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RESUME

L’hyperthermie ou thermothérapie, I’une des rares stratégies a adopter en tant que
thérapie alternative prometteuse, est utilisée dans le domaine médical en combinaison
avec la radiothérapie et/ou la chimiothérapie pour traiter le cancer. Elle a recours a la
chaleur (39-43 °C) pour détruire les cellules cancéreuses. Bien qu’utilisée
efficacement lors des essais cliniques en Europe, au Japon, en Australie aux Etats-
Unis et dans d’autres pays, il existe des zones d’ombres sur son fonctionnement au
niveau de la cellule. Les températures létales (>42 °C) causent de multiples
dommages ainsi que la mort cellulaire, mais les températures plus douces (39-41 °C)
causent de la thermotolérance, qui est la résistance aux chocs thermiques subséquents.
L’hypothése du projet est que I’hyperthermie létale et douce cause un stress aux
cellules, ce qui augmente la production des especes réactives de 1’oxygene (EROs)
qui pourrait modifier les niveaux d’antioxydants et le transport et le métabolisme du
glucose. Notre intérét s’est porté particulierement sur les peroxirédoxines (Prxs) qui
sont des protéines de type thiol peroxydases jouant un rdle majeur comme
antioxydants dans la détoxication des peroxydes et dans le contrdle de la signalisation
du peroxyde d’hydrogeéne (H,0;). Le glucose dans le sang est transporté dans les
cellules par des protéines transporteuses de la famille GLUT et il y est métabolisé
grice au glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6PD) dans la voie des pentoses
phosphates pour leurs fournir du NADPH. Le NADPH est également essentiel pour
maintenir I’antioxydant glutathion, un peptide thiol, dans sa forme réduite (GSH). Le
GSH est oxydé en GSSG lorsqu’il y a une augmentation des EROs dans les cellules.
Ainsi, les objectifs du projet sont de déterminer I’implication des antioxydants tels
que les peroxirédoxines et le glutathion dans la réponse de stress cellulaire induite par
I’hyperthermie. Par la suite, on évalue si I’hyperthermie modifie le métabolisme du
glucose et son transport dans les cellules HeLa pour fournir du NADPH pour
maintenir du GSH. Enfin, on détermine le r6le des EROs dans I’induction des
antioxydants et le métabolisme du glucose lors de I’hyperthermie. Les résultats
montrent qu’en condition d’hyperthermie (42 et 43 °C), les caspases-9 et -3 sont
activées ainsi que 1’apoptose aprés 3 h. Par contre on a une diminution de I’apoptose
dans les cellules thermotolérantes (3 h 4 40 °C). L’hyperthermie et la thermotolérance
entraine aussi une augmentation du niveau d’expression de Prx2, Prx3 et la forme
oxydée Prx-SO; aprés 3 h. Le niveau intracellulaire de GSH est augmenté aprés |1 h a
3 h d’exposition a 40°C. L’hyperthermie et la thermotolérance augmente aussi le
niveau d’expression de GLUT1 de 1h a 3h. L’expression de G6PD augmente aprés 3
h 4 42-43 °C mais son activité enzymatique est augmentée de | h a 3 h pour les deux




Xiv

conditions (hyperthermie et thermotolérance). Le niveau cellulaire du NADPH quant
a elle ne change pas aprés 3 h d’exposition a 40°C et a 42 °C. L’augmentation de
I’expression de Prx-SO; et Prx3 a été inhibée par les antioxydants, la PEG-catalase et
le MnTBAP, ce qui suggere que les EROs sont impliquées dans I’induction de
’expression de ces molécules par I’hyperthermie. Ces résultats apportent plus de
lumiére sur le réle des antioxydants dans la réponse cellulaire induit par le choc
thermique. De plus, ils contribuent 3 approfondir nos connaissances sur les
mécanismes de toxicité et mort cellulaire induits par I’hyperthermie. De plus, cela
nous permettra de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la

thermotolérance et la toxicité de I’hyperthermie chez les cellules cancéreuses.

Mots clés: hyperthermie, thermotolérance, peroxirédoxine, glucose 6-phosphate
déshydrogénase, glutathion, apoptose.



CHAPITRE |

INTRODUCTION

1.1 Cancer

1.1.1  Introduction et historique

Le cancer n’est pas une maladie qui date de I’époque contemporaine, au
contraire, il existait déja depuis la préhistoire et des traces de cancer ont été
retrouvées dans des fragments de squelettes datant de cette époque. Entre
3000 a 2000 ans avant (av) JC, les vestiges des momies humaines en Egypte
ont fourni la premiére preuve de cancer chez I’homme. Les papyrus égyptiens
ont décrit les tumeurs et ulcéres de seins et le cancer osseux de I’humérus a
été mis en évidence. Les écrits d’Edwin Smith qui sont supposés étre les plus
anciens disponibles décrivent 7 cas de tumeurs ou ulcéres de poitrine et
'auteur conclu que la tumeur du sein est une maladie sans option
thérapeutique significative et recommande la cautérisation comme palliatif

(Hajdu, 2004).

Bien longtemps aprés la premiére définition du cancer est attribuée a

Hippocrate (460-377 av JC) pour qui la progression et la longue persistance



de la maladie dans le corps humain rappelait la démarche du crabe. Il a
nommé la maladie Karakinos (mot grec qui signifie crabe). Il sera d’ailleurs le
premier a reconnaitre la différence entre les tumeurs malignes et bénignes. Il a
utilisé le mot carcinos pour décrire une tumeur, carcinome pour décrire une
tumeur maligne et cancer pour décrire un ulcére malin non guérissable
(Zhang et Yue, 2012). Le mot "carcinos" fut traduit en "cancer" et introduit
au latin par le médecin romain Celsus (28 av. JC.-50 ap. JC; (Auerbach
1955)) (Castiglioni, 1931). La définition du cancer selon Hippocrate est
reprise ultérieurement par Galien (130-120 aprés (ap) JC) qui décrit plus
précisément les tumeurs comme étant dues a un exces ‘‘d’humeurs’’ de bile
noire qui se solidifierait dans certaines parties du corps comme les lévres, la
langue et les seins. Il propose de traiter les malades avec des purgatifs pour
diminuer I’accumulation de la bile noire. Aetaeus (81-183 ap JC) a été le
premier a compiler les signes, les symptomes et le traitement du cancer de
’utérus. Il a reconnu qu’il existait deux formes distinctes de cancer : l'un était
ferme au toucher et sans ulcération et l'autre ulcérait et avait une mauvaise
odeur. Il a écrit que les deux types de lésions pouvait étre chroniques et
mortelles, mais la version ulcérée était particulierement mauvaise et sans
aucun espoir de guérison (Hajdu, 2011). Les travaux de Galien et Hippocrate
ont révolutionnés la recherche sur le cancer. Plusieurs médecins ont continué
a croire que le cancer était causé par un exces de bile noire et que la maladie
pouvait juste étre traitée pendant son premier stade. Aetius (527-565) a
proposé une mastectomie comme traitement du cancer du sein. Rhazes (860-
932) a étudié les tumeurs malignes et a suggéré que la chirurgie ne pouvait
pas enlever |’obstruction causé par le cancer & moins que ce dernier ne soit

complétement excisé (Onuigbo, 1962).

