantly associated with a reduced colorectal-cancer
risk (Clancy et al., 2014; Dorant et al., 1996; McCullough et al.,
2012; Meng et al.,, 2013; Satia et al., 2009). Moreover, several
studies also show inconsistent associations for colorectal cancer
and garlic supplements (Chiavarini et al., 2016; Heine-Broring et al.,
2015).

2.2. Effect of organic sulfur compounds on cancer hallmarks

Nevertheless, extensive cell-based in vitro studies demonstrated
that the garlic-derived OSCs trigger a wide range of cancer hall-
marks. According to Hanahan and Weinberg, cancer cells acquire a
limitless replicative potential due to growth signal autonomy,
indifference to growth-inhibiting signals and resistance to
apoptosis (Hanahan and Weinberg, 2011). Accordingly, anti-cancer
therapy aims to affect these hallmarks to eventually reduce the
uncontrolled proliferation of cancer cells by altering the cell divi-
sion process, but also by triggering cell death or favoring immune
response (Hanahan and Weinberg, 2011). In Fig. 2, we represent the
anti-cancer potential of OSCs targeting cancer hallmarks based on
Hanahan and Weinberg's representation with modifications.

An essential anti-cancer property of garlic-derived OSCs is
associated to its ability to inhibit cell proliferation by inducing cell
cycle arrest in G2/M phase (Cerella et al., 2011). For example, S-
allylmercaptocysteine (SAMC) (7) blocked cell growth of meta-
static colon cancer SW620 cells and liver HepG2 cancer cells by
activation of transforming growth factor (TGF)-B pathway (Tong
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et al, 2014). In addition, DADS (4) inhibits cell viability by
inducing cell cycle arrest in G2/M phase followed by apoptosis via
caspase-3 cleavage (Yin et al., 2014b). DADS (4) induces mitotic
arrest in G2/M phase by decreasing cyclin B1, cell division cycle
(CDC)-2, and its phosphorylated form as well as CDC25C by acti-
vating the p21/p53-mediated pathway in ECA109 esophageal
squamous cell carcinoma. DADS-induced cell cycle arrest is fol-
lowed by apoptosis via activation of caspases, alteration of Bcl-2 (B-
cell lymphoma 2)/Bax (Bcl-2-associated X protein) ratio and inhi-
bition of mitogen-activated protein kinase (MAPK)/extracellular
signal regulated-kinase (ERK) pathway (Yin et al., 2014a). More-
over, DATS (5) induced G2/M arrest in LNCAP prostate cancer and
HCT-116 colon cancer cell lines by down-regulating CDK1, CDC25B
and C leading to inactivation of CDK1 by phosphorylation of its Tyr
15 residue. DATS (5) exposure subsequently led to accumulation of
cyclin B1 and securin, which controls metaphase-anaphase tran-
sition. Eventually, apoptotic DNA fragmentation occurred in both
cell lines (Xiao et al., 2009).

Several studies described microtubules as the main target of
0SCs. Microtubules are heterodimers composed of a- and f-tubulin
subunits (Nogales, 2000). They are highly dynamic, and are
constantly polymerizing and depolymerizing. They are key com-
ponents of the cytoskeleton, essential for cellular integrity, intra-
cellular trafficking, signal transduction, cell division and mitosis.
Considering their important role in cell proliferation and stress
response, microtubules became important targets in cancer drug
development (Parker et al., 2014). Hosono et al. showed in a cell-
free system that DATS (5) induced tubulin depolymerization
although DADS (4) and DAS (3) did not show any effect on the
tubulin polymerization. In DLD-1 colorectal adenocarcinoma cells,
DATS (5) depolymerized the microtubular network organization.
Peptide mass analysis revealed an oxidation of cysteine residues by
DATS (5) at Cys-12f and Cys-354 (Hosono et al., 2005). In addition,
Kelkel et al. showed that diallyl tetrasulfide (DATTS) (8) inhibits
tubulin polymerization by using a tubulin turbidity assay. By
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Fig. 2. Overview of anticancer potential of OSCs targeting cancer hallmarks based on Hanahan and Weinberg (Hanahan and Weinberg, 2011) with modifications. DAS: diallyl
sulfide; DADS: diallyl disulfide; DATS: diallyl trisulfide; SAC: S-allylcysteine; SAMC: S-allylmercaptocysteine.
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comparing the effect of poly-allyl sulfides on tubulin depolymer-
ization, authors demonstrated that the in vitro inhibition of tubulin
polymerization depends essentially on the number of sulfur atoms
and that DATTS (8) had the best anticancer potential (Kelkel et al.,
2012).

On the other hand, Bcl-2 family proteins are involved in the
mitochondrial apoptotic pathway, and constitute therefore an
attractive target in anti-cancer drug development. OSCs modulate
all the three major classes of Bcl-2 family proteins. OSCs induce
downregulation of the anti-apoptotic Bcl-2 protein. In acute
myeloid leukemia (AML) U937 cells DATTS (8) reduced Bcl-2 pro-
tein expression levels concomitant with the appearance of Bcl-2
proteolysis products (Cerella et al., 2009). In addition, Shin et al.
showed that DADS (4) markedly reduced Bcl-2 protein expression
in human prostate carcinoma DU145 cells, and that the pro-
apoptotic protein BH3-interacting domain (Bid) was activated
triggering therefore apoptosis (Shin et al.,, 2012). Similarly, Wang
et al. demonstrated that DATS (5) altered Bcl-2 family proteins
through increase of Bax/Bcl-2 ratio leading to enhanced apoptosis
in T24 bladder cancer cells (Wang et al., 2010e). OSCs activate Bax
and Bak pro-apoptotic proteins, which are involved in mitochon-
drial membrane permeabilisation leading to release cytochrome c.
Interestingly, DATTS (8) triggered conformational changes and
activation of both pro-apoptotic Bcl-2 family members sequentially
in U937 cells, with early activation of Bak overlapping with cyto-
chrome c release followed by Bax activation, this latter event
culminating in caspase activation (Cerella et al., 2009). These re-
sults point at a non-redundant role of Bak and Bax in DATTS (8)-
induced cell death. OSCs also caused post-translational modifica-
tion of Bcl-2 protein: Kelkel et al. showed that DATTS (8) induced a
c-Jun N-terminal kinase (JNK)-dependent multisite phosphoryla-
tion of Bcl-2 protein in U937 cells preceding its proteolysis (Kelkel
et al.,, 2012).

The pro-apoptotic role of garlic-derived OSCs is described in
wide range of cancer cell lines (Table 1). Mitotic arrest in G2/M
phase is generally followed by apoptosis. Many findings highlight
kinase-dependent pathways preceding and modulating OSC-
mediated apoptosis (Fig. 3). JNK activation is commonly
observed in several cell models as allicin (1) activates this
pathway in ovarian cancer cells (Xu et al., 2014), SAMC (7) in
human colorectal cancer cells (Zhang et al., 2014b) and DATS (5)
in human bladder cancer cells to trigger apoptosis (Shin et al.,
2014). Ajoene (6) induces reactive oxygen species (ROS) gener-
ation via activation of JNK/p38 pathway thereby partially
contributing to apoptosis in lung adenocarcinoma cells (Wang
et al,, 2016c). Other MAP kinases are also affected by OSCs.
DADS (4) inhibits the MAPK/ERK pathway in ECA109 xenografts
(Yin et al., 2014a) and in esophageal squamous cell carcinoma
(Yin et al., 2014a). DAS (3) down-regulates the MAPK/ERK
pathway in Colo 320 DM human colon cancer cells (Sriram et al.,
2008). OSCs inhibit the lipid kinases too, DADS (4) and DATS (5)
induce apoptosis via inhibition of the phosphoinositide-3 (PI3)/
AKT pathway in prostate (Shin et al.,, 2012) and bladder cancer
cells (Shin et al., 2014), respectively. More recently, the potential
of DATS (5) to mediate apoptosis by suppressing the nuclear
factor-kappa B (NF-kB) pathway through proteasomal degrada-
tion of tumor necrosis factor (TNF) receptor associated factor 6
(TRAF6) has been reported in effusion lymphoma cells (Shigemi
et al., 2016).

The redox balance is crucial for the cellular homeostasis and
alterations of this balance lead to oxidative stress (Durackova,
2010). Compared to normal cells, tumor cells have a higher
threshold for oxidative stress associated to increased ROS levels
(Reuter et al., 2010). ROS promote cell survival and cell proliferation
through activation of several survival pathways such as NF-kB,

MAPK/ERK and PI3K/AKT (Durackova, 2010). Interestingly, OSCs
modulate these signaling pathways as described above. Recently,
Kim et al. showed that DATS (5) induces anti-oxidant enzymes
through nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2)/Kelch-
like ECH-associated protein (Keap1) pathway by targeting cysteine
288 of Keap-1 in AGS human gastric epithelial cells. The authors
reported that the anti-oxidant potential of DAS (3), DADS (4) and
DATS (5) depends on the number of sulfur atoms and is in the order
DATS > DADS > DAS (Kim et al., 2014). These results are in line with
previous results of Liu et al. (Liu et al., 2006) where DATS (5) re-
duces oxidative stress through PI3/AKT-mediated Nrf2/heme oxi-
dase (HO)-1 signaling pathway activation in B35 neural cells (Xu
et al., 2015b).

In contrast pro-oxidant activities of garlic-derived OSCs were
also reported (Busch et al., 2010; Das et al., 2007; Kim et al., 2007;
Na et al., 2012; Wang et al., 2010a; Xiao et al., 2005). The inhibition
of ROS with N-acetyl cysteine (NAC) treatment suppresses the in-
duction of apoptosis by ajoene (6) showing the important role of
ROS generation to induce apoptosis in lung adenocarcinoma cancer
cells (Wang et al., 2016b). Similarly, DATS (5) induces ROS genera-
tion and apoptosis in human breast cancer cells (MCF-7 and MDA-
MB-231) and overexpression of superoxide dismutase (SOD):
Copper/Zinc superoxide dismutase (Cu/Zn SOD) and manganese-
dependent superoxide dismutase (MnSOD) reduce ROS produc-
tion by abolishing DATS (5)-induced apoptosis (Chandra-Kuntal
et al,, 2013).

Besides ROS, modulation of thiols might be an important
determinant in the biological activities ascribed to OSCs, poten-
tially contributing to explain modulation of the cellular targets
mentioned above. The interaction of OSCs with thiol groups such
as cysteines and GSH leads to the modification of the redox
balance and induces conformational changes of several protein
families including tubulin and Bcl-2 proteins, two known targets
of OSCs. DATTS (8) does not induce ROS generation in leukemia
cell models but rather a status of oxidative stress related to the
decrease of the anti-oxidant GSH pool (Kelkel et al., 2012), which
is per se essential for the modulatory role of DATTS (8) as well as
DATS (5) on tubulin polymerization. The anti-oxidant thiol donor
NAC reverses in turn DATTS (8)-induced mitotic arrest in G2/M
phase as monitored by analysis of nuclear morphology and his-
tone H3 phosphorylation in U937 leukemia cells (Kelkel et al.,
2012).

Similarly, redox modulation affects conformational changes
and mitochondrial translocation of Bcl-2 proteins. The oxidation of
cysteine thiols has been described as one of the causative mech-
anisms (D'Alessio et al., 2005). This aspect implies the co-existence
of essential dual modulatory mechanisms at different levels in
OSC-mediated signaling pathways. Bcl-2 proteins, indeed, may be
controlled by phosphorylation (e.g., via early kinase activation) as
well as by a direct interaction and modification of cysteines by
OSCs. Similarly, the early observed activation of several kinases
might be in turn controlled by multiple mechanisms. For example,
besides its well-known redox-dependent activation, JNK,
commonly activated by OSCs as an early event, is known to
physically interact with cytoskeleton components (Nagata et al.,
1998). Also mechanical stress is known to activate JNK (Pereira
et al., 2011). In principle, the inhibition of cytoskeleton polymer-
ization might also play a role in OSC-dependent modulation. Such
diversified modulatory mechanisms might therefore also co-exist,
by working in a concerted or a mutual (and sequential?) fashion,
and make the difference between an early pro-survival stress
response and the late commitment to death, both promoted by
OSCs.

Overall, the role of garlic-derived OSCs in redox modulation
remains controversial; OSCs exhibit pro-oxidant as well as anti-
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Table 1
Overview of the anti-cancer effect of OSCs in cancer cell lines.