A I’¢re de la renaissance les recherches ont pris une autre tournure avec la

découverte du systeme lymphatique par Gaspard (1581-1626) qui a mis fin a




la théorie ancienne de cancer causé par I’excés de bile noire (Turner-

Warwick, 1959). La nouvelle théorie est celle selon laquelle le cancer est
caus¢ par des anomalies dans la lymphe et le systéme lymphatique. Jean
Pecquet (1622-1674) préconisa le retrait des ganglions lymphatiques
locorégionaux pour prévenir les maladies métastatiques. Du XVIIIéme siécle
a I’ére moderne, les recherches sur le cancer ont fait des progrés
phénoménaux, notamment avec la découverte de l'anesthésie en 1844, des
rayons X en 1895, de la radioactivité en 1896, et le développement de
meilleurs microscopes pour étudier les tissus cancéreux a la fin du 19 siécle
(DeVita Jr et Rosenberg, 2012). La fin du 20e siécle voit également des
améliorations considérables dans la compréhension des mécanismes
cellulaires liés a la croissance et la division cellulaire, et les connaissances

continuent de croitre.

1.1.2  Statistiques et faits saillants

Le cancer représente I’une des causes majeure de décés dans le monde. Les
experts de plusieurs organismes & I’instar de 1’Organisation mondiale de la santé
(OMS) et I’Union internationale contre le cancer (UICC) travaillent chaque jour
pour pouvoir prévenir cette maladie qui évolue rapidement malgré les progrés
notoires dans la recherche pour son éradication. Selon I’OMS 8.2 millions de
personnes sont mortes du cancer en 2012. 14.1 millions de nouveaux cas de
cancer ont €t¢ recensés contre 12.7 millions en 2008 (Organisation mondiale de
la santé, 2012). 60% de nouveaux cas de cancer concerne les pays en voie de
développement, ces derniers représentent 70% des décés par cancer dans le
monde. L’OMS estime que le nombre de cas de décés par an devrait augmenter

de 14 millions en 2012 a 22 millions au cours des 2 prochaines décennies.



Toutes les heures, environ 22 personnes ont regu un diagnostic de cancer au Canada
en 2014. Le nombre de nouveaux cas chaque année constitue un moyen de mesurer
le fardeau que représente le cancer pour la population et le systéme de santé au
Canada. Les tendances et le taux d’incidence peuvent étre utilisés pour prédire le
fardeau futur du cancer (Société Canadienne du cancer, 2014). Si on s’en tient aux
derniéres données statistiques de la Société canadienne du cancer, on s’attendrait a ce
que 76 600 Canadiens soient morts d’un cancer en 2014. Elle prévoit aussi qu’un
Canadien sur 4 mourra du cancer, la probabilité étant plus élevée chez les hommes
(environ 1 sur 3,5) que chez les femmes (environ 1 sur 4,2). Selon leurs estimations,
on prévoit que 191 300 nouveaux cas de cancers soient diagnostiqués au Canada en
2014. Les principaux cancers au Canada sont le cancer de la prostate (23 600
nouveaux cas attendus, ou 24 % de tous les nouveaux cas chez les hommes) et le
cancer du sein (24 400 nouveaux cas attendus, ou 26 % de tous les nouveaux cas chez
les femmes). Le taux de mortalité varie en fonction des provinces, I’ Atlantique et le
Québec affichent généralement les taux d’incidence les plus élevés, tandis que la

Colombie-Britannique affiche les taux d’incidence les plus faibles.

La mise en corrélation des données sur I’incidence avec les renseignements sur les
facteurs de risques régionaux, comme les taux relatifs au tabagisme ou a 1’obésité,
pourrait aider & mieux cibler les efforts de prévention régionaux et locaux afin de
diminuer les taux d’incidence ou permettre un diagnostic ou un traitement plus
précoce, améliorant ainsi les taux de survie et réduisant la mortalité (Société

Canadienne du cancer, 2014).

1.1.3  Développement du cancer

Le terme cancer est utilis€¢ pour un grand groupe de maladies pouvant prendre

naissance dans nos cellules et toucher n’importe quelle partie de |’organisme. Notre




organisme compte des millions de cellules qui sont regroupées en organes et en
tissus. Chacune de ces cellules contient des génes qui régissent son fonctionnement,
et sa mort. Mais il arrive parfois que certaines cellules perdent cette faculté a se
réguler et se multiplient de fagon anarchique : on parle de cancer. Des milliers de
mutations ponctuelles, des translocations, amplifications et délétions de I’ADN
peuvent contribuer au développement du cancer. L’ADN est susceptible de muter a la
suite des dommages causés par des sources externes telles que des radiations ou
simplement de fagon naturelle par le processus métabolique, et de se réparer par la
suite. Mais dans le cas du cancer, les dommages ne sont pas réparés et aboutissent
alors & la transformation de la cellule (Caims et al., 201 1; Halazonetis et al., 2008;
Halliwell, 2002). Au-dela d’un certain temps, ces groupes de cellules anormales
peuvent se mettre en circulation dans le sang ou le syst¢tme immunitaire, ou encore
former une masse appelée tumeur. Les tumeurs peuvent &tre bénignes et rester
localisées dans une partie du corps ou alors étre malignes et envahir les parties
adjacentes de ’organisme, puis essaimer dans d’autres organes. On parle alors de

métastase (Aznavoorian ef al., 1993).

1.1.4  Facteurs de risques

La plupart des cancers semblent étre liés a un grand nombre de facteurs de risques qui
jouent des rdles plus ou moins importants dans le développement de ceux-ci. Parmi
les facteurs de risques les plus connus on trouve le tabagisme, la consommation
d’alcool, les infections virales et bactériennes, les expositions professionnelles a des
produits toxiques, I’obésité et le surpoids, I’inactivité physique, le traitement de la
ménopause et 1’exposition aux rayons ultra-violets. Le facteur de risque le plus
important du cancer est le tabagisme. Il est en cause dans 27 a 30% de tous les
cancers, et dans approximativement 90% des cancers du poumon (Boyle et al., 2014).

Il est aussi lié aux cancers de la bouche, du larynx et de I’cesophage, de la vessie, du




rein et du pancréas (Doll et al., 1994; Wogan et al., 2004). Une étude menée aux
Etats-Unis prouve que le cholangiocarcinome intra-hépatique qui représente 15% des
cas de cancer du foie est lié au diabéte, au tabagisme et aux infections & I’hépatite C
(Shaib et al., 2005). Un examen des données épidémiologiques sur le surpoids, le
diabéte et I’insuline réalisée par un groupe de chercheurs prouvent que ses derniers
sont en relations étroites avec le cancer du sein. Cette étude démontre que les femmes
en surpoids ont un risque supérieur a 2% de développer un cancer du sein par rapports
aux autres femmes qui est de 1,5% et que ce taux est plus grand lorsqu’on 1’associe a
I’age (La Vecchia et al., 2011). Il est impératif de bien contrdler son alimentation car
les amines hétérocycliques, les aflatoxines Bl et certains hydrocarbures
polycycliques aromatiques (benzo[a]pyréne) qui se retrouvent parfois dans les
aliments peuvent étre génétiquement toxiques a forte dose (Wogan et al., 2004). Une
surexposition aux rayonnements ultra-violets est susceptible de provoquer un cancer
de la peau. Elle est la cause de 90% des cancers de la peau en Amérique du nord
(Société Canadienne du cancer, 2014). Ces expositions aux rayonnements ultra-
violets se font souvent dans le cadre du travail. En plus de cela les travailleurs sont
souvent expos€s a d’autres agents tels que 1’amiante, 1’aluminium, le chrome et les

hydrocarbures polycycliques qui peuvent aussi causer le cancer.

1.2 Traitements du cancer

La mise au point d’un traitement pour chaque patient atteint du cancer nécessite la
réunion de plusieurs paramétres et se fait en principe pour éliminer la tumeur au
complet et dans la mesure du possible arréter sa propagation aux tissus environnants.
Pour cela on a généralement recours aux trois principaux traitements qui sont la
chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie (Sadat et al., 2012). Ces traitements
peuvent ne pas étre efficaces ou appropriées pour éliminer la tumeur mais dans

certains cas on a recours a des traitements plus spécialisés telles que



I’immunothérapie, 1’hormonothérapie, la thérapie génique, I’enzymothérapie, la
thérapie photo-dynamique, la thérapie nutritionnelle (Vanneman et Dranoff, 2012) et

bien d’autres tels que I’hyperthermie (Issels, 2008).

1.2.1  Chirurgie

La chirurgie a été pendant longtemps ’'unique moyen de traiter le cancer et reste a
I’heure actuelle I’une des méthodes les plus utilisées. Elle demeure parmi les seuls
traitements qui permettent de respecter au maximum [’intégrité corporelle. La
chirurgie est utilisée pour traiter les tumeurs solides surtout lorsque celles-ci sont
primitive (Causey et al., 2012). Elle consiste a enlever la tumeur de fagon partielle
(chirurgie limitée) ou totale (opération radicale) pour s’assurer une marge de sécurité.
Pour des cas extrémes elle peut étre utilisée pour enlever une zone (résection de la
zone cancéreuse) ou encore la totalité de 1’organe malade (amputation). Il existe
plusieurs types d’interventions chirurgicales suivant le type de cancer et le stade de la
maladie. La chirurgie d’exérése & visée curative est utilisée pour I’ablation des
tumeurs primitives ou secondaires. La chirurgie cytoréductrice s’utilise pour les
tumeurs solides chimio-sensibles avancées. La chirurgie de rattrapage s’adresse aux
récidives de tumeurs sans extension métastatique. La chirurgie des masses résiduelles
s’applique pour certains cancers dans le but d’apprécier si ces derniers ont évolué ou
non. Enfin, la chirurgie des métastases est utilisée & un stade avancé de la maladie

dans [’espoir de réaliser une exérése des métastases (Pathak et al., 2013).

1.2.2 Radiothérapie

La radiothérapie est un traitement locorégionale des cancers qui utilise des radiations

qui causent des cassures sur I’ADN double brin et aboutit &4 la destruction des



cellules cancéreuses (Kaur et al., 2011). Elle est le plus souvent faite par voie externe,
mais elle peut faire intervenir des sources radioactives qui sont placées directement
dans l'organisme (curiethérapie). Dans certains cas (cancers de la thyroide, maladie
de vaquez), la radiothérapie métabolique peut étre utilisée. Elle consiste a administrer
par injection intraveineuse ou par voie orale une substance radioactive qui ira se fixer
préférentiellement sur les cellules cancéreuses afin de les détruire. La radiothérapie
de conformation avec modulation d’intensité (IRCM) est une nouvelle technique qui
permet d’adapter le volume d’irradiation a la tumeur en protégeant les organes
environnants. Elle est une arme thérapeutique efficace dans les cancers localisés de la
prostate (Azria et al., 2009). Elle représente aussi une méthode d’optimisation
potentiellement efficiente pour mieux épargner le tractus digestif lors des irradiations
du cancer du col de utérus (Barillot, 2009). La radiothérapie peut étre utilisée seule ou
en combinaison avec d'autres thérapies anti-cancéreuses. En combinaison avec la
chirurgie elle peut intervenir avant l'opération pour diminuer la taille de la tumeur: on
parle de radiothérapie préparatoire ou aprés celle-ci pour détruire les cellules
cancéreuses restantes : dans ce cas on parle de radiothérapie postopératoire. Pendant
I'opération elle est utilisée pour envoyer une dose unique élevée de rayons sur la zone
cancéreuse ce qui réduit l'irradiation des tissus sains (Kapiteijn ez al., 2001). La radio-
chimiothérapie consiste elle a administrer des médicaments de chimiothérapie en
méme temps que la radiothérapie (Liao ef al., 2007). Elle est utilisée dans le cas du

cancer du col de I'utérus, du canal anal, de l'cesophage, etc (Kup et al., 2015).

1.2.3  Chimiothérapie

La chimiothérapie est l'utilisation des médicaments (agents chimiques cytotoxiques)
pour détruire les cellules cancéreuses ou empécher leur croissance (Feng et Chien,
2003). Cette thérapie est le plus souvent utilisée pour éliminer les cellules

cancéreuses qui se sont dispersées dans I’organisme. Avant une intervention



chirurgicale ou une radiothérapie, elle peut étre utilisée pour réduire la taille de la
tumeur ou aprés ces deux interventions pour détruire les cellules cancéreuses qui
auraient échappé aux traitements. Il existe un grand nombre d’agents
chimiothérapeutiques qui peuvent étre subdivisés en plusieurs catégories comprenant
les agents alkylants, les antimétaboliques (antipurines, antipyrimidine, antifolates),
les alcaloides végétaux (vinca-alcaloides, taxanes et epothilons), les antibiotiques
anti-tumoraux et les inhibiteurs de la topoisomérase (doxorubicine) (Brannon-Peppas
et Blanchette, 2012). Les cellules cancéreuses ayant la caractéristique de se multiplier
rapidement et anarchiquement, la majorité de ces agents anticancéreux agissent sur le
cycle cellulaire en inhibant les enzymes nécessaires a la synthése de I’ADN et par I3,
la division cellulaire (Brannon-Peppas et Blanchette, 2012). Les agents alkylants tels
que le cyclophosphamide et le cisplatine sont utilisés dans le traitement du cancer
ovarien (Tattersall, 2002). Les taxanes (Paclitaxel et Docétaxel) sont utilisés pour
traiter le cancer du sein avancé (Earhart, 1999). Ces agents cytotoxiques peuvent étre
utilisés individuellement ou étre combiné entre eux. Il a été démontré que la
combinaison de ces agents permet une éradication plus efficace du cancer du poumon

et du col de I’utérus (Perera et al., 2014).

1.24  Immunothérapie

Le systtme immunitaire est normalement considéré comme offrant une protection
contre les maladies infectieuses (Bergman, 2009). La capacité du systéme
immunitaire & reconnaitre et & €liminer le cancer est la raison fondamentale de
I’utilisation de l'immunothérapie comme thérapie anticancéreuse. Le rétablissement
spontané des patients atteints de cancer sans traitement, la présence des cellules T
cytotoxiques tumorales spécifiques a l'intérieur des tumeurs ou dans les ganglions
lymphatiques, la présence de monocytes, lymphocytes et plasmocytes dans les

tumeurs sont plusieurs raisons qui s’ajoutent a l'augmentation de l'incidence de
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certaines types de cancer chez les patients qui sont immunodéprimés et la
documentation des rémissions de cancer avec l'utilisation des immuno-modulateurs
pour renforcer I’idée selon laquelle I’immunothérapie serait une option thérapeutique

majeure en cancérologie (Bergman, 2009).