Compound Cancer cell model Reference

Allicin (1) Human neuroblastoma cells (SK-N-SH) (Zhuang et al., 2016)
Human hepatocellular carcinoma cells (SK-Hep-1, BEL-7402) (Zou et al., 2016)
Human gastric carcinoma cell (MGC-803) (Zhang et al., 2015b)
Human ovarian cancer cells (SKOV3) (Xu et al,, 2014)
Human glioblastoma cells (U87MG) (Cha et al., 2012)
Human colon cancer cells (HCT-116) (Bat-Chen et al., 2010)

Ajoene (6) Human lung adenocarcinoma cells (A549, NCI-H1373, NC-H1395) (Wang et al., 2016b)

SAC (9) Human hepatocellular carcinoma cells (MHCC97L) (Ng et al., 2012)
Human prostate cancer cells (PC-3) (Liu et al., 2012)

SAMC (7) Colon cancer cells (SW620, SW480, Caco-2) (Liang et al., 2011; Zhang et al., 2014b)
Human breast cancer cells (MCF-7) (Zhang et al., 2014b)
Hepatocellular carcinoma cells (HepG2) (Tong et al., 2014)
Human gastric cancer cells (SGC7901) (Yan, 2014)

DAS (3) Human cervical cancer cells (HeLa) (Wu et al,, 2011a)
Human colon adenocarcinoma cells (Colo 320 DM) (Sriram et al., 2008)

DADS (4) Human gastric cancer cells (SGC-7901) (Wang et al., 2016a)
Human gastric cancer cells (MGC803) (Su et al., 2016)
Human cervical cancer cells (HeLa) (Di et al., 2015)
Human breast cancer cells (MDA-MB-23) (Xiao et al., 2014)
Human esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) (Yin et al., 2014a)
Human prostate carcinoma (DU145) (Shin et al., 2012)
Human breast cancer (MCF-7) (Altonsy et al., 2012)
Human melanoma cells (B16-F10) (Pratheeshkumar et al., 2010)
Hepatocellular carcinoma cells (HepG2) (Ji et al., 2010)

DATS (5) Osteosarcoma cells (MG63, MNNG/HOS) (Wang et al., 2016b)
Human gastric cancer cells (BGC823, SGC7901 and AGS) (Pan et al., 2016)
Triple negative human breast cancer cells (MDA-MB-231, HS 578T) (Liu et al., 2015)
Human breast cancer cells (MCF-7, SUM 159) (Kim et al., 2016)
Primary effusion lymphoma cells (PEL) (Shigemi et al., 2016)
Pancreatic cancer cells (Capan-2) (Ma et al., 2014)
Human bladder cancer cells (T24) (Shin et al., 2014)
Human histiocytic lymphoma cells (U937) (Czepukojc et al., 2014)
Human breast cancer (MDA-MB-23, MCF-7) (Chandra-Kuntal et al., 2013; Na et al., 2012)
Primary colorectal cancer cells (Yu et al,, 2012)
Human lung adenocarcinoma cells (A549) (Li et al., 2012)
Human colon cancer cells (HTC-116) (Busch et al., 2010)

DATTS (8) Human histiocytic lymphoma cells (U937) (Czepukojc et al., 2014; Kelkel et al., 2012)

(

Human colon cancer cells (HTC-116)

Busch et al., 2010)

oxidant activities, depending on the nature of kinases that are
modulated (activation vs. inhibition) upstream of apoptosis.

2.3. In vivo effect of organic sulfur compounds

Recently, numerous in vivo studies reported the anti-cancer
potential of garlic-derived OSCs in animal models. In Table 2 we
present an overview of anti-cancer activities of OSCs in animal
models. OSCs are mostly studied in mice and in various organs.
They typically exhibit anti-cancer activities by blocking tumor
growth, and by reducing tumor size and weight.

Altogether, a wide range of studies described the antitumor ef-
fect of garlic-derived OSCs through various signaling pathways.
Here we reported an exhaustive list of mechanisms of action of
0OSCs described recently in the literature (Fig. 2). Even though there
is an important preclinical research interest in favor of cancer
treatment with garlic-derived polysulfanes, none of these de-
rivatives, so far, underwent clinical trials. The lack of studies about
the specificity of these compounds towards selected cancer models,
the assessment of toxicity towards healthy non-cancerous cells/
tissues, the pharmacokinetic and pharmacodynamic properties and
the compound metabolism were so far major obstacles for appli-
cations of OSCs in translational medicine. In recent years, OSCs are
accepted as HS donors. However, no research is related to the role
of H,S release in the anti-cancer activity of OSCs. Here we aim to
highlight the role of H,S synthesis in human physiological and
pathophysiological functions to provide a better understanding of
0OSCs mechanism of action as H,S donor.

3. Endogenous hydrogen sulfide synthesis and
pathophysiological functions

3.1. General properties and endogenous synthesis

Hydrogen sulfide has been considered as a toxic environmental
pollutant for several centuries. H,S is a flammable colorless gas
with a characteristic odor of rotten eggs (Abe and Kimura, 1996).
Over the past decades H,S was emerging as an important biological
gas, and is considered now as the third essential endogenous
gasotransmitter besides nitric oxide (NO) and carbon monoxide
(CO) in mammals (Wang, 2003). H2S is a weak acid soluble in water,
with a first dissociation pKA of 6.88 at 37 °C and a second disso-
ciation pKA of 19 at 37°. Under physiological conditions (pH = 7.4
and 37 °C), H,S is referring to the total sulfide species, essentially
consisting in the two main forms, the neutral molecular form HaS
(less than 20%) and the predominant nucleophile form HS™; the
sulfide anion S%~ is at a very low concentration. H,S is very instable
in solution and easily oxidized in presence of O, with a high vola-
tility (Hughes et al., 2009).

In mammals, cysteine biosynthesis is the main pathway
involved in H,S production. Cystathionine B-synthase (CBS), cys-
tathionine y-lyase (CSE) and 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase
(3-MST) in combination with cysteine amino transferase (CAT) are
the main three enzymes taking part in the desulfhydration of
cysteine by using cysteine as their biological substrates (Li et al.,
2011) (Fig. 4). CBS and CSE are two pyridoxal-5-phosphate-
dependent enzymes present in the cytosol. CBS is expressed
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Fig. 3. Representation of molecular pathways involved in the pro-apoptotic effect of OSCs. ASK: apoptosis signal-regulating kinase; DADS: diallyl disulfide; DAS: diallyl sulfide;
DATS: diallyl trisulfide; ERK: extracellular signal-regulated kinase; GF: growth factor; GPCR: G protein-coupled receptor; IKK: I-kappa B kinase; II-1: interleukin-1; MEK: mitogen
activated protein kinase kinase; MEKK: mitogen activated protein kinase kinase kinase; MKK: mitogen activated protein kinase kinase; PAK: p21-activated kinase; PDK: 3-
phosphoinositide-dependent kinase; PI3K: phosphatidyl inositol 3 kinase; PKC: protein kinase C; RAF: rapidly accelerated fibrosarcoma; SAMC: S-allylmercaptocysteine; TAK:
Tat-associated kinase; TGF-p: transforming growth factor-p; TNF-o: tumor necrosis factor-o.

predominantly in the central nervous system (Miles and Kraus,
2004) and catalyzes the release of H,S and cystathionine from
homocysteine and via cysteine degradation (Huang and Moore,
2015a). CSE is mainly expressed in the cardiovascular system
and generates cysteine, o-ketobutyrate and ammonia from cys-
tathionine and H,S from cysteine metabolism (Huang and Moore,
2015b). The third enzymatic pathway includes 3-MST and CAT,
which are mainly located in mitochondria and cytosol of various
tissues such as kidney, liver, cardiac and neuroglia cells (Huang
and Moore, 2015a). CAT catalyzes the conversion of cysteine to
3-mercaptopyruvate (3-MP) in presence of a-ketoglutarate. Then
3-MST produce HjS and pyruvate from 3-MP degradation (Li et al.,
2011). H2S is mainly metabolized through oxidation in the mito-
chondria; however, H,S metabolism occurs through methylation
in the cytosol, too. In mitochondria, H2S is first oxidized in pres-
ence of sulfide quinone oxidoreductase (SQOR) into sulfane sulfur
(5%), which is accepted by mobile sulfite (S03™) forming thiosulfate
(5,037). $,03" is the substrate of GSH-dependent thiosulfate sul-
furtransferase (TST) generating glutathione persulfide (GS-SH).
Mitochondrial sulfur dioxygenase (SDO) catalyzes the formation of
sulfite (SO%f) from GS-SH. The last step of H,S metabolism cor-
responds to the oxidation of SO~ to sulfate (SOF~) by sulfite ox-
idase (SO) or to degradation of SO3~ by SQOR to produce S,03~
(Bouillaud and Blachier, 2011; Kimura et al., 2010; Melideo et al.,
2014) (Fig. 5).

3.2. H,S detection

Several analytic methods allow measuring H,S concentration

such as colorimetric assay (methylene blue), ion selective elec-
trodes, gas chromatography and metal induced sulfide precipita-
tion from various sources such as blood, urine, feces, tissues and
serum (Doeller et al., 2005; Kolluru et al., 2013; Ubuka, 2002). These
methods are highly sensitive but they are limited with the post
mortem processing and destruction of tissues and cells (Doeller
et al, 2005). New reaction-based fluorescence methods have
been developed; these new fluorescent probes are compatible with
live cells and tissues (Sasakura et al., 2011) and are based on specific
H,S reactions (Choi et al.,, 2009; Lin and Chang, 2012) such as: 1)
H,S-mediated reduction of azide (N3) substrate or nitro group, 2)
H,S as nucleophile to react with electrophiles and 3) H,S as
nucleophile to react with precipitated metal salts. Although several
probes were developed, few can really detect HaS due to a lack of
sensitivity and/or slow reaction rate with high auto-fluorescence
background (Kimura et al., 2012; Lippert et al., 2011; Qian et al.,
2011). More recently, new developments lead to bioluminescence
probes for H,S detection in mice and cancer cells (Ke et al., 2016).
Altogether the metabolism of H,S is fast and the challenge to detect
sub-micromolar concentrations of H,S is crucial for the field.

3.3. Physiological and pathophysiological functions

Hydrogen sulfide is involved in many physiological and patho-
physiological processes.

One of the first physiological roles attributed to H,S is vasodi-
lation (Hosoki et al., 1997). Katp channels are the main targets of
H,S. Several studies point at a direct interaction between H,S and
cysteines present on the channels as mechanism of modulation. In
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Table 2
Evidence of anti-cancer activity of OSCs in animal models.
0SC Tissue Cancer cell line(s) used Animal model Impact/Molecular target Reference
SAMC (7) Ovary HO08910 and SKOV3 Nude mice Reduction of tumor volume (Wu et al., 2016)
xenograft
Colon SW620 xenograft Nude mice Suppression of tumor growth and metastasis trough induction of apoptosis (Liang et al., 2011)
Prostate PC-3 xenograft SCID mice Suppression of tumor growth and formation of distant metastasis (Howard et al., 2007)
SAC(9) Tongue CAL-27 xenograft Nude mice Inhibition of tumor growth and progression. Inhibition of PI3K/Akt and (Pai et al., 2012)
MAPK/ERK pathways. suppression of epithelial-mesenchymal transition
Liver MHCC-97L xenograft Nude mice Reduction of tumor volume and suppression of lung metastatic potential (Ng et al., 2012)
of MHCC-97L cells
DAS (3) Colon Colo 205 xenograft Nude Mice Suppression of tumor size and weight trough promotion of multidrug (Lai et al., 2012)
resistance-associated protein (MRP3, MRP4 and MRP6) gene expression
DADS (4) Breast MDA-MB-231 xenograft Nude Mice Increase of apoptosis. and decrease of Bcl-2, MMP-9, Snail and active f-catenin (Huang et al.,, 2015)
Breast MDA-MB-231 xenograft Nude Mice Decrease of tumor volume and weight. (Xiao et al., 2014)
Co-treatment with miR-34a enhances the anti-tumor effect of DADS
Colon Colo 205 xenograft Nude Mice Suppression of tumor size and weight trough promotion of multidrug (Lai et al., 2012)
resistance-associated protein (MRP3, MRP4 and MRP6) gene expression
Blood HL-60 xenograft SCID Mice Suppression of tumor growth and increase of histone acetylation (Zhao et al., 2006)
Esophagus ECA-109 xenograft Nude Mice Activation of mitochondria-mediated apoptosis and upregulation (Yin et al., 2014a)
of Bax/Bcl-2 ratio.
Downregulation of the RAF/ERK/MEK pathway
DATS (5) Brain U8B7MG xenograft SCID Mice Reduction of tumor size and tumor mass. (Wallace et al., 2013)
Inhibition of mitosis and reduction of HDAC activity
Lung A549 xenograft Nude Mice Inhibition of tumor incidence and tumor growth (Li et al., 2012)
Colon Colo 205 xenograft Nude mice Suppression of tumor size and weight. trough stimulation (Lai et al., 2012)
CT26 allograft Nude mice of MRP4 and MRP6 gene expression (Wu et al., 2011b)
Reduction of tumor volume and weight
Prostate PC-3 xenograft TRAMP mice Suppression of tumor growth via induction of apoptosis, (Xiao et al., 2006)

downregulation of XIAP and induction of survivin (Kim et al., 2011)