L’immunothérapie peut étre active, passive ou adoptive. Lorsqu’elle est active, elle
stimule et renforce la réponse du systéme immunitaire afin de lui permettre d’attaquer
et de détruire les cellules cancéreuses. Cette immunothérapie active peut étre non
spécifique a base d’interféron ou d’interleukine. Dans ce cas, elle stimule ou active le
systtme immunitaire de manicre trés générale. L’immunothérapie spécifique a
recours a des vaccins capables de maintenir la capacité des cellules effectrices du
systtme immunitaire a reconnaitre et a lyser les cellules tumorales.
L’immunothérapie passive fait appel notamment & des anticorps monoclonaux qui
agissent de la méme fagon que certaines parties du systtme immunitaire et qui
attaquent des cellules spécifiques. Ces anticorps sont produits en laboratoire. Ils se
lient aux antigénes des cellules tumorales et induisent une cascade d’événements
menant & leurs destructions (Baurain et al, 2008; Weiner et al., 2009).
L’immunothérapie adoptive la plus souvent utilisée pour traiter les cancers solides
consiste a apporter au patient des cellules immunologiquement compétentes stimulées

in vitro (Ludewig et Hoffmann, 2005).

Au cours des deux derniéres décennies, I'immunologie des tumeurs a connu un réel
bouleversement et un foisonnement de découvertes fondamentales qui se sont
traduites en applications cliniques. Un certain nombre de vaccins contre les cancers
sont trés prometteurs et sont en phases IV/III actuellement (Copier et al., 2009;
Vergati et al., 2010). Le récepteur de mort programmé PD-1 est un régulateur négatif
de mécanismes des cellules T effectrices qui limite la réponse immunitaire contre le
cancer. Des tests préliminaires sur des patients souffrant des cancers avancés du

poumon, de la peau ou encore des reins montrent un avenir prometteurs aux
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traitements anti PD-1 («Programmed Death-1») et anti-PD-L1 («Programmed Death
Ligand-1») pour améliorer la survie de ces derniers (Hamid et al., 2013; Topalian et

al., 2012).

1.3 Hyperthermie

1.3.1 Introduction et historique

L'hyperthermie, encore appelée thérapie thermique ou thermothérapie, est une
méthode de traitement de cancer qui consiste généralement a exposer les patients a
des températures élevées (39-43 °C) pour endommager et détruire les cellules
cancéreuses, ou pour les rendre plus sensibles aux effets des radiations et de certains

agents anticancéreux (Palazzi et al., 2010).

L'utilisation de I'hyperthermie date de plusieurs siécles avant I'ére moderne. Les
papyrus médicaux égyptiens seraient d'ailleurs les plus vieux écrits portant sur
I'hyperthermie. Ils rapportent que le cancer du sein fut traité a cette époque grice a
des batons chauffés (Bettaieb et al., 2013). Ayurverdic, un médecin indien aurait
pratiqué une hyperthermie locale et une hyperthermie globale (sur le corps entier)
3000 ans av JC (Baronzio ef al, 2006). Plusieurs publications concernant
I'hyperthermie citent aussi Hippocrate (460-370 ans av JC) qui préconisait la
cautérisation pour traiter les tumeurs (van der Zee, 2002). Entre le 19éme et le 20éme
siccle, avec l'observation de la guérison soudaine du cancer chez des patients
souffrant d'infections diverses, Busch conclut que la fievre induit par certaines
bactéries comme I'érésipéle peut causer une régression de la tumeur ou guérir le
cancer. En 1891, le Dr Coley un américain va incorporer la bactérie serratia
marcenscens dans le vaccin streptococcique pour former ce qu'il appellera "Coley's

toxin" un mélange qui lui permettra de contrdler la croissance tumorale. Le traitement
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est administré par voie intraveineuse et la dose de toxine est efficace sauf si celle-ci
est accompagnée par de la fievre (39-40 degrés Celsius) (Baronzio et al., 2006).
L’intérét international pour I'hyperthermie s’est vu accroitre avec le premier congrés
sur l'utilisation de I'hyperthermie en oncologie a Washington en 1975. Un nombre
important de publications intéressantes sur I’hyperthermie voient le jour chaque
année et les résultats cliniques sont de plus en plus prometteurs (Baronzio et al.,
2014; Twombly, 2010).

1.3.2  Les différents types d’hyperthermie

La plupart des thérapies anticancéreuses (chimiothérapie, radiothérapie, chirurgie,
etc) ne touchent pas les cellules au centre de la tumeur. Le but étant de cibler et de
détruire la tumeur en limitant la cytotoxicit¢ des traitements aux tissus sains,
différents types d’hyperthermie sont utilisés pour y arriver dépendamment du type de

cancer, de sa localisation et du stade auquel il se trouve (Baronzio et al., 2014).

1.3.2.1 Hyperthermie globale

L’hyperthermie globale (HTG), utilisé pour traiter les cancers métastasiques,
implique un réchauffement global du corps & des températures étant le plus souvent
autour de 41.8- 42 °C a I’aide de plusieurs sources de chaleurs telles que les ondes
radio, les ultrasons, la perfusion et I’énergie électromagnétique. Ces différentes
techniques peuvent étre utilisées seule ou combinées (Baronzio et al., 2006; Palazzi et
al., 2010). Le caractére commun a ses différents types de traitement est I’introduction
de I’énergie dans le corps en prévenant les pertes d’énergies et en restaurant les
fluides électrolytes. Dépendamment du sous type d’HTG, les patients peuvent subir

une anesthésie générale ou une sédation profonde lorsqu’ils sont soumis a une HTG
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extréme (élévation de la température a 42 °C pendant 60 min) ou alors & une HTG
modérée (€lévation de la température entre 39.5-41 °C pendant 4 h) (Chichet ef al.,
2007). Des études récentes ont démontré que I’hyperthermie globale était utilisé de
fagon efficace en clinique pour lutter contre le cancer de I’ovaire, les sarcomes de
tissus mous et le mélanome malin (Palazzi et al., 2010). De plus, ’'HTG combiné
avec les agents chimio-thérapeutiques (doxorubicin et I’interféron-a) pour traiter des
enfants souffrant d’un carcinome avancé des cellules rénales s’est avéré efficaces et
sans complications (Ismail-zade ef al., 2005). Néanmoins quelques effets secondaires
tels que la diarrhée, la nausée, et les vomissements peuvent étre associés a ’'HTG
(Chichet et al., 2007).

1.3.2.2 L'hyperthermie régionale

L'hyperthermie régionale (HTR) est une méthode appliquée par perfusion avec des
fluides chauffants pour traiter les grandes zones de tissus telles que les cavités
corporelles, les organes ou les membres. Selon le type de cancer et sa localisation
plusieurs composantes de ’HTR peuvent étre utilisées. Par exemple: I"HTR profonde
est utilisée pour traiter les cancers du col de I'utérus et de la vessie. La perfusion
péritonéale est utilisée pour les cancers affectant la cavité péritonéale a I’instar du
cancer péritonéal primaire et de I’estomac. Enfin, la perfusion régionale est appliquée
pour les cancers des jambes et des bras ou encore les cancers des organes tel que le
foie et les poumons (Chichet ez al., 2007). L’HTR combinée avec la radiothérapie est
une méthode prometteuse pour une €élimination plus efficaces des cancers avancés et
récurrents de la prostate (Tilly ef al., 2005). Elle permet aussi de prolonger la survie
des patients dans certains cas de cancer du pancréas primaire ou avancé lorsqu’elle

est associée a la radio- et la chimiothérapie (Maluta ez al., 2011).
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1.3.2.3 Hyperthermie locale

L’hyperthermie locale (HTL) est dédiée a 1’élimination des petites tumeurs (inférieur
a 3 cm de hauteur et 5-6 cm de diamétre). Elle peut étre appliqué grace a la méthode
externe, intra-luminaire ou encore interstitielle pour traiter les cancers de peau, du
sein ou encore des tumeurs profondes telles que la tumeur du cerveau (Baronzio et
al., 2006) Les micro-ondes, les ondes radio, et les ultrasons sont utilisés pour fournir
de la chaleur a la tumeur. Au cours du traitement du cancer par ’'HTL, juste une
petite zone cancéreuse est ciblée. Cette zone est chauffée aussi fort et aussi
longtemps que les tissus sains environnant peuvent le supporter. Aussi pour prévenir
les effets secondaires du chauffage, les appareils sont équipés de boulus d’eau au
niveau de leurs points de contact avec la peau permettant ainsi de maintenir la
température de la peau a environ 37 °C (Baronzio et al., 2014; Chichet et al., 2007).
I a été reporté que la combinaison de I’HTL avec la radiothérapie permettait de
mieux éliminer la tumeur et de réduire les risques de récidives chez les patients
souffrants de tumeur superficielle par rapport a la radiothérapie seule (Lartigau et al.,
2008; Scott et al., 1984). Aussi I'utilisation de la doxorubicine liposomale a faible
température combiné avec I'HTL est un traitement shr et efficace pour les patients
ayant subi un prétraitement lourd pour le cancer du sein local récurrent et récidiviste

(Zagar et al., 2014).