Bax: Bcl-2-associated X protein; Bcl-2: B-cell lymphoma 2; DADS: diallyl disulfide; DAS: diallyl sulfide; DATS: diallyl trisulfide; HDAC: histone deacetylase; PI3K/AKT:
phosphatidylinositol-3-kinase/AKT; MAPK/ERK: mitogen activated protein kinase/extracellular signal regulated-kinase, MMP-9: matrix metalloproteinase-9; MRP: multidrug
resistance associated protein, RAF/ERK/MEK: SAC: S-allylcysteine; SAMC: S-allylmercaptocysteine; SCID: severe combined immunodeficiency; Snail: zinc finger protein; XIAP:
X-linked inhibitor of apoptosis.

rats, intravenous bolus injection of H,S decreases the blood pres-
sure, antagonized by gibenclamide, a Katp channel blocker. H,S acts
directly on isolated vascular smooth muscle cells by increasing Katp
channel currents and inducing membrane hyperpolarization
causing vasorelaxation, antagonized by gibenclamide (Zhao et al,,

2001). Eberhardt et al. showed a direct interaction of HS and NO
generating nitroxyl (HNO) formation and subsequent activation of
the stress sensor, receptor potential channel A1 (TRPA1) through
disulfide bond formation. Then the pro-inflammatory calcitonin
gene-related protein (CGRP) is released mediating systemic
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Fig. 4. Scheme of enzymatic pathways involved in H,S synthesis. 3-CAT: cysteine aminotransferase; 3-MST: 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase; CBS: cystathionine p-synthase;

CSE: cystathionine y-lyase; H,S: Hydrogen sulfide, NH3: ammonia.
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Fig. 5. Scheme of enzymatic pathways involved in H,S degradation. GS-SH: gluta-
thione persulfide; SO3%: sulfite; SO32: sulfate; S,032: thiosulfate; S% sulfane sulfur;
SOD: superoxide dismutase; SQOR: sulfide quinone oxidoreductase; TST: thiosulfate
glutathione sulfurtransferase.

vasodilation (Eberhardt et al., 2014). In addition, H,S induces per-
sulfidation of Cys 43 on the inwardly rectifying potassium channel
subunit Kir6.1 preventing its interaction with ATP and leading to its
binding with phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2). Thereby
the Karp channels are open and the K™ influx leads to the relaxation
of smooth muscle cells (Mustafa et al., 2011). More recently,
Hedegaard et al. showed that micromolar concentrations of free
H,S from exogenous sodium hydrosulfide (NaHS) and sodium sul-
fide (NayS) salts induced relaxation of rat mesenteric small arteries
contracted by norepinephrine. The blockage of voltage-gated po-
tassium channel subunit Ky7 channels with linopirdine inhibited
the NaHS mediated-relaxation of mesenteric arteries supporting
the involvement of K" channels in H,S-mediated relaxation
(Hedegaard et al., 2016).

Oxidative stress is the main causative agent of various disorders
like neuronal damage and degeneration in brain, ischemia-
reperfusion injury in the gastric mucosa and cardiac remodeling
(Kim et al., 2015; Konradi et al., 2015; Li et al., 2007; Liu et al., 2010).
H,S exhibits cytoprotective effects against oxidative stress in
various organs. GYY4137, a slow-releasing H,S donor showed a
protective effect of alveolar growth in broncho-pulmonary
dysplasia through promotion of capillary network establishment
and cell viability (Vadivel et al.,, 2014). GYY4137 acts as a ROS
scavenger in hyperoxia-exposed endothelial cells of human pul-
monary artery (Vadivel et al., 2014). HaS is physiologically produced
in the cardiovascular system through L-cysteine metabolism and
plays a crucial role in cardiac homeostasis. Treatment of smoking
rats with NaHS leads to an anti-oxidant effect of HyS in rat
myocardial tissue through PI3K/AKT-dependent activation of the
Nrf2 pathway (Zhou et al.,, 2015). In gastric epithelial cells, NaHS
exerts cytoprotective effect against ischemia-reperfusion injury
and apoptotic cell death through anti-oxidant and anti-
inflammatory effects by inhibiting the ROS-induced NF-kB
pathway and by suppressing NO, interleukin-6 (I1-6) and TNF-a
production (Guo et al., 2014). H,S plays a protective role in the
central nervous system by protecting neurons against glutamate-
mediated oxidative stress by increasing production of GSH in pri-
mary neurons culture (Kimura and Kimura, 2004). Moreover, HaS
protects neural cells from traumatic brain injury-mediated
apoptosis and autophagy activation by reversing caspase-3 cleav-
age, Bcl-2 decrease and conversion of microtubule light chain-I to
-1 (LC3I-1I) (Zhang et al., 2014a).

HjS possesses a pro-angiogenic effect by increasing cell growth
and migration via PI3BK/AKT (Cai et al., 2007) and p38/MAPK
(Papapetropoulos et al., 2009; Zhen et al., 2015b) pathways in
endothelial cells. H,S enhances angiogenesis by activating vascular
endothelial growth factor receptor (VEGFR)-2 by reducing the

cysteine disulfide bond between Cys1045 and Cys1024 in vascular
endothelial cells (Tao et al., 2013). HS stimulates the formation of
new blood vessels; in vivo the chicken chorioallantoic membrane
model showed that H,S increases the vascular network length and
branching in a concentration-dependent manner (Papapetropoulos
et al., 2009).

Evidence suggests that HS can modulate inflammatory
response. H,S plays both anti-inflammatory and pro-inflammatory
roles. The hormetic dose-response of HS could explain these
opposite effects: at physiological concentration, HaS acts as anti-
inflammatory mediator whereas at higher concentrations, H,S
generates a pro-inflammatory effect (Li et al., 2006). Accordingly,
some anti-inflammatory drugs were combined to HaS donors to
overcome gastric damage and leucocyte adherence induced by
non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and cyclo-
oxygenase (COX)-2 inhibitors: these derivatives have been signifi-
cantly improved compared to their parent drugs (Wallace, 2007)
(Table 3). Several studies reported the potential of HaS to reduce
pro-inflammatory cytokines such as II-1p (Ha et al., 2015) and 11-6
(Xin et al., 2016) through different mechanisms of action like in-
hibition of the NF-«kB (Xu et al., 2015a) and MAPK pathways (Wu
et al,, 2015).

One mode of H,S signaling is by protein modification of cysteine
residues on target proteins through sulfhydration or persulfidation,
which are ascribed to play comparable functional roles to nitro-
sylation (Paul and Snyder, 2015). Endogenous H2S converts cysteine
thiol groups (SH) to perthiol (SSH) groups while NO targets cyste-
ines to generate S-nitrosothiol (SNO) groups. Cysteines represent
crucial residues whose status regulates the activity of many en-
zymes and proteins in a direct or indirect way. Frequently present
in catalytic pockets of enzymes or in protein domains orchestrating
events of protein-protein interaction as well as conformational
changes, the modification of their thiol group (e.g., by oxidation
and/or derivatization) belongs to an ancestral modality of regu-
lating crucial homeostatic cellular processes. Mustafa et al,
assessed for the first time by a modified switch biotin assay that
endogenous H,S determines S-sulfhydration of cysteine residues
of many proteins important for cell metabolism and cellular shape/
motility including glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), B-tubulin and actin (Mustafa et al., 2009). These modi-
fications respectively increase GAPDH activity and actin polymeri-
zation. The phenomenon has been investigated in liver where the
redox status is crucial also for channel-mediated detoxifying ac-
tivity of this organ.

Sulfhydration and nitrosylation offer a versatile and diversified
modulation of same cellular mediators, whenever playing multi-
tasking activity. The case of GAPDH modification is a paradig-
matic example. Beside its glycolytic function, GAPDH may localize
into the nucleus and orchestrate transcriptional events. S-nitro-
sylation of cysteines on GAPDH inhibits its glycolytic activity while
promoting first its interaction with factors bearing a nuclear
localization signal and next its translocation to the nucleus where
GAPDH mediates cell death through p300/CREB-binding protein
(CBP) activation (Sen et al., 2008). On the opposite, HS-mediated
sulfhydration increases GAPDH glycolytic activity by about 700%
(Mustafa et al., 2009). Indeed, GAPDH plays a critical role in cancer
cells depending on its modulation: ADP ribosylation of GAPDH
enhances cell survival but in contrast S-nitrosylation of GAPDH
promotes apoptosis (Zhang et al., 2015a).

A body of evidence indicates that HS-mediates S-sulfhydration
as an event triggered during cellular stress response to offer a pro-
survival advantage.

H,S mediates cytoprotection and delays cellular aging via pro-
tein modification. HS-mediated S-sulfhydration of MEK1 at
cysteine 341 induces ERK1/2 phosphorylation which in turn
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Major categories of H,S donors.
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Category

H,S releasing agents

References

Inorganic sulfide salts

Garlic-derived OSCs

HS-NSAIDs*

Lawesson's reagent

Cysteine analogs

Thiol-activated

Sodium sulfide (Na,S)
Sodium hydrosulfide (NaHS)
Calcium sulfide (CaS)
Allicin

Ajoene

DAS

DADS

DATS

ACS-6 (Sildenafil)

ACS-15 (Diclofenac)
ATB-343 (Indomethacin)
ATB-346 (Naproxen)
ATB-337 (Diclofenac)
ATB-429 (Mesalamine)
GYY4137
Phosphorodithioate
S-allylcysteine

S-propyl cysteine
S-propargyl cysteine
N-mercapto-based donors

(Kashfi and Olson, 2013)

(Benavides et al., 2007; Chuah et al., 2007; Jacob et al., 2008; Tsai et al., 2015)

(Caliendo et al., 2010)

(Li et al., 2008)

(Park et al., 2013)

(Gong et al.,, 2011; Wang and Dubois, 2010; Wang et al., 2010a; Wang et al., 2010b;
Wang et al., 2010c; Wang et al., 2010d; Wang et al., 2010e)

(Zhao et al., 2014b; Zhao et al., 2015)

Perthiol-based donors
Dithioperoxyanhydrides
Aryl-thioamide-based donors
gem-dithiol-based donors

2 Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NS-AIDs) coupled to DTTs to form hybrids.

promotes poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) activation,
thereby increasing the efficiency of DNA damage repair and coun-
teracting cellular senescence (Zhao et al., 2014a). In line with these
results, CSE knockdown mice exhibit accelerated cellular senes-
cence (Yang et al., 2013), thus reinforcing the anti-aging modula-
tory activity of endogenous H3S.

Endogenous H,S promotes sulfhydration of Cys 38 of p65 sub-
unit resulting in the increase of NF-kB anti-apoptotic target gene
activity (Sen et al., 2012). Importantly both inducers of the NF-kB
signaling pathway, TNF-a and lipopolysaccharide (LPS) trigger a
robust increase in HyS as an early response which gradually de-
clines in favor of p65 nitrosylation. Mutations in CSE catalyzing HaS
synthesis attenuate the transcriptional and anti-apoptotic func-
tions of NF-kB, thus indicating an important role for H,S -mediated
sulfhydration in the anti-apoptotic role of NF-kB.

H,S modulates endoplasmic reticulum (ER) stress response
which involves activation of protein kinase RNA-like ER kinase
(PERK) by Tyr phosphorylation and inhibition of PERK by protein
Tyr phosphatase B1 (PTPB1). Eukaryotic translational initiation
factor2a (eiF2a) phosphorylation by PERK inhibits subsequently
protein translation. H,S sulfhydrates the phosphatase PTPB1 at Cys
215 thereby inactivating its catalytic function, which in turn leads
to an increase of the phosphorylated PERK pool with suppression of
protein translation (Krishnan et al., 2011). Also in this instance, CSE
knockdown relieves PTPB1 sulfhydration and inhibition, doc-
umenting the modulatory role of endogenous H;S production in ER
stress. Interestingly, several OSCs have been also reported as
modulators of ER stress and unfolded protein response (UPR). S-
thiolation of ajoene interferes with protein folding thus leading to
the accumulation of misfolded proteins paralleled by ER stress and
UPR activation (Kaschula et al., 2016).

H,S induces antioxidant response via sulfhydration at Cys 151 of
Keap1, the endogenous negative regulator of Nrf2, leading to Nrf2-
Keap1 dissociation and activation of the antioxidant transcription
factor Nrf2 (Yang et al., 2013).