1.3.3  Combinaison de I’hyperthermie et les autres thérapies anticancéreuses

La combinaison de I’hyperthermie avec les autres thérapies anticancéreuses s’avére
plus efficace que I’hyperthermie utilisée seule avec une bonne réponse accompagnée
d’un meilleur contréle de la tumeur, des effets palliatifs et un taux de survie amélioré.
En générale, ’HT combiné a la radiothérapie ne provoque pas une augmentation de la

toxicité des rayonnements aux tissus sains. Aussi la toxicité de la chimiothérapie aux
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tissus sains est nettement diminuée dépendamment du mode d’administration des
deux séquences de traitement et de la fagon donc les tissus sont chauffés (Baronzio et

al., 2014; van der Zee, 2002).

1.3.3.1 Hyperthermie et chimiothérapie

La chaleur modifie la cytotoxicité de nombreux agents chimiothérapeutiques (Issels,
2008). Les médicaments montrant une dépendance a la chaleur lors de leurs
utilisations sont des agents chimiothérapeutiques parfaits pour étre combiné a I’HT
car cette derniere augmente de fagon significative leur efficacité dans la zone ol se
trouve la tumeur. En effet ’HT permet une bonne diffusion des médicaments dans la
zone tumorale ce qui permet une diminution des concentrations des médicaments a
utiliser et donc une diminution du temps de traitement par chimiothérapie et des effets

secondaires.

Il a été démontré dans une étude in vivo que I’efficacité cytotoxique de certains
agents chimiothérapeutiques était maximisée a des températures allant de 40.5- 43 °C
(Chae et al., 20]14; Urano, 1999). De méme, dans ces investigations, I’effet du temps
d’administration des deux traitements est évalué in vitro. Il en découle que pour
certains anticancéreux comme la doxorubicine, les dérivés du platine (le cisplatine, le
carboplatine), les agents alkylants bifonctionnels (melphalan) et les antimétabolites
(méthotrexate), I’activité cytotoxique maximale est obtenue lorsque les agents
anticancéreux et I’HT sont administrés de fagon rapprochée. Des études sur
’exposition a des séquences chaleur/médicaments montrent que 1’administration des
médicaments juste aprés ’HT est plus efficace sauf pour certains antimétaboliques
telles que la gemcitabine ou un intervalle de temps de 24 h est requis pour un effet

synergique in vivo et in vitro (Issels 2008).
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Les mécanismes par lesquels I’hyperthermie améliore la toxicité de ces médicaments
ne sont pas entierement connus. Néanmoins, les mécanismes possibles comprennent
I'amélioration de I'administration de médicaments a la tumeur due a l'augmentation de
la perfusion sanguine, I’augmentation de l'absorption intracellulaire des médicaments,
et I’augmentation du taux de réaction des médicaments avec des cibles thérapeutiques
(Baronzio et al., 2006; Bettaieb et al., 2013). Des expériences in vivo montrent aussi
que le médicament de choix & température physiologique n’est pas forcément le
médicament de choix a température élevée (Urano, 1999). Cela a été prouvé pour les
agents alkylants qui sont plus efficaces a température élevé pour plusieurs types de
cancer (Takemoto et al., 2003).

La multi-résistance aux médicaments est un obstacle majeur dans le traitement du
cancer et représente environ 90% des échecs thérapeutiques. L’addition de I’HT et la
chimiothérapie est capable de renverser la résistance de nombreux médicaments
anticancéreux telles que la doxorubicine, le cisplatine, la mitomycine C le
mitoxantrone et les nitrosurées (van der Zee, 2002). L’HT (42-43 °C) a montré des
effets bénéfiques en inversant la MDR (phénomeéne de résistance aux médicaments)
impliquant la glycoprotéine-P (PgP) (Wrzal er al., 2008) ou la multi-résistance
protéine 1 (MRPI1) (Souslova et Averill-Bates, 2004) et lorsque le melphalan ou
adriamycine ont été combinées avec des modulateurs de la PgP tels que la
cyclosporine A ou le vérapamil (voir revue, Bettaieb et al., 2013). De plus, I'HT
augmente nettement I’expression de la protéine pro-apoptotique Bax et I’activité de la
caspase-3 dans les cellules cancéreuses (Bettaieb et al., 2013; Glory et al., 2014).
L’HT associée avec la 5-bromotetrandrine et la doxorubicine diminue sensiblement
I’expression de la PgP et de la protéine anti-apoptotique Bcl2 et augmente nettement
I’expression de la protéine pro-apoptotique Bax inversant par-1a la multi-résistance

médicamenteuse dans le traitement de la leucémie (Ren et al., 2012).
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1.3.3.2 Hyperthermie et radiothérapie

L’HT est considérée comme I’un des puissants radio-sensibilisateurs. En effet, elle
augmente la perfusion et donc I’oxygénation des cellules hypoxiques tumorales, qui
sont trois fois plus résistantes aux rayonnements ionisants que les cellules saines; par
conséquent I’action de la radiothérapie (RT) devient de 1,5 a 5 fois plus efficace
(Palazzi et al., 2010). Les cellules tumorales qui sont résistantes aux radiations
incluant celles qui sont hypoxiques, qui ont un pH faible, qui sont privées de
nutriments et qui sont en phase S sont précisément les cellules qui sont sensibles a
I’'HT. L’HT permet alors d’améliorer leurs sensibilités a la radiothérapie par
induction de |’apoptose et d’autres mécanismes de mort cellulaire. Cela entraine une
diminution des doses d’irradiations de 15% a 25%, une augmentation de I’efficacité

du traitement des tumeurs et une diminution des effets secondaires dus aux radiations.

L’HT a un impact clinique significatif et améliore la survie lorsqu’elle est utilisé de
maniére synergique avec la RT. Cela a été prouvé dans le traitement des tumeurs
locales et avancées du col de I’utérus (Franckena, 2012; Heijkoop et al., 2012) et du
poumon (Babincova et al., 2014). Cette combinaison pourrait étre aussi prometteuse
pour le traitement des glioblastomes (Man et al., 2015). Une étude a démontré que la
combinaison de I’HT avec la chimiothérapie et la RT pour traiter les patients atteints
d’un cancer avancé du col de I’utérus est réalisable et efficace avec une amélioration
globale de survie de 15% comparé aux patients a8 ceux traiter avec une radio-

chimiothérapie standard (Westermann et al., 2005).