Altogether, endogenous production of H,S is activated when
cells cope with several types of stress. H,S exerts a wide range of
biological activities including cytoprotective, pro-angiogenic, anti-
oxidant, anti-inflammatory effects and modulates the efficiency of

metabolic (e.g., glycolysis) as well as ion channel activities. Protein
sulfhydration plays a pivotal role in many of these physiological
processes, mostly offering a survival advantage. Such aspects warn
about the potential risk associated with an exploitation of these
same protective pathways in cancer cells as part of a defense
response to stress-induced agents intended to play an anti-cancer
activity.

4. Garlic-derived organic sulfur compounds act as natural
hydrogen sulfide donors

As summarized above, in vitro and in vivo studies previously
described the various biological activities of garlic-derived OSCs,
which are connected to the number of reactive sulfur atoms. In the
literature, OSCs are accepted as organic HaS donors in several re-
views (Kashfi and Olson, 2013; Lee and Deng, 2015; Zhao et al.,
2014b, 2015). Unfortunately, experimental studies related to HaS
release from OSCs are limited. Nevertheless, the presence of reac-
tive sulfur atoms in OSCs prompts researchers to study HaS release
by garlic-derived compounds. Jacob and colleagues provided a
chemical overview of sulfur-containing agents able to elicit HaS
production (Jacob et al., 2008). For example, DAS (3) could generate
H,S by forming sulfoxides and sulfones catalyzed by cysteine-S-
conjugate-f lyase. DADS (4) could release H,S through thiol/di-
sulfide exchange by nucleophilic substitution of a-and/or olefinic
carbons. Moreover, DATS (5) could produce H,S through exchange
reactions of hydrogen disulfide (RSSH) and hydrogen trisulfide
(RSSSH) by cleaving cysteine-sulfur bonds. Finally, DATTS (8) could
release H,S through exchange reactions of RSSH, sulfide ion (5%7),
RSSSH and hydrogen tetrasulfide (RSSSSH) by cleaving cysteine-
sulfur bonds (Jacob et al., 2008). From this perspective, few
studies confirmed the potential of garlic-derived compounds to
release HjS.

The attribution of biological functions of garlic-derived OSCs to
H,S release started in 2007 with Benavides et al. (Benavides et al.,
2007) who reported for the first time that H,S mediated the
vasoactivity of garlic in rats. Interestingly, these authors explored
the chemical efficacy of garlic-derived OSCs in GSH-mediated H,S
release, which was the highest with DATS (5) followed by DADS (4),
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DAS (3) and allyl methyl sulfide (AMS) (10). The vasorelaxation of
aorta rings was concentration-dependent and was maximal with
DATS (5) followed by DADS (4), DAS (3) and AMS (10). In addition,
the cardioprotective effect of garlic was associated to the H,S pro-
duction by S-allylcysteine (7) in rat acute myocardial infraction
(Chuah et al., 2007). Liang et al. reported that DATS (5) is a GSH-
mediated fast donor of H,S whereas DADS (4) is a slow donor in
both chemical and biological systems (Liang et al., 2015). Then,
DATS (5) protects rat cardiac cells from high glucose-induced
apoptosis in vitro and in vivo, by increasing CSE expression and
reducing ROS generation. Reduction of apoptosis was linked to the
anti-oxidant response of DATS (5) and to the promotion of insulin-
like growth factor 1 receptor (IGF1R)/AKT survival pathway in H9c2
cells (Tsai et al., 2015).

Altogether, even though OSCs are accepted as H,S donors and
that few studies described a correlation between cardioprotection
of polysulfanes and HaS release, no research is yet related to the
specific relationship between H,S and anti-cancer properties of
polysulfanes.

Here we hypothesize that OSCs may mediate anti-cancer effect
through HjS-related pathways as many biological actions of HaS
and OSCs occur, at least in part, through sulfhydration of cysteine-
containing proteins.

We will discuss below that H,S exerts paradoxical pro-cancer
effects while the inhibition of its biosynthesis leads to anti-cancer
effects. This dual role of H,S on cancer might be a limiting factor
for the anti-cancer potential of OSCs.

5. Anti-cancer potential of garlic-derived organic sulfur
compounds is limited by the dual role of hydrogen sulfide

Numerous sources of exogenous H,S were identified; we sum-
marized these major classes of HS donors in Table 3. Among them,
0OSCs is an important class of H,S donors and they have been widely
studied in cancer research as described above. Accordingly, OSCs by
acting as H,S donors, became new candidates in cancer therapy by
inhibiting cancer progression, blocking mitosis and inducing cell
death. In contrast, the anti-cancer potential of HS remains
controversial as it can also exhibit pro-tumor effects. Interestingly
several cancer cell lines including colon (Szabo et al., 2013), ovarian
(Bhattacharyya et al., 2013), prostate (Guo et al., 2012) and breast
cancer (Sen et al.,, 2015) exhibit high expression levels of CBS
compared to non-cancerous cells. Increased CBS activity is associ-
ated with cell proliferation, migration and invasion in HCT-116
colon cancer cells. Therefore, the suppression of CBS expression
by short hairpin (sh)RNA leads to the inhibition of cell proliferation
and to the decrease of H,S production in colon cancer cells (Szabo
et al.,, 2013). Cellular bioenergetics is crucial in the regulation of
cancer progression; pharmacological inhibition by aminooxyacetic
acid (AOAA) as well as shRNA-mediated inhibition of CBS reduce
the basal mitochondrial respiration, ATP synthesis and the respi-
ratory reserve capacity in human HCT116 colon cancer cells
(Hellmich et al., 2015; Szabo et al., 2013). Downregulation of CBS
with specific siRNAs leads to impairment of cell proliferation,
oxidative stress and sensitizes to cisplatin thereby triggering
apoptosis in several ovarian cancer cell lines including A2780 and
its cisplatin-resistant variant A2780/CP-70, OV202 and SKOV3 cells
(Bhattacharyya et al., 2013; Hellmich et al., 2015). Studies on xe-
nografts of colon or ovarian cancer reported the pro-tumor effect of
H,S. The pharmacological inhibition of CBS inhibits tumor growth
of HCT-116 cell tumor xenografts in athymic nude mice (Hellmich
et al,, 2015). Furthermore, knockdown of CBS in an orthotopic
mouse model leads to the inhibition of tumor growth by enhancing
cisplatin toxicity on ovarian cancer A2780/CP-20 xenografts
(Bhattacharyya et al., 2013).

Upregulation of CSE and CBS have been reported in several tu-
mors and were associated to a pro-carcinogenic effect. Increased
CSE, CBS and mercaptopyruvate sulfurtransferase (MPST) expres-
sion was associated to the most advanced cancer stages and grades
in urothelial bladder carcinoma cells (Gai et al., 2016). CSE upre-
gulation was observed in SW480 colon cancer cells and the tran-
scription of the CSE gene was associated to the activation of Wnt/B-
catenin pathway leading to proliferation and migration of cancer
cells in vitro. shRNA-mediated silencing of CSE as well as its phar-
macological inhibition, reduced tumor xenograft growth of colon
tumor in nude mice (Fan et al., 2014). The HS/CSE pathway was
implicated in hepatoma cell proliferation (Pan et al., 2014). Inhibi-
tion of this pathway leads to oxidative stress, accompanied by
mitochondrial disruption and increased apoptosis (Pan et al., 2014).

Angiogenesis plays a crucial role in tumor progression and HaS
is an endogenous stimulator of angiogenesis by accelerating cell
growth, migration and capillary morphogenesis of endothelial cells
as reported above (3.3). The silencing of CSE leads to inhibition of
H,S synthesis and to the reduction of VEGF signaling thereby
limiting the migration of endothelial cells (Papapetropoulos et al.,
2009). Suppression of CBS by shRNA or pharmacological agents
inhibits tumor angiogenesis in HCT116 tumor xenografts (Szabo
et al., 2013). More recently, Zhen et al. reported that HS pro-
motes proliferation, angiogenesis, and migration of PLC/PRF/5
hepatoma cells by activating the NF-kB pathway (Zhen et al.,
2015a).

Various mechanisms are involved in the pro-tumor effect of HoS
including enhanced proliferation, migration and angiogenesis be-
sides inhibition of mitochondrial bioenergetics and apoptosis. The
findings above reported that CSE as well as CBS inhibition coun-
teract the pro-tumor effect of elevated endogenous H,S concen-
trations. Owing to the role of HyS in cancer, several enzyme
inhibitors of H,S production were synthetized. The most potent one
is the AOAA that is inhibiting both CBS and CSE enzymes whereas
D,L-propargyl glycine (PAG) and B-cyano-Il-alanine (BCA) are spe-
cific inhibitors of CSE (Szabo, 2007). In contrast, we showed above
that exogenously administered H,S donors such as OSCs exhibit
anti-cancer activity. This dual role of H,S might be related to the
bioavailability and biodegradation of H,S. The continuous biosyn-
thesis of HaS due to hyper-activation of CBS/CSE enzymes could
promote carcinogenesis in cells whereas micromolar concentra-
tions of exogenously administrated HoS might rather have benefi-
cial effects. The bioavailability of H,S should be shorter because of a
rapid disappearance whereas exposure to higher doses may exac-
erbate or prolong stress response turning them into a no longer
protective but rather detrimental outcome in cancer cells. There is a
subtle difference between the ranges of concentrations deter-
mining physiologic (homeostatic) vs. pathologic or lethal outcomes.
Here, the identification of anti-cancer effects of OSCs related to HxS
release by evaluating the “real” HaS pool after exogenous H,S
treatment and the translation of these in vitro effects to those
in vivo is critically missing.

6. Conclusions

H,S participates in numerous physiological and pathophysio-
logical activities. Recent research indicates that this gaso-
transmitter exerts a complex biphasic pharmacological activity.
Various studies showed both pro- and anti-cancer effects of HaS
leading to controversies in the field, thereby requiring a deeper
understanding of the mechanism of action of H,S and also its
pharmacokinetic characteristics, its intracellular transport and
metabolism to help designing new anti-cancer agents based on
H,S-releasing agents. The specific anti-cancer action of OSCs is also
not well established yet; the correlation between anti-cancer effect
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of garlic derived-OSCs and H3S remains an active field of investi-
gation considering that garlic-derived OSCs are H,S donors. Accu-
mulating evidence support the therapeutic potential of HaS
releasing drugs like garlic-derived OSCs as anti-cancer drugs. H,S is
a highly diffusible gas with the advantage to easily penetrate into
the tumor. No studies were dedicated to the role of HaS in OSC-
mediated anti-cancer activity. Therefore, we have to carefully
elucidate the mechanism of action of HyS released from OSCs. We
should identify how fast OSCs release HaS; what are the chemical
products of this release; what can be the inter-reactivity with other
biomolecules; and what is the toxicity of OSC-released HyS.
Another point to consider is that, so far only few studies investi-
gated toxicity of HaS-donors. We must to clearly identify the toxi-
cology of exogenous H,S in animal models. Indeed, zebrafish are
emerging tools for drug-discovery and a better understanding of
OSC distribution, metabolism and excretion (MacRae and Peterson,
2015). Zebrafish are prominent models to evaluate the effect of HzS
in neighboring organs particularly nervous and cardiovascular
systems, which would be the most affected by the toxicity of HaS
gasotransmitter.
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Polysulfanes show chemopreventive effects against gastrointestinal tumors. We identified diallyl tetra-
sulfide and its derivative, dibenzyl tetrasulfide (DBTTS), to be mitotic inhibitors and apoptosis inducers.
Here, we translate their application in colorectal cancer (CRC). MALDI-TOF-MS analysis identified both
compounds as reversible tubulin binders, validated by in cellulo a-tubulin degradation. BRAF(V60OE)-
mutated HT-29 cells were resistant to DBTTS, as evidenced by mitotic arrest for 48 h prior to
apoptosis induction compared to KRAS(G12V)-mutated SW480/620 cells, which committed to death

:;2/ 1‘?’ c;rgjiﬁ de earlier. The prolonged mitotic block correlated with autophagy impairment and p62 protein accumu-
Mitoi,ic arrest lation in HT-29 but not in SW480/620 cells, whereas siRNA-mediated p62 inhibition sensitized HT-
Cell death 29 cells to death. In silico analysis with 484 colorectal cancer patients associated higher p62 expression

and reduced autophagic flux with greater overall survival. Accordingly, we hypothesized that DBTTS
targets CRC survival/death through autophagy interference in cell types with differential autophagic
capacities. We confirmed the therapeutic potential of DBTTS by the inhibition of spheroid and colony
formation capacities in CRC cells, as well as in HT-29 zebrafish xenografts in vivo.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

Autophagic flux
Zebrafish xenografts

Abbreviations: Baf, bafilomycin A1; BRAF, v-Raf murine sarcoma viral oncogene Introduction

homolog B; CFAs, colony formation assays; CHCA, o-cyano-4-hydroxy-cinnamic
acid; CHX, cycloheximide; CIMP, CpG island methylator phenotype; CIN, chromo-
somal instability; CRC, colorectal cancer; DATTS, diallyl tetrasulfide; DBTTS,
dibenzyl tetrasulfide; DHB, 2,5-dihydroxybenzoic acid; EGFR, epithelial growth
factor receptor; FDR, false discovery rate; GO, gene ontology; HO, heme-oxygenase;

Despite progress in molecular testing and identification of pre-
dictive biomarkers, colorectal cancer (CRC) remains the second
leading cause of cancer-related deaths worldwide. Chemotherapy is

KEAP1, kelch-like ECH-associated protein 1; KRAS, v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog; LC3, microtubule-associated protein light chain 3; MALDI-
TOF-MS, matrix assisted laser desorption ionization-time of flight-mass spec-
trometry; MSI, microsatellite instability; MTA, microtubule-altering agent; mTOR,
mammalian target of rapamycin; NRF2, nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2;
NF-kB, nuclear factor-kappa B; OSC, organic sulfur compound; PGP, p-glycoprotein;
PI, propidium iodide; PIK3CA, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase;
PTEN, phosphatase and tensin homolog; Q-RT-PCR, quantitative real-time poly-
merase chain reaction; ROS, reactive oxygen species; SD, standard deviation; siRNA,
small inhibitor RNA; TEM, transmission electron microscopy; TFA, trifluoroacetic
acid; TP53, tumor protein 53; TREAT, t-tests relative to a threshold.
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associated with limited efficacy in tumors at stages > II. KRAS (V-
Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), PIK3CA
(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase), and BRAF (v-Raf
murine sarcoma viral oncogene homolog B) are among the most
frequently mutated oncogenes [1,2]. Testing for KRAS/BRAF status
is a criterion for prognostic stratification, used primarily as an un-
favorable marker to preclude specific therapies (e.g., anti-epithelial
growth factor receptor [EGFR] therapy). Additionally, a high per-
centage of patients with one or both of these mutations do not
respond to all major drug combination regimens, including those
involving monoclonal antibodies. The reasons behind this lack of
response are still unclear in most cases.
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Many epidemiological studies have confirmed the chemo-
preventive effect of a diet that includes onions and garlic. Subse-
quent experimental studies have identified organic sulfur
compounds (OSCs), specifically polysulfanes, as potential targets
for anticancer drug development [3]. Tumors of the gastrointestinal
tract could potentially benefit from the chemopreventive effect of
0SCs. We previously showed that garlic-derived OSCs targeted the
microtubular network and inhibited tubulin polymerization, lead-
ing to mitotic arrest [4]. Benzyl tetrasulfide (DBTTS), a derivative of
the natural compound diallyl tetrasulfide (DATTS), has demon-
strated improved pharmacological and anti-cancer properties
compared to its naturally occurring counterpart [5]. Moreover,
DBTTS diffuses and crosses membrane barriers without requiring
specific transport systems for internalization or extrusion [6].

Blocking mitotic progression by targeting microtubules of
proliferating tumor cells is a consolidated strategy, which relies on
prototypical natural agents such as Vinca alkaloids (Vinca rosea) or
taxanes (Taxus brevifolia) [7] and more recently, epothilones (i.e.,
Sporangium cellulosum) [8]. Mitotic inhibitors are widely used in
combination treatments for various types of lung, bladder, and
ovarian tumors. However, they are currently not in clinical use to
treat colon cancer, a disease that exhibits a high level of chemo-
resistance towards spindle poisons, as taxanes have failed to pro-
vide significant clinical benefits in phase II trials [9]. P-
glycoproteins (PGPs) are highly expressed in the gastrointestinal
tract and contribute to resistance to paclitaxel [10].

Increased rates of autophagy are a hallmark of colorectal cancer.
The most frequently administered 5-fluorouracil promotes auto-
phagy, and strategies that involve impairing the autophagic flux can
sensitize colon cancer cells to death [11]. As the modulation of the
microtubular network impacts progression of the autophagic flux,
novel compounds interfering with the autophagic flux in CRC could
lead to therapeutic improvement.

In this study, the tubulin binder DBTTS triggered mitotic arrest
followed by apoptosis in both KRAS(G12V)-mutated SW480/SW620
and BRAF(V600E)-mutated HT-29 cells. In HT-29 cells, stalled auto-
phagy was concomitant with the accumulation of the p62 protein in
mitotically arrested cells. Conversely, siRNA-mediated targeting of
p62 sensitized cells to apoptosis. Autophagosomes also accumulated
in DBTTS-treated SW480/SW620 cells concomitant with apoptosis
induction. We validated the anti-cancer potential of DBTTS in 3D
spheroid and colony formation assays, which was further confirmed
by in vivo inhibition of HT-29 xenograft growth in zebrafish. Alto-
gether, our results provide evidence of the in vitro and in vivo ca-
pacity of DBTTS to efficiently target CRC, pointing to the existence of
a cell-type dependent autophagy impairment involving p62.

Materials and methods
Cell culture and reagents

The colorectal cancer cell lines HT-29 (Deutsch Sammlung von Microorganis-
men und Zellkulturen, DSMZ, Leibniz, Germany), SW480, and SW620 (American
Type Culture Collection, ATCC, Manassas, VA, USA) were cultured in RPMI 1640
medium (BioWhittaker, Lonza, Verviers, Belgium) supplemented with 10% (v/v) fetal
bovine serum (Sigma-Aldrich, Bornem, Belgium) and 1% (v/v) antibiotic-antimycotic
(BioWhittaker). Cells were seeded at a density of 3 x 10° cells/ml in 6-well plates to
achieve a confluence of 60% at the moment of treatment, after a 24 h incubation in a
humidified atmosphere at 37 °C and 5% CO,.

DATTS and DBTTS were synthetized, as previously described [5], with DBTTS
showing improved solubility in aqueous media, reduced volatility and odor, pow-
dery consistency, and suitable lipophilicity to cross membranes by Lipinski's Rule of
Five [5]. DATTS and DBTTS were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO; stock so-
lution: 50 mM). Vinblastine, vincristine (stock solutions: 1.2 mM), and paclitaxel
(stock solution: 7 mM), were obtained from Teva® Pharmaceutical Industries
(Petach Tikva, Israel) as ready-to-use injectable solutions; intermediate stocks were
freshly prepared and dissolved in sterile water. The vacuolar pump inhibitor bafi-
lomycin A1 (Baf; 10 nM, stock solution: 100 uM) and the mammalian target of
rapamycin (mTOR) inhibitor PP242 (10 pM, stock solution: 10 mM) were obtained
from Sigma-Aldrich. The protein synthesis inhibitor cycloheximide (CHX; 10 uM,

stock solution: 10 mM) and the proteasome inhibitor MG132 (5 uM, stock solution:
50 mM) were purchased from Calbiochem (Leuven, Belgium). All compounds were
dissolved in DMSO.

Cell viability measurement and apoptosis assessment

Cell viability was measured using 1 mg/ml of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromide (MTT) reagent (Sigma-Aldrich) according to the
manufacturer's instructions. Apoptosis was assessed through morphological anal-
ysis of the nucleus following Hoechst 33342 staining (1 pg/ml, 15 min; Sigma-
Aldrich) using fluorescence microscopy (Olympus, Aartselaar, Belgium) [12].

Cell cycle assessment

Cell cycle was analyzed according to standard procedures. Briefly, adherent cells
were trypsinized, and both floating and trypsinized cells were harvested. After
centrifugation (5 min, 1200 rpm), pellets were fixed with 70% (v/v) ethanol for at
least 40 min on ice. Cells were incubated for 20 min in phosphate buffer solution
(PBS) containing one pg/ml of propidium iodide (PI; Becton Dickinson Biosciences,
Erembodegem, Belgium) and 100 pg/ml RNase A (Roche, Luxembourg). Flow
cytometry (FACScalibur, BD Biosciences, San José, CA, USA), with the CellQuest
software (BD Biosciences, Erembodegem, Belgium), was used to record 10,000
events/sample. Data were analyzed with the Flow]Jo887 software (Tree Star Inc.,
Ashland, OR, USA).

Caspase-3-7 assay

The caspases-3/-7 activity assay was assessed using Caspase-3/-7® Glo assay
purchased from Promega (Leiden, The Netherlands). Cells (2.0 x 10%) treated with/
without 50 uM of DBTTS were incubated for 1 h at room temperature with 50 pl of
reagent. Caspase activity was monitored using a Centro LB 960 plate-reading
luminometer (Berthold, Bad Wildbad, Germany).

Matrix assisted laser desorption ionization-time of flight-mass spectrometry (MALDI-
TOF-MS) analysis

Chemicals and reagents. All solvents were high-performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) grade. Acetonitrile was obtained from Thermo Fisher Scientific (Geel,
Belgium), and 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) and a-cyano-4-hydroxy-cinnamic
acid (CHCA) were obtained from Sigma-Aldrich (St Quentin-Fallavier, France). Tri-
fluoroacetic acid (TFA) was purchased from Merck Schuchardt (Hohenbrunn, Ger-
many). HTS tubulin (purity of 97%, Cat #HTS02-B/092) and the tubulin buffer (Cat
#BST01-001/069) were purchased from Cytoskeleton (Boechout, Belgium).

Matrices. Different matrices and solvent conditions were evaluated to analyze
DATTS and DBTTS using MALDI-TOF-MS. These conditions are listed in Table 1. All
depositions were made using the dried-droplet method with an analyte/matrix ratio
of 1to 1.

MALDI-TOF-MS. MALDI-TOF-MS measurements were carried out on a Bruker
ultraflex II TOF/TOF mass spectrometer (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Ger-
many), equipped with the SCOUT 384 probe ion source, using a nitrogen pulsed
laser (337 nm, model VSD-337ND; Laser Science Inc., Boston, MA, USA) with an
output energy of 400 pJ/pulse. The ions were accelerated without delayed
extraction conditions in positive ion mass reflectron mode with ion source 1 (IS1)
set to 25.13 kV, ion source 2 set to 21.18 kV (84.4% IS1), the lens set to 9.05 kV (36%
IS1), the reflector set to 26.43 kV (13.87 kV [52.5% reflection]), using the “RP_0O-
1kDa.par” method. All spectra data presented resulted from four series of 200 laser
shots from four different locations ([M+H]" for the different species). The positive
ions were accelerated with a 200-ns extraction delay. The source pressure was
105 mbar, and the analyzer pressure was 10~ mbar. Mass spectra were manually
acquired, using FlexControl (Bruker Daltonik GmbH) software, by accumulating
four series of 1000 laser shots, and the respective analysis was performed using the
FlexAnalysis software. Internal calibration was conducted using DHB or CHCA
matrix peaks, depending on the matrix used. The DHB peaks used were: the DHB
monoisotopic peak, m/z 154.02606 (M**), m/z 155.03389 ([M+H]"), m/z 273.03936
([2M-2H20]%), m/z 137.0233 ([M-OH] "), m/z 308.0532 ([2M]""), and values of DHB
adducts with ions such as Na* (m/z 177.0158) and K" (m/z 192.9898). The CHCA

Table 1

Development and optimization of the MALDI-TOF-MS conditions. Observed ions in
MALDI-TOF-MS for DATTS and DBTTS are reported with related statistics for the
incubated samples.

Compounds  Observed ions Observed mjz  Theoretical m/z Am (ppm)
DATTS [M-H]* 208.9597 208.9587 4.8
M 209.9653 209.9665 5.7
[M+H]* 210.9126 210.9685 -28
DBTTS [M-H]* 308.0051 308.9968 22
M 310.0032 309.9973 -1.6
[M+H]* 311.0013 310.9877 -57
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Fig. 1. DATTS and DBTTS are reversible tubulin binders. MALDI-TOF-MS of a) DATTS and b) DBTTS. [2 DHB]** corresponds to a dimer ion from the matrix (2,5-dihydroxybenzoic
acid) and blue arrows corresponds to other interferences. ¢) Possible formation of the [M-H]" fragment ion at m/z 209 from the molecular ion M** for DATTS. d) MALDI-TOF-MS of
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correspond to matrix peaks. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article).
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Fig. 2. DBTTS modulates the microtubule network. Immunofluorescence in situ analysis of changes induced in the tubulin pattern by DBTTS (ICso) treatment (24 h) in HT-29,
SW480, and SW620 cells (images are representative of three independent experiments).