1.3.3.3 Effets moléculaires de I’hyperthermie

Plusieurs facteurs affectent la réponse de la tumeur a la chaleur, entre autres, les

caractéristiques intrinséques de la tumeur et son environnement. Selon les
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scientifiques, la mort par apoptose des cellules cancéreuses soumises a une
hyperthermie serait due aux lésions causées au niveau de la membrane plasmique, du
cytosquelette et du noyau cellulaire (Baronzio et al., 2014; Bettaieb et al., 2013). Les
cellules cancéreuses existent dans un environnement a pH bas, dii a I’incapacité a
éliminer les métabolites anaérobies ce qui les rend plus sensible a I’'HT. L’HT rompt

la stabilité des protéines cellulaires et les détruit (Baronzio, ef al., 2006).

La sensibilité de la cellule & la chaleur varie avec la phase du cycle cellulaire dans
laquelle elle se trouve. L’hyperthermie cause des changements au niveau de la mitose
en arrétant généralement la phase G et causant la perte de la capacité de reproduction
de la cellule (Bettaieb et al., 2013). De fagon générale, la synthése de I’ADN et de
I’ARN ainsi que le mécanisme de réparation de I’ADN et de la respiration cellulaire
vont étre inhibées. Des études réalisées sur différents types de cellules incluant les
cellules HeLa montrent que I’hyperthermie (42-43 °C) peut causer la condensation de
la chromatine et une fragmentation de I’ADN conduisant a I’apoptose (Bettaieb et
Averill-Bates, 2005). Aussi, lorsque la RT est suivie d’un traitement par HT on
assiste a une diminution de la synthése de I’ADN aprés 60 min d’incubation.
L’enzyme ADN polymérase-B intervenant dans plusieurs processus de réparation
étant fortement inhibée peut étre considérée comme une bonne cible grice a sa

sensibilité thermique déja connue (Baronzio et al., 2006).

Au niveau de la membrane, plusieurs changements sont observés comme celui de
’augmentation de la fluidité et la diminution de la stabilit¢ membranaire et du
changement de la forme de la cellule affectant le transport transmembranaire
(Baronzio et al., 2014). Une augmentation de la fluidité membranaire a été observée
chez les cellules thermosensibles et pas chez les cellules thermotolérantes suggérant
que les altérations membranaires représentent une cible importante dans la mort
cellulaire par HT (Bates et al., 1985; Stevenson et al., 1981). Ces changements ont

donné lieu & des nombreuses investigations qui permettent de constater une
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modification du potentiel membranaire de la cellule (Bettaieb et Averill-Bates, 2005)
et la modulation des pompes a flux transmembranaire, menant la cellule vers une

mort apoptotique (Hildebrandt et al., 2002).

L’hyperthermie induit aussi la mort cellulaire par apoptose en passant par la voie des
mitochondries et la voie des récepteurs de mort (Bettaieb et Averill-Bates, 2008;
Bettaieb et Averill-Bates, 2005). Ces deux voies impliquent I’activation des caspase-9
et caspase-8, respectivement, suivi par I’activation de caspase-3 dans la phase
d’exécution d’apoptose. Evidemment, cet effet apoptotique accrue s’accompagne
d’une modification de I’expression des protéines apoptotiques p53, Bcl-2 et Bax
(Liang et al., 2007). Une étude récente a d’ailleurs montré que I’hyperthermie crée un
déséquilibre entre les membres de la famille Bcl-2 en faveur des protéines pro-
apoptotique tels que Bax et Bak, au niveau cellulaire et mitochondriale (Glory et al.,
2014).

D’autres part, on assiste a une dilatation des crétes mitochondriales, et a une
augmentation du flux des espéces réactives de I’oxygeéne qui vont induire en partie la
cytotoxicité (Baronzio et al., 2006). L'hyperthermie provoque une diminution du
potentiel de la membrane mitochondriale, le recrutement de la protéine pro-
apoptotique Bax a la membrane mitochondriale et la libération du facteur pro-
apoptotique cytochrome c dans le cytosol (Bettaieb et Averill-Bates, 2005). La
libération du cytochrome ¢ conduit a l'activation de la caspase-9 initiatrice.
L’activation de la caspase-9 conduit a son tour a l'activation des caspases exécutrices
3, 6 et 7 menant a la mort de la cellule par apoptose. Cette mort de la cellule en
réponse a I’hyperthermie est médiée par la génération des EROs (Bettaieb et Averill-
Bates, 2008). La source probable des EROs dans la mitochondrie suite & une
hyperthermie est la chaine des transporteurs d’électrons (voir revue, Bettaieb et al,
2013). L’hyperthermie entraine slrement une augmentation de la formation du

surperoxyde par la chaine des transporteurs d’électron. Ce superoxyde est ensuite
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transformé en peroxyde d’hydrogéné qui est susceptible d’étre diffusé hors de la
mitochondrie. La grande sensibilité des cellules tumorales a la chaleur dépend du
bon déroulement des effets biochimiques ci-dessus, mais aussi du

microenvironnement dans lequel les cellules tumorales se trouvent.

En situation d’hyperthermie, les protéines de chocs thermiques vont étre synthétisées
de fagcon accrue (Multhoff et al, 1995). En effet, lorsque soumises & un choc
thermique, seules les cellules cancéreuses présentent a leur surface des protéines de
choc thermique. Cela va stimuler les macrophages et les cellules dendritiques qui
vont secréter les cytokines et activer les défenses cellulaires pour éliminer ces cellules
cancéreuses. Aussi I’induction des protéines de choc thermique est en corrélation
avec d’autres événements tels que le développement de la thermotolérance (Bettaieb
et Averill-Bates, 2005) et I’augmentation de la cytotoxicité au niveau des protéines
associées a la matrice nucléaire (Baronzio er al., 2006). Les protéines de choc
thermique sont largement associées a la résistance des tumeurs a la chimiothérapie
(Baronzio et al., 2014). Il a été démontré que I’expression de protéines de choc

thermique 1A est associ€ a la radiorésistance (Kaur et al., 2011).

Par contre, la cellule est capable de développer une réponse adaptative suite a son
exposition a des températures allant de 39.5 a 40 °C (température observée lors des
fievres) et devenir résistante & un stress subséquent comme le choc thermique : cette
réponse est la thermotolérance. Elle peut également protéger les cellules et les tissus
contre les dommages causés par d'autres formes de stress tels que le stress oxydatif
(Martindale et Holbrook, 2002) et les facteurs de stress environnementaux. La
thermotolérance peut étre développée par exposition a court terme (30 min par
exemple) a des températures létales (de 42 a 45 ©C). Elle peut aussi étre développée
par chauffage continue (par exemple 24 h) a des températures non-létales (39.5 a 41.5

°C) (Przybytkowski et al., 1986). La thermotolérance est transitoire et diminue

généralement en quelques jours, ce qui n’affecte pas I’utilisation de I’hyperthermie en
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clinique. Il a été¢ démontré que la thermotolérance protége les cellules contre
I’activation de la voie des récepteurs de mort et de la voie mitochondriale causé par le
choc thermique et le peroxyde d’hydrogéne évitant ainsi & la cellule de mourir par
apoptose (Bettaieb et Averill-Bates, 2005; Pallepati et Averill-Bates, 2010; Pallepati
et Averill-Bates, 2011).