Table 2 peaks used were: the CHCA monoisotopic peak, m/z 189.0420 (M*"), m/z 190.0454
DBTTS ICsg in CRC cell lines. DATTS and DBTTS ICsq values (LM) were calculated using ([M+H]"), m/z 379.0925 ([2M]*"), and m/z values of CHCA adducts with K" m/z
the MTT test. Data are the mean + SD (n = 3). 228.00575.

ICs5o (LM)

Western blot analysis
DATTS (uM) DBTTS (uM)

Protein extracts (40 pg) and western blot were carried out as previously
24h 48h 72 h 24h 48 h 72h described [13]. Membranes were blocked using phosphate-buffered saline (PBS)
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Fig. 3. DBTTS leads to mitotic arrest and apoptosis in HT-29, SW480, and SW620 cells. a) Cell cycle assessment after PI staining and flow cytometric analysis in HT-29, SW480,
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and SW620 cells (three independent experiments + SD). *, **,

indicate p < 0.05, p < 0.01, p < 0.0005, respectively. b) Analysis of nuclear morphology using Hoechst staining after

treatment with 50 uM (HT-29) or 10 uM (SW480 and SW620) of DBTTS. ¢) Kinetic analysis of cyclin B1 expression using western blot at indicated times/concentrations of DBTTS in
HT-29, SW480, and SW620 cells. All results are representative of three independent experiments. *, **, *** indicate p < 0.05, p < 0.01, p < 0.0005, respectively. Two-way ANOVA test

(cell cycle); posthoc: Dunnett's test.

LC3B (L7543; Sigma Aldrich). This was followed by incubation with the corre-
sponding secondary antibody (dilution 1:4000; for LC3B, dilution 1:20,000),
horseradish peroxidase (HRP)-conjugated, for 1 h at room temperature (Santa
Cruz Biotechnology). B-actin (A5316, dilution 1:10,000 for the primary and sec-
ondary antibody; Sigma Aldrich) and Coomassie blue (LKB, Villeneuve-la-
Garenne, France) were used as loading controls. After visualization of the pro-
tein bands by chemiluminescence using the ECL + Western Blotting Detection
System kit (GE 36 Healthcare, Roosendaal, The Netherlands), blot quantifications
were performed using the Image] software (version 1.43u; National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA; http://rsbweb.nih.gov/ij/), and results were normal-
ized to the control.

Immunofluorescence

Cells (3 x 10%) were seeded in 6-well plates and treated with DBTTS (50 uM) for
24 h. At the end of the treatment, cells were fixed for 20 min at 4 °C, then per-
meabilized using Cytofix/Cytoperm™ (BD Biosciences). Cells were washed twice
with the Cytowash/Cytoperm™ solution, then incubated with the primary anti-
bodies, a-tubulin (CP06; Calbiochem) or p62 (sc-28359; Santa Cruz Biotechnology),
for 1 h at room temperature, followed by the corresponding Alexa-Fluor dye con-
jugated secondary antibody (488 nm goat anti-mouse, 568 nm goat anti-rabbit;
Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Tournai, Belgium) for 30 min at room tem-
perature. Samples were washed twice and then analyzed by fluorescence micro-
scopy using the cell'M software (Olympus).

Proteasome activity assay

Proteasome-Glo™ cell-based assays (Chymotrypsin-like/Caspase-like/Trypsin-
like; Promega) were used according to the manufacturer's instructions. Cells were
treated with the indicated concentrations of DBTTS or MG132; the luminescence
signal was quantified using a luminometer. Cell viability was measured in parallel
using the Cell Titer-Glo® Luminescent Cell Viability Assay kit (Promega). Data were
normalized to the control.

Electron microscopy

At least 3 x 10 cells were prepared as previously described [14]. Ultrathin
sections were analyzed using a high-resolution transmission electron microscope
(TEM; JEM 3010; JEOL Ltd., Tokio, Japan).

Colony formation assays

HT-29, SW480, and SW620 cells (10° cells/ml) were grown in semi-solid
methylcellulose-based medium (Methocult H4230; StemCell Technologies Inc.,
Vancouver, Canada) supplemented with DBTTS at indicated concentrations. After 10
days, colonies were detected after incubation for 10 min with 1 mg/ml of MTT re-
agent (Sigma-Aldrich). Clones were scored using the Image] software (U.S. National
Institute of Health).

Generation of HT-29 spheroids

Spheroids were generated using the hanging drop method [15] with modifica-
tions. Briefly, 30 ul drops of complete medium containing DBTTS, vinblastine,
vincristine, or paclitaxel at indicated concentrations and 1 x 103 HT-29 cells each
were seeded on the cover of a Petri dish containing 10 ml of PBS. After 4 days of
incubation, spheroid growth was evaluated by light microscopy (Olympus) to esti-
mate the spheroid area using the Image] software. Cell viability of spheroids was
assessed using the luminescent Celltiter-Glo® 3D cell viability assay according to the
manufacturer's instructions.

In vivo assay

Wild type zebrafish (Danio rerio) were maintained according to Seoul National
University (SNU) guidelines [12]. For cancer xenograft assays, 2 x 102 HT-29 cells,
untreated or treated with DBTTS at indicated concentrations for 48 h and stained at
the last 2 h of incubation with 4 uM of the Cell tracker CM-Dil dye (Invitrogen™™,
Seoul, Korea), were injected into the yolk sac of at least 10 zebrafish (PV820
microinjector; World Precision Instruments, FL, USA). Injected zebrafish were
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Fig. 4. DBTTS induces apoptotic cell death in HT-29, SW480, and SW620. a) Transmission electron microscopy showing apoptotic features in the three cell models. Analysis of
caspase-3 cleavage by western blot in HT-29 (b), SW620 (d), SW480, (f) and the corresponding caspase-3/-7 activity assay in the three cell models (c, e, g) after incubation with 0, 10,
50, 100 pM of DBTTS in HT-29 cells and 10 uM DBTTS in SW620 and SW480 cells. Etoposide (VP16, 20 uM) was used as a positive control. All results are representative of three
independent experiments. *, **, *** indicate p < 0.05, p < 0.01, p < 0.0005, respectively, compared to control cells. Two-way (cell cycle) or one-way ANOVA test (caspase activity

assay); posthoc: Dunnett's test.

incubated in 96-well plates containing Danieau's solution with 0.003% phenylthio-
urea (PTU) at 28.5 °C for 72 h, then transferred onto a glass slide and immobilized in
a drop of 3% methylcellulose in Danieau's solution to take pictures with a fluores-
cence microscope (Leica DE/DM 5000B, Seoul, Republic of Korea). The tumor fluo-
rescence area was quantified using the Image] software.

Transfections

DNA plasmid. Cells (3 x 10°) were grown on 6-well plates or glass coverslips and
then transfected with Lipofectamine® LTX and Plus™ reagent (Invitrogen™), ac-
cording to the manufacturer's instructions, with the pSELECT-GFP-hLC3 (psetz-
gfplc3; InvivoGen, Toulouse, France) fusion gene. Cells transfected with the GFP-LC3
plasmid for 24 h were treated with DBTTS for 24 h followed by Baf treatment. The

percentage of GFP-LC3-positive cells with punctae formation per positive cell were
assessed using fluorescence microscopy (Olympus).

Small inhibitor RNAs. A double silencing procedure was performed as follows:
HT-29 cells were seeded at 1.125 x 10° cells/ml in 25 cm? flask; after 24 h, they were
transfected with small inhibitor RNAs against human SQSTM1 (SI03089023,
S103116750; QIAGEN, Venlo, The Netherlands) using INTERFERin® reagent (Polyplus,
Illkirch, France), according to the manufacturer's instructions. In parallel,
1125 x 10° cells/ml in 25 cm? flasks were incubated in the presence of AllStars
negative control siRNA (QIAGEN) or transfection reagent only (Polyplus). After 48 h,
cells were harvested by trypsinization and seeded again at 3 x 10° cells/ml. After
24 h, transfection was repeated. After 72 h, p62-knockdown cells were seeded at a
concentration of 3 x 10° cells/well and after 24 h treated with 50 uM DBTTS.
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Fig. 5. Survival depending on autophagy in colorectal cancer. Overall (upper panel) and disease-free (lower panel) survival curves in all provisional TCGA colorectal samples with
protein expression data. Number of samples per group and p-value (log-rank test) are shown. Samples were split into expression groups according to expression z-scores (z < 0 or

z > 0). Autophagy groups were defined from combined beclin 1 and p62 expression levels.

Gene expression analyses using quantitative real-time polymerase chain reaction
(Q-RT-PCR)

RNA extraction, reverse transcription, and real-time PCR were carried out as
previously described [13]. The following primers (Eurogentec, Liege, Belgium) were
used: - (forward 5’-CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT-3/, reverse 5-AGCACTGTGTTGGCG-
TACAG-3'), SQSTM1 (forward 5'-GAGGATCCGAGTGTGAATTTCCT-3/, reverse 5'-
CTTCTTTTCCCTCCGTGCTCC-3'), heme oxygenase-1 (forward 5'-TGAACTCCCTGGA-
GATGACTC-3/, reverse 5'-AGCTCCTGCAACTCCTCAAA-3').

Reactive oxygen species generation

Cells (1 x 10%) were seeded in 96-well plates and then treated with DBTTS (50 or
10 uM) at indicated times. At the end of the treatment, cells were labeled with 10 uM
of 2/,7" dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCF-DA; Life Technologies, Gent,
Belgium). Fluorescence was measured using the SpectraMax Gemini EM fluorometer
and SoftmaxPro5 software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Differential transcriptomic analysis in cell lines

Analyses were performed using the R platform (ver. 3.3.1) and Bioconductor
[16]. Data were retrieved using GEOquery [17]. We used data from the dataset
GSE20298 [18], containing 44 samples of 12 cell lines. Differential analysis was
performed using limma library [19], taking into consideration all arrays of the
dataset. Differential expression was computed for the following contrasts: SW620
vs. SW480, SW620 vs. HT-29, and SW480 vs. HT-29, in triplicate. P-values were
adjusted for multiple comparisons using the false discovery rate (FDR) method [20].
We considered genes with a fold change larger than 2 and an FDR p-value smaller
than 0.05 as significant, using the t-tests relative to a threshold (TREAT) method [21].

Association between protein expression and patient survival

Protein expression data were retrieved from the TGCA provisional colon cancer
dataset [1] using the cgdsr package [22]. Groups were defined on the basis of
normalized protein expression levels (z-score); patients were defined as having a
low (z-score < 0) or high (z-score > 0) expression profile. For autophagy, groups
were defined from the combination of beclin 1 and p62 expression; samples with
high levels of beclin 1 and low levels of p62 were considered “high autophagy”
(N = 104), while samples with low beclin 1 and high p62 were considered “low
autophagy” (N = 120). Samples with mixed levels for these proteins were put in the
intermediate group (N = 260). Survival curves were analyzed via the log-rank
(Mantel-Haenszel) test, using the survival package [23,24]. All analyses were per-
formed in the R environment (ver. 3.2.3) [16].

Statistical analyses

Data are the mean of three independent experiments + standard deviation (SD).
Statistical analyses were carried out using the GraphPad Prism 6.0 software (La Jolla,
CA, USA), specifically, one-way or two-way analysis of variance (ANOVA) followed by
indicated post hoc analyses. P-values below 0.05 were considered statistically
significant.

Results
DATTS and DBTTS are reversible tubulin binders

To assess the primary pharmacological target of diallyl sulfides,
we assessed the binding of DATTS and DBTTS to tubulin using
MALDI-TOF-MS [25,26], based on our previously published data.
Overall, incubation of tubulin peptides with DATTS/DBTTS vali-
dated both compounds as direct and reversible tubulin binders.
Observed ions are summarized in Table 1. Mass spectra for DATTS
and DBTTS are presented in Fig. 1a-b. The expected ions, M* and
[M+H]", were observed for both compounds with the main peak
corresponding to a fragment with a loss of a proton, indicative of
the possible formation of the [M+H]" fragment ion at m/z 209 from
the molecular ion M" for DATTS (Fig. 1c). The same mechanism may
be involved in the formation of m/z 309 for DBTTS. Signals of DATTS
appeared in the mass spectrum, leading to the conclusion that
DATTS behaves as a reversible inhibitor of tubulin (Fig. 1d). Similar
conclusions may be drawn for DBTTS, although the interference of
the matrix was more abundant around m/z 300 than around m/z
200. Moreover, the signal to noise ratios were weaker than those
obtained with DATTS (Fig. 1e).

Differential colon cancer cell line sensitivity to DBTTS

We then investigated tubulin-targeting properties and verified
any differential tubulin expression patterns through an in silico



146 E. Yagdi Efe et al. / Cancer Letters 410 (2017) 139—157

a)

Control

C HB PP C HB PP DBTTS 50uM
b) 8h 12h 24h 48h 72h
+ -+ -+
LC3I - — - —_— —

Lc3l

e — ————

0.3 03 18 0304 1905 1.10.71.1 0.7 0.9

B-actin e e et et ettty e i, et

PO2 | — e — — e — . G e "

0.7 0.5 0.9 0.7 0.3 0.8 0.4 0.8 0.41.0 0.6 0.4

B-actin W

Fig. 6. DBTTS induces autophagy flux impairment in HT-29 cells. a) TEM pictures of HT-29 cells treated with ICsq values of DBTTS. a-c) Corresponding magnifications show
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TEM and western blot analysis of d) LC3 conversion and e) p62 in HT-29 cells treated with 50 pM DBTTS in the presence/absence of bafilomycin A1 (Baf). f) Immunofluorescence
microscopy analysis of HT-29 cells transfected with GFP-LC3 plasmid and treated for 24 h with 50 uM DBTTS or 10 nM bafilomycin A1l. Histogram (right panel) represents the
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respectively. Graphs correspond to area and volume measurements. i) TEM analysis of HT-29 treated with VINB and VINC (50 uM, 3 nM, and 5 nM) at indicated times. j) Western
blot analysis of p62 protein in HT-29 cells treated with VINB and VINC (ICs at indicated times). All results are representative of three independent experiments. One-way ANOVA;
post hoc: Sidak's test (GFP-LC3 punctae formation quantification); Two-way ANOVA; post hoc: Tukey's test (spheroids area and volume measurements). *, **, *** indicate p < 0.05,

p < 0.01, p < 0.0005 versus control cells, respectively; #, *# ### indicate p < 0.05, p < 0.01, p < 0.0005, respectively, for IC;o versus ICsp.

approach using a publicly available dataset (GSE20298) [18]. For
our investigations, we selected non-metastatic (HT-29 and SW480)
vs. metastatic (SW620) cells, which are expected to display het-
erogeneity related to cell cycle, proliferation, and migration, in
addition to drug resistance [27]. Additionally, these cells possess
different genetic profiles for KRAS and BRAF (HT-29: KRAS wild
type, BRAF(V600E)-mutated; SW480/620: KRAS(G12V)-mutated,
BRAF wild type), two genes that contribute to dysregulated can-
cer cell proliferation when mutated [28,29]. Interestingly, SW480
and SW620 were resected from the same patient (SW480 from a
primary tumor and SW620 from a metastatic abdominal lymph
node). We identified 204 genes (Suppl. Fig. 1a) that were differ-
entially expressed. Interestingly, numerous tubulin-related genes
(Suppl. Fig. 1b) were among these identified genes; TUBB6 (tubulin,
beta 6 class V), TUBB2B (tubulin, beta 2B class IIb), and TUBB4A

(tubulin beta 4A class IVa) were expressed at significantly higher
levels in SW480 and SW620 than in HT-29 cells. Next, we selected
DBTTS (ICs9 concentrations at 48 h) for mechanistic studies to
confirm microtubules as a DBTTS target and monitored the o-
tubulin network structure using immunofluorescence microscopy.
Tubulin disarrangements were visible after 24 h in all instances
(Fig. 2), corroborating the MALDI-TOF-MS results and validating our
previous findings in leukemia [4].

As a consequence of the binding of diallyl sulfides in vitro,
confirmed by in silico data and in cellulo tubulin disarrangements,
we investigated the effect of DATTS and DBTTS on the proliferation
of these three CRC cell lines by quantifying metabolically active
cells (Table 2). Overall, susceptibility was in the order of
SW620 > SW480 > HT-29, and DBTTS appeared to act as the most
efficient compound [5]. Sensitivity to DATTS/DBTTS correlated with
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Fig. 6. (continued).

cell doubling time, where HT-29 (40—60 h) was more resistant
compared to SW480 and SW620 (25—30 h and 20.4 h, respectively).
SW cell types exhibited higher levels of c-Myc amplification [30].

DBTTS induces mitotic arrest followed by apoptosis in CRC cells

Considering the more efficient interaction and inhibition po-
tential of DBTTS, we further investigated the anticancer potential of
this compound in CRC. As the tubular network targeted by diallyl
sulfides plays a crucial role in cell division and cell cycle

progression, we analyzed the cell cycle response of CRC cells to
DBTTS. We observed a significant accumulation of cells in G2-M
after 6-9 h, peaking at 24 h (Fig. 3a). Nuclear morphology assess-
ment using Hoechst staining confirmed a dotted pattern in the
chromatin after 24 h, suggesting a mitotic arrest in the prom-
etaphase [4,31] (Fig. 3b). The accumulation of the G2-M transition
marker, cyclin B1, further confirmed this arrest in the early phases
of mitosis (Fig. 3c).

Mitotic arrest was followed by induction of apoptosis in all cell
models. An increase of cells in the sub-G1 phase followed the
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accumulation in G2-M phase from 48 to 72 h of treatment (Fig. 3a).
TEM analysis confirmed the accumulation of dying cells with
apoptotic morphological alterations (Fig. 4a). In HT-29 cells, DBTTS
induced a robust cleavage/activation of the effector caspases
following 72 h (Fig. 4b-c). In SW620 cells, caspase cleavage/acti-
vation was detected after 48 h of treatment with 10 uM DBTTS
(Fig. 4d-e). In SW480 cells, caspase-3 cleavage was modestly
detectable at all time points with 10 uM DBTTS treatment, as
confirmed by the caspase-3/-7 activity assay (Fig. 4f-g).

In silico TCGA colorectal cancer patient survival is improved when
the autophagic flux is impaired

In addition to mitotic arrest, alterations in microtubular dy-
namics can also affect the autophagic flux [32]. We hypothesized

that autophagy could be a key determinant of CRC cell survival.
Interestingly, a survival analysis of 484 CRC patients showed that
lower beclin 1 levels combined with higher p62 expression, both
contributing to a reduced autophagic flux, which could be
associated with a significantly increased overall survival (Fig. 5).
We thus hypothesized that CRC cell autophagic flux could
contribute to survival, whereas inhibition of the autophagic
machinery would deprive CRC cells of an essential pro-survival
mechanism. Accordingly, any compound causing extensive
autophagic impairment would eventually lead to cellular
demise. As DBTTS initially triggered an inhibition of early mitosis
via perturbation of the microtubular network prior to cell death
induction, we suspected that a perturbation of the autophagic
machinery by DBTTS would contribute to sensitizing CRC cells to
apoptosis.
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Fig. 6. (continued).

Response to DBTTS impairs autophagic flux in CRC cells

Next, we verified any modulatory potential of DBTTS on auto-
phagy using a multiparametric approach. First, we monitored
DBTTS-treated vs. untreated HT-29 cells using TEM. All cells with
prometaphase-like condensed chromatids exhibited abundant
autophagic vacuoles with phagophores and autophagosomes pre-
dominating over autophagolysosomes (Fig. 6a). This phenomenon
was detectable at 24 h, as well as 48 h of treatment when mitotic
arrest became the predominant feature. The observation of auto-
phagolysosomes was limited to advanced apoptotic cells at 72 h

(Fig. 6a). Concomitant with mitotic arrest, we saw a persistent
accumulation of LC3-II and SQSTM1/p62 cargo proteins, overall
indicating autophagy modulation by DBTTS (Fig. 6b). Incubation
with the autophagic flux inhibitor Baf, which prevents late-phase
degradation of autophagic vacuoles and related markers,
confirmed physiological autophagy in untreated HT-29 cells but not
in DBTTS-treated cells, where no further accumulation of pre-
fusion complexes were observed (Fig. 6¢). To confirm our results,
we assessed the expression of autophagy markers in the presence
of Baf. First, we performed a more stringent kinetic analysis at
earlier time points using western blot. Baf increased LC3-II levels
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a)

b)

Fig. 7. Impact of DBTTS on autophagy in SW480 and SW620 cells. a-b) TEM analysis of SW480 and SW620 cells treated with DBTTS (10 uM) for the indicated times. c-d) Western
blot analysis of LC3-I/LC3-II and p62 protein expression levels in SW480 and 620 after treatment with 10 uM DBTTS at the indicated times, in the presence or absence of bafilomycin
A1 (10 nM) with respective controls. All results are representative of three independent experiments.

between 3 h and 9 h, as expected for an active autophagic flux;
however, Baf failed to do so at 24 h, where the LC3-II signal reached
a plateau, supporting the hypothesis of an inhibition of the auto-
phagic flux at the pre-fusion complex stage (Fig. 6d). SQSTM1/p62
accumulated starting from 9 h and its expression level did not
change in the presence of Baf, correlating with autophagy inhibi-
tion (Fig. 6e). Second, we monitored autophagosome formation in
GFP-LC3-transfected HT-29 cells by examining the percentage of
GFP-LC3-positive cells with punctae formation (Fig. 6f). In DBTTS-
treated HT-29 cells, Baf again did not generate any differences
compared to untreated cells.

Aside from the autophagy-lysosomal pathway, ubiquitin-
proteasomal degradation also contributes to regulating protein
homeostasis. To assess potential compensation for autophagy
impairment, we quantified the three main proteasomal activities to
demonstrate that DBTTS treatment increased chymotrypsin-like
proteasomal activity (Suppl. Fig. 2) concomitant with SQSTM1/
p62 accumulation. Overall, these results provide strong evidence of
a defective protein homeostasis induced by DBTTS, concomitant
with mitotic arrest in HT-29.

Considering the crucial role of microtubule-altering agents
(MTAs) in cancer therapy, the effect of DBTTS showed similar
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Fig. 7. (continued).

kinetics in mitotic arrest/cell death commitment in various CRC cell
lines, as well as the ability to impair spheroid formation (compar-
ison with ICsg and ICyg concentrations, Suppl. Table I; Fig. 6g-h).
Interestingly, DBTTS induced a much greater p62 protein accumu-
lation concomitant with the accumulation of autophagic vesicles
(Fig. 6i-j).

To generalize our findings, we used SW480 and SW620 cells and
investigated the effect of DBTTS on autophagic flux. These cell types
showed a less prolonged mitotic blockage and reduced extensive
autophagic vacuole accumulation (Fig. 7a-b), confirmed by a less
significant LC3-I/Il conversion. Baf per se induced strong LC3-II
accumulation, verifying a very high basal autophagic flux in these
fast-cycling cell types. In both cell lines, p62 was not modulated
(Fig. 7¢-d), though autophagosome accumulation was detectable
after 72 h of DBTTS treatment. Altogether, these results indicate
that perturbation of autophagy may be an early response
depending on the cellular context.

Mechanistic role of p62 protein accumulation in DBTTS-treated HT-
29 cells

The in situ analysis of p62 cellular localization in DBTTS-treated
HT-29 cells showed a dotted cytoplasmic pattern, resembling an

LC3-II punctae network (Fig. 8a), suggestive of protein accumula-
tion as a result of pre-fusion complex accumulation (Fig. 8a). p62 is
known to be upregulated in the case of defective autophagy/
catabolism or by de novo synthesis [33,34]. Thus, we assessed any
change in p62 mRNA levels using real-time PCR. DBTTS increased
p62 mRNA levels between 3 h and 6 h in HT-29 cells (Fig. 8b). No
modulation of p62 mRNA expression occurred in SW480 and
SW620 cells (Fig. 8c-d), in line with the p62 protein expression
levels (Fig. 7c-d).

To assess the importance of protein neosynthesis in p62 accu-
mulation, we inhibited protein synthesis with CHX. Our results
show that simultaneous administration or 8 h-pretreatment of HT-
29 cells with 10 uM CHX efficiently prevented p62 protein modu-
lation by DBTTS (Suppl. Fig. 3a). However, CHX also prevented the
accumulation of cells in the G2/M phase (Suppl. Fig. 3b), most likely
due to inhibition of the synthesis of essential cell cycle regulators, a
fact that might preclude the conclusion regarding a direct or up-
stream effect of this modulation on p62.