1.4 Le stress oxydatif

Dans un contexte physiologique, il existe un équilibre entre la production d’ERO et
les systémes de défenses antioxydants. Le stress oxydatif est une condition
biochimique caractérisée par le déséquilibre entre un niveau relativement élevé des
espéces réactives toxiques principalement constituées des espéces réactives
oxygénées (EROs), et des espéces réactives azotées (RNS) et les mécanismes de
défense antioxydants de I’organisme (Carmody et Cotter, 2001; Thannickal et
Fanburg, 2000). Cette situation peut résulter d’un dysfonctionnement de la chaine
mitochondriale, d’une activation de systtmes enzymatiques (xanthine oxydase,
NADPH oxydase, glucose oxydase, monoamine oxydase), d’une oxydation des
molécules comme le glucose et ’hémoglobine ou encore d’une libération de fer libre
a partir des protéines chélatrices. Pour finir, une alimentation pauvre en antioxydants

contribuera également a I’apparition d’un stress oxydant (Pincemail ez al., 2002).

1.4.1  Les espéces réactives oxygénées et leurs effets nocifs

Les EROs sont des molécules organiques ou inorganiques ayant un nombre impair
d’électron. Elles sont fortement réactives et formées in vivo par des réactions
d’oxydo-réductions. Elles sont essentielles & la vie grice a leur role dans de

nombreux processus vitaux tels que [I’activité bactéricide des phagocytes et la
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transduction du signal. Elles peuvent servir de messager dans la voie de transduction
de signaux cellulaires, et peuvent aussi promouvoir la croissance et la prolifération
cellulaire en interagissant avec les récepteurs spécifiques et en modulant 1’état redox
des molécules et les mécanismes de signalisations responsables de la stimulation et de
la croissance des cellules (Pelicano et al., 2004). Bien que 1’oxygeéne soit important
dans le métabolisme oxydatif, il peut aussi étre partiellement réduit pour former des
EROs (Aslan et Ozben, 2003; Ozben, 2007).

Les EROs sont constitués des espeéces radicalaires et non radicalaires. On en
dénombre plusieurs donc les principales sont I’anion superoxyde (0,*), le radical
hydroxyle (OH®), le radical peroxyle (ROO®), le radical alkyle (R®) et le peroxyde
d’hydrogéne (H20;). L’0,* est le premier ERO qui se forme dans I’organisme. 11
provient le plus souvent d’une transformation incompléte de 1O, en H,O
principalement causé par les électrons qui se sont échappés du systéme de transport
d’électrons au niveau de la mitochondrie. L’O, en milieu protoné subit généralement
une réaction spontanée qui aboutit a la formation du H,O; et de I’oxygeéne. Le H,0,
quant a lui est capable d’oxyder les groupements thiol des résidus cystéines. Il se
dégrade en radical hydroxyle (OH®) en présence des métaux de transition Fe** ou
Cu'* (voir figure 1.1). Les radicaux alkyles sont les derniers dans la chaine de
production des EROs. Ils résultent de I’action oxydant du OH® sur la chaine d’acide
gras poly-insaturées (RH) (Halliwell, 2007; Shi et al., 2005). Les OH® sont les
espéces réactives les plus dangereuses et les plus réactives comparativement au H,O,
etal’0,".
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Figure 1.1 Les radicaux libres oxygénés représentant les différents états de
réduction du dioxygéne.

Une production élevé d’oxyde nitrique (NO®) prédispose la cellule a une
tumorigénése a travers les I€sions de I’ADN, I’inhibition de la réparation de I’ADN et
I’altération ou I’activation de la voie de prolifération cellulaire (Haddad, 2004; Kim et
al., 2001; Ward et al., 2000). Lorsqu’on perd I’équilibre redox, les EROs peuvent
aussi contribuer a une prolifération cellulaire incontr6lée compromettant par-la les
fonctions de régulation du cycle cellulaire aboutissant au développement du cancer
(Gopalakrishna et Jaken, 2000; Pelicano et al., 2004). L’ADN mitochondrial est plus
vulnérable aux dommages causés par les EROs que I’ADN nucléaire. Les mutations
de I’ADN sont le plus souvent détectées dans les cellules cancéreuses a proximité des
lieux de production des EROs dans les mitochondries. Ces mutations sont
susceptibles d’affecter la fonction des protéines pour les lesquelles I’ADN
mitochondrial code, entrainant un dysfonctionnement dans la chaine respiratoire,

donc une amplification de la production des EROs (Copeland et al., 2002; Jackson et
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Loeb, 2001; Pelicano et al., 2004). Les dommages au niveau de la membrane des
mitochondries peuvent causer une libération des cytochromes c et activer 1’apoptose

(Pelicano et al., 2004).

1.42  Role du stress oxydatif dans I’induction de 1’apoptose

Les radicaux libres en particuliers les EROs sont connus comme étant des médiateurs
de I'apoptose. Une génération aigue, transitoire ou élevée des EROs est souvent
observée dans 1’apoptose induite par divers agents anticancéreux. L’exposition des
cellules cancéreuses aux EROs générés par les agents anticancéreux, épuisent la
capacité de défense antioxydant de la cellule et entraine la mort par apoptose au-dela
d’un seuil des EROs. [l a d’ailleurs été démontré qu’en incubant des cellules
cancéreuses avec des agents oxydants exogénes on assiste a une mort cellulaire par
apoptose (Haddad, 2004; Kehrer, 2000; Pallepati et Averill-Bates, 2010). En absence
d’une défense efficace par les antioxydants les dommages produits par le stress
oxydatif peuvent conduire a I’activation des genes responsables de |’apoptose.
L’augmentation des EROs est aussi associée a |’activation de la voie de signalisation
redox JNK/SAPK qui est trés impliquée dans I’activation transcriptionnelle des
génes de modification post-traductionnelles des protéines nécessaires a 1’apoptose
(Haddad, 2004).

1.43  Meécanismes d’élimination des EORs par la cellule

L’excés de productions des ERO peut mener la cellule a la mort. Cependant, les
organismes vivants ont développés des puissantes défenses antioxydantes et une
signalisation trés fine qui repose sur des systémes de défense composés d’enzymes

SOD, CAT, GPx, couple thiorédoxine/thiorédoxine réductase, héme oxygénase,
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peroxyrédoxine), de molécules antioxydantes de petites tailles (caroténoides,
vitamines C et E, glutathion, acide urique, bilirubine, acide lipoique, ubiquinone.)
(voir figure 1.2). Enfin, un systtme secondaire de défense composé de
phospholipases, d’ADN endonucléases et ligases et de macroxyprotéinases empéche
I’accumulation dans la cellule de lipides, d’ADN et de protéines oxydés et participe a
I’élimination de leurs fragments toxiques (Pincemail et al., 2002; Sies, 1997). Ces
systémes font intervenir des enzymes antioxydantes, et des molécules antioxydants

endogénes et exogénes (voir tableau 1.1).

Ic' O (oxygene fondamental)

C I°.MPO
chlorufe,
S oD, Vit C Myéloperoxydase
peroxyde o h) drogtne

anion \upcrox)do. acide hypochloreux
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caralasc Vu C, flavonoides,
% GSH
ferritine, transferrine, %
agentis chélateurs
mducal hydroxyle

; hpopcroxydcs
oxygdnc singulet acide unique, Vu C, GSH
P-caroténe, lycopéne Vu E, Se-GPx, ubiqumone

Figure 1.2 Régulation de la production des espéces réactives de ’oxygéne
(EROs) par les systémes de défenses antioxydantes (Pincemail et al., 2002).
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Tableau 1.1 Liste des différents antioxydants: Les antioxydants peuvent
étre classés en antioxydants endogénes synthétisés par I'organisme et en antioxydants
exogenes apportés par l'alimentation. Leurs actions varient selon la nature de
l'antioxydant. Certains d'entre eux assurent une protection continuelle alors que
d'autres agissent suite & un stress et assurent par conséquent une détoxification active
ou passive (Bettaieb, 2009).

Neutralisation des RLO dans les compartiment
extra-cellvlaires

Elimination du peroxyde d’hydrogéne et des
lipoperoxydes
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Enzyme utdisant Je NADPH ou le ghutathioa
pour newiraliscr kes ¢ifets des RLO

Médiateur et antagoniste du monoxyde
d'azote

1.4.3.1 Famille des peroxirédoxines

Les peroxirédoxines (Prxs) furent initialement identifiées sur la base de leur capacité
a protéger les protéines contre les dommages oxydatifs induits par les EROs en
présence de dithiothréitol (DTT). Elle fut appelée protéine de protection ou encore
antioxydant thiol-spécifique avant d’étre rebaptisée Prx (Rhee ef al., 2001). Prx est
une famille de peroxydases présente dans tous les organismes et ayant des poids
moléculaires qui varient entre 20 et 30 kDa. De nombreuses especes contiennent plus
d'une Prx; les mammiferes ont six Prxs différentes. Chaque isoforme est unique. Elles
présentent différents profils au cours du développement, sont distribuées

différemment dans les organelles et interviennent dans différentes réactions pendant
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la catalyse (Rhee ef al., 2001). Prx1 et Prx2 sont des protéines cytosoliques, Prx3 est
présente dans les mitochondries et Prx4 dans le réticulum endoplasmique et les
lysosomes et peut également étre sécrétée dans I’espace extracellulaire (Kang ef al.,
1998). Prx$5 est située dans les peroxysomes, les mitochondries et le cytosol et est
classée dans le sous-groupe 2-cys atypique. Prx6 est localisée dans le cytosol. Elle est
le seul membre de la famille appartenant au sous-groupe 1-Cys peroxirédoxine (Kang
et al., 1998). Les Prxs 1-4 ont deux cystéines conservées et appartiennent donc au
sous-groupe 2-Cys typique. Elles sont présentes sous forme d'homodiméres non
covalents disposés dans une formation en téte-a-queue (Poynton et Hampton, 2014).
1l a été démontré que chez ces derniers le NHy-terminal du groupe Cys-SH est le site
primaire de l'oxydation et lorsqu'il est oxydé¢, il réagit rapidement avec l'autre cysteine
conservé dans le terminus COOH pour former une liaison disulfure intramoléculaire

(Cox et al., 2009; Verdoucq et al., 1999).

Les Prxs sont une classe de peroxydases thiol qui comme la catalase et le glutathion
peroxydase participent & la dégradation du peroxyde d’hydrogéne en eau a I’aide du
systeme thiorédoxine (Trx)/thiorédoxine réductase (TrxR) en présence de NADPH
(voir figure 1.3). Le mécanisme d’élimination du H;O, par les Prxs implique
I’oxydation de cette derniére et elle est ensuite réduite par son cofacteur la Trx
permettant de la régénérer pour qu’elle puisse se lier a une nouvelle molécule de
H;0,. Trx2 a son tour est réduit par TrxR par transfert d’électron du NADPH a Trx2
(Cox et al., 2009) (voir figure 1.4). Toutefois, les données récentes sur la réactivité et
l'abondance des Prxs ont révélé qu’elle peut étre aussi I’un des membres éminents du
réseau de défense antioxydant. Aussi le role des Prxs comme antioxydants de
défense est plus complexe que la suppression des H,0,. Les Prxs peuvent étre
facilement inactivées par du peroxyde d'hydrogéne. La désactivation de I’activité
peroxydase limite ainsi leur capacité a agir en tant qu'antioxydants (Yang et al.,
2002).
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La combinaison des multiples connaissances sur les Prxs conduisent a I'hypothése
que les Prxs agissent comme des capteurs redox et elles régulent les voies de
transduction des signaux lors de l'oxydation (Fourquet ef al., 2008). Les capteurs
redox ayant le rOle de détecter des perturbations dans I'homéostasie redox, cela fait
des Prxs des entités idéales pour surveiller les signes de stress oxydatif (Poynton et
Hampton, 2014). Il a été prouvé que les Prxs pourraient étre des cible potentielles
pour la radiothérapie dans le traitement du cancer car elles peuvent étre induites par
rayonnement et donc leurs statuts d'expressions pourraient déterminer la

radiosensibilité des cellules cancéreuses (Zhang et al., 2009).
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Figure 1.3 Elimination du H;0,. L'anion superoxyde réagit avec elle-méme
pour former du peroxyde d'hydrogéne (H;O;) et de l'oxygéne par une réaction
spontanée et par une réaction enzymatique de dismutation. Le H,O; est réduit en eau
(H,0) par la peroxirédoxine, le glutathion peroxydase, ou la catalase. Adapté de
(Lubos et al., 2008).
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Figure 1.4 Réaction redox d’élimination des EROs catalysée par le systéme Trx.
La source d’¢électron du systeme est le NADPH qui provient de la voie des pentoses
phosphate. Le Trx oxydé (Trx-S,) est réduit par le NADPH et I’enzyme TrxR. Le Trx
réduit (Trx-SH,) par la suite va catalyser la réduction du disulfure de Prx oxydé (Prx-
S,) en Prx réduit (Prx-SH,) permettant la régénération de ce dernier afin qu’il attaque
une nouvelle molécule de H,O, ou ROOH. Adapté de Lu et Holmgren 2010.

1.4.3.2 Famille des thiorédoxines

Les thiorédoxines (Trxs) sont des petites réductases de 12 kDa qui catalysent le
changement des protéines disulfure/dithiol avec un site actif en motif CGPC
conservé. Il existe différentes formes de Trx : Trx1 qui est une enzyme cytosolique et
extracellulaire et Trx2 qui est situé dans les mitochondries (Lillig et Holmgren,
2007). TrxR est un sélénoenzyme avec trois isoformes: TrxR1 dans le cytosol,
TrxR2 dans les mitochondries et TrxR3 ou TGR (Trx GSH réductase) présents
principalement dans les testicules (Holmgren et Lu, 2010). Trx et TrxR interviennent
dans plusieurs voies de signalisation. Ce sont des acteurs étroitement liés a de

nombreuses maladies (voir figure 1.5). Les taux plasmatiques de Trx1 et de TrxR1
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ont été utilisés comme un marqueur de l'inflammation dans le cas du cancer et de

l'infection par le VIH (Holmgren et Lu, 2010).
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Figure 1.5 Systéme Trx de mammiféres, un acteur central étroitement lié a de
nombreuses maladies humaines. Il joue un rdle essentiel dans les mécanismes
biochimiques. L'expression des protéines du systtme Trx est modifiée dans de
nombreuses maladies a I’instar du cancer, du diabéte, des maladies cardiovasculaires
et des maladies neurodégénératives. Dans des conditions de vieillissement,
d'inflammation et infections virales les niveaux de Trx sont également modifiés. Trx1
réduit la ribonucléotide réductase (RNR), qui est essentielle pour la synthése de
I'ADN. Trx fournit des électrons & la méthionine sulfoxyde réductase (MSR) et aux
peroxyredoxines (Prxs) pour réparer respectivement des résidus méthionine sulfoxide
dans les protéines ou pour protéger contre le stress oxydatif via I'élimination du
peroxyde dhydrogene et le peroxynitrite. Le systtme Trx intervient dans la
signalisation redox cellulaire en controlant l'activité de plusieurs facteurs de
transcription tels que NF-kP, p53, Ref-1, HIFa