We then hypothesized that the modulation of p62 expression
was part of a pro-survival response of HT-29 cells in a last attempt
to resist DBTTS. p62 proteins deliver ubiquitinated proteins to the
proteasome acting as a mediator between the autophagic ma-
chinery and the ubiquitin-proteasome system [35]. Autophagy
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Fig. 8. Expression and role of p62 protein accumulation in DBTTS- challenged HT-29 cells. a) Inmunofluorescence analysis of p62 protein expression (TxRed) and GFP-LC3
punctae (FITC) formation in cells treated with DBTTS (50 uM) for 24 h. Nuclei were counterstained with Hoechst. p62 mRNA expression level was assessed using qRT-PCR after
treatment with 50 or 10 uM of DBTTS at the indicated times in b) HT-29 cells, ¢) SW480 cells, and d) SW620 cells (three independent experiments + SD). Effect of p62 silencing
(siRNA 5 and 6) on e) DBTTS-mediated cell cycle distribution and f) p62 protein expression as well as caspase-3 cleavage after DBTTS treatment at indicated times (three inde-
pendent experiments + SD). g) The graph represents caspase-3/-7 activity assay performed after p62 silencing and DBTTS (50 pM) treatment. *, **, *** indicate p < 0.05, p < 0.01,
p < 0.0005 versus control cells, respectively. Two-way (cell cycle analysis) and one-way (caspase-3/-7 assay) ANOVA test; post hoc: Dunnett's and Turkey's test, respectively.

impairment was accompanied by increased proteasomal activity,
which may also contribute to a pro-survival function during auto-
phagic flux dysfunction (Suppl. Fig. 2). We used the proteasome
inhibitor MG132 to assess whether inactivation of the proteasome
could sensitize HT-29 cells to death. Simultaneous administration
or 4 h pre-treatment with 5 uM MG132, however, completely

blocked DBTTS-induced G2-M arrest (Suppl. Fig. 3c). In line with
these results, p62 protein accumulation did not occur
(Suppl. Fig. 3d).

Next, we directly modulated p62 expression through genetic
inhibition with two siRNAs targeting p62 (siRNA 5 and 6). p62
silencing did not affect cell cycle distribution after 24 h and 48 h of
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Fig. 8. (continued).

DBTTS treatment, but it promoted cell death after 72 h, as indicated
by quantification of the number of cells in the sub-G1 phase
(Fig. 8e). This was further confirmed by caspase-3/-7 cleavage and
activation (Fig. 8f-g).

Translational potential of DBTTS in CRC

Considering the interesting therapeutic potential of DBTTS, we
confirmed the anticancer potential of this compound in in vitro and
in vivo using 3D CRC cell models. Colony formation assays of HT-29,
SW480, and SW620 cells showed DBTTS impacting all cell lines in a
dose-dependent manner (Fig. 9a). Moreover, DBTTS prevented
spheroid formation in HT-29 cells; specifically, this area was
impacted by a decrease in cell viability in a dose-dependent
manner (Fig. 9b).

To extend the in vitro colony formation assays (CFAs) to in vivo
conditions, we further validated the anticancer potential of DBTTS
in a zebrafish xenograft model. HT-29 cells were treated with 10 or
50 uM DBTTS for 30 h to commit cells while maintaining their
viability. Fluorescently stained cells were then injected into the
yolk sac of zebrafish at 48 h post-fertilization. Results showed that
DBTTS induced a dose-dependent inhibition of HT-29 tumor mass
formation after 72 h (Fig. 9c-d).

Discussion

This study provides evidence to support the anticancer potential
of DBTTS, a derivative of the natural compound DATTS, for the
treatment of specific forms of CRC. Here, we validate for the first
time that i) these compounds act as reversible binders of tubulin, ii)
the efficacy of DBTTS is superior to DATTS due to improved
chemical-physical characteristics, and iii) the cell cycle arrest and
cell death induction of CRC cell models depend on a peculiar
modulation of the autophagic flux during mitotic arrest (Fig. 10).
This response seems to be cell-intrinsic as canonical MTAs
generate, in HT-29 cells, a pattern of alterations very similar to
DBTTS (comparison between IC;p and ICsq values).

Autophagy plays a dual role in cancer. On one hand, it protects
healthy cells from tumorigenesis via degradation of damaged or-
ganelles and aggregated proteins; on the other hand, autophagy
acts as a pro-tumor resource by providing essential nutrients for
tumor growth. Additionally, cancer cells exacerbate autophagy as a
stress response against anti-cancer treatment [11]. Of note, DBTTS
induces a remarkable increase in the autophagic marker and cargo
protein, p62. The accumulation of autophagic vacuoles, as well as
p62 modulation, take place during mitotic arrest but do not overlap
with the apoptosis that occurs at later periods in time. We
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hypothesized that impairment in the autophagic flux is detectable
as part of the early stress response/damage induced by DBTTS in
mitosis-arrested HT-29 cells, which, as not resolved, culminates in
cell demise via apoptosis.

p62 is a multitasking cellular signaling hub, as evidence by its
ability to recruit numerous interacting partners [36], and plays a
crucial role in autophagy and more broadly, carcinogenesis [37].
Mathew et al. [38] provided the first evidence that p62 protein
promotes tumorigenesis through perturbation of nuclear factor-
kappa B (NF-«kB) signaling. Wei et al. showed that p62 knock-
down synergize with autophagy suppression to inhibit tumor
growth, suggesting that the development of more effective anti-
cancer therapies should take into consideration the inhibition of
both these markers/events [39]. Furthermore, caspases are among
the binding partners of p62 [39—41]. These results indicate a
modulatory effect of p62 on cell death mediators; but, they also
highlight a potential dual and active role played by this protein in
the survival/death balance. The sensitization of HT-29 cells to cell
death after p62 silencing supports the idea that p62 accumulation
acts as a pro-survival response. Here, we showed clearly that p62
accumulation via autophagy impairment was cell-type dependent,
as DBTTS was unable to inhibit the autophagy flux in SW480 and
SW620 cells, exhibiting a stable basal autophagy level instead.
Similarly, p62 mRNA was increased in HT-29 but not in the more
sensitive SW480 and SW620 cells, where autophagy is not modu-
lated. In HT-29 cells, p62 protein accumulations appeared in dotted
areas similar to LC3-I/-I accumulation. Altogether, we believe that
the observed p62 protein upregulation was the result of de novo
synthesis combined with aggregation in specific subcellular areas.

p62 modulates the nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2
(NRF2)/kelch-like ECH-associated protein 1 (KEAP1) pathway
through its ability to chelate KEAP1 during oxidative stress [42].
p62 accumulation might belong to an anti-oxidant response in

DBTTS-treated HT-29 cells. Accordingly, we observed a significant
increase in antioxidant heme-oxygenase (HO)-1 mRNA expression
(Suppl. Fig. 3b), concomitant with increased mRNA expression of
p62 in HT-29 cells, but not in SW480 and SW620 cell lines
(Suppl. Fig. 3b). However, we did not detect reactive oxygen species
(ROS) generation in the three cell lines investigated (Suppl. Fig. 3a).
Alternatively, a potential modification of the thiol pool may trigger
increased HO-1 or p62 mRNA levels [4]. Further investigations are
required to elucidate this point, taking into account that the reac-
tive sulfur atoms of the DBTTS molecule may directly interact with
the cysteine residues of KEAP1 [43], In the clinical setting, patients
with RAS-mutated CRC respond poorly to chemotherapy due to
increased drug resistance and absence of sensitivity to targeted
therapies [44]. We found that KRAS(G12V)-mutated cells were
more sensitive to DBTTS compared to KRAS wild type HT-29 cells.
This alteration correlates with a higher amplification of c-Myc
levels [30] and deregulated higher proliferation rate and poor
response of mutated forms of cancer to current multi-drug com-
bination therapies. In contrast to various studies supporting BIII-
tubulin overexpression as the cause of microtubule altering agent-
resistance in many cancers [45], our analysis of the public micro-
array dataset indicated that DBTTS is more efficient in SW480 and
SW620 cells, independent of Blll-tubulin expression levels
(Suppl. Fig. 1). However, our MS analysis did not identify the spe-
cific binding site of DBTTS on B-tubulin. Thus, the involvement of
these specific tubulin isotypes in the differential response to
DBTTS-mediated treatment remains to be elucidated. Interestingly,
pathway and gene ontology (GO) enrichment analyses of differ-
ently modulated genes revealed that in SW480/620 cells, pathways
related to lipid metabolism were exacerbated compared to those in
HT-29 cells, in line with their faster cycling (Suppl. Fig. 1a).

In our case, RAS-mutated SW480 and SW620 cells were more
sensitive to DBTTS, thus encouraging us to test this compound as a
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novel approach in patient-derived organoids to mimic, as much as
possible, the cancer microenvironment. Altogether, this study
suggests the benefit of DBTTS for CRC treatment, as well as a po-
tential ability to stratify CRC models by response. In this instance, a
combination of DBTTS with BRAF inhibitors such as vemurafenib or
EGFR inhibitors for RAS-mutated cells may be considered.
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RESUME
Le cancer colorectal est une cause majeure de morbidité et de mortalité dans le monde entier. Des études épidémiologiques révélent une

corrélation inverse entre le risque de développer un cancer du colon et un régime alimentaire riche en ail. De nombreux travaux
scientifiques rapportent |'activité anti-cancéreuse des polysulfures de diallyle (PSDA) dérivés de I'ail dans divers types de cancer in vitro et
in vivo. Le mécanisme d'action le mieux connu repose sur l'induction de I'arrét mitotique suivi de I'apoptose. La tubuline est identifiée
comme nouvelle cible thérapeutique des PSDA. La tubuline est fondamental dans la progression de I'autophagie, source nutritionnelle
essentielle pour le développement du cancer au stade avancé, et I'activation de |'autophagie joue un réle de chimiorésistance dans le
traitement du cancer du colon.
L'hypothése de ce projet est que les PSDA dérivés de I'all interagissent avec la tubuline pour altérer |'organisation du réseau microtubulaire
responsable de |'inhibition de la prolifération cellulaire et de la modulation de |'autophagie dans |e cancer du cdlon.
Dans un premier temps, nous avons analysé l'impact du TTSDA/TTSDB sur le réseau microtubulaire. Nous avons montré que le
TTSDA/TTSDB interagissait avec la tubuline par spectrométrie en masse. Nous avons montré que |'organisation microtubulaire est altérée
danslestroislignées cellulaires : HT-29 (mutées BRAF), SW480 (mutées KRAS) et SW620 (mutées KRAS, métastatiques), plus sensibles
au TTSDB que le TTSDA. Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié le réle anticancéreux du TTSDB dans le cancer du c6lon. Nous
avons montré que le TTSDB induisait un arrét mitotique suivi de la mort cellulaire dans toutes lignées confondues. Son activité
antiproliférative est validée dans un systéme de culture 3D et in vivo. Nous avons aussi montré que I'effet du TTSDB est comparable aux
agents altérant les microtubules. Dans un troisieme temps, nous avons évalué I'impact du TTSDB dans l'autophagie. L'inhibition de
I'autophagie est accompagnée par I'accumulation de la protéine p62, qui joue un role de survie dans les cellules HT-29 uniquement.
Ensemble, nous avons identifié ['autophagie comme mécanisme de survie lors de I'arrét mitotique prolongé en fonction du type cellulaire.
Cette étude permettra d'envisager un ciblage thérapeutique selon le profil génétique du cancer du cdlon.
Mots clés: cancer, cdlon, tubuline, autophagie, polysulfure de diallyle

ABSTRACT
Colorectal cancer isamajor cause of morbidity and mortality worldwide. Epidemiological studiesreveal an inverse correlation between the
risk of developing colon cancer and a garlic-rich diet. Many scientific studies reported the anti-cancer activity of diallyl polysulfides
(DAPS) derived from garlic in various types of cancer in vitro and in vivo. The best-known mechanism of action is the induction of mitotic
arrest followed by apoptosis. Here tubulin is identified as a new therapeutic target for DAPS. Tubulin is fundamental in the progression of
autophagy, an essential energy source for the development of advanced cancer, and autophagy activation plays a role of chemoresistance
against the treatment of colon cancer.
The hypothesis of this project is that garlic-derived DAPS interact with tubulin to ater the microtubule network organization responsible
for the inhibition of cell proliferation and modulation of autophagy in colon cancer.
First, we analyzed the impact of DATTS/DBTTS on the microtubular network. We have shown that DATTS/DBTTS interacts with tubulin
by mass spectrometry. We have shown that the microtubule organization is altered in the three cell lines: HT-29 (BRAF mutated), SW480
(KRAS mutated) and SW620 (metastatic, KRAS mutated), which were more sensitive to DBTTS than DATTS. In a second step, we
studied the anticancer activity of DBTTS in colon cancer. We showed that DBTTS induced mitotic arrest followed by cell death in all cell
lines. Its anti-proliferative activity is validated in a 3D culture system and in vivo. We have also shown that the effect of DBTTS is
comparable to microtubule altering agents. In a third step, we evaluated the impact of DBTTS in autophagy. Inhibition of autophagy is
accompanied by accumulation of the p62 protein, which plays a survival rolein HT-29 cells only.
Altogether, we identified here autophagy as a survival mechanism during prolonged mitotic arrest depending the cell type. This study will
allow usto consider targeted therapy according to the genetic profile of colon cancer.

Key words: cancer, colon, tubulin, autophagy, diallyl polysulfide
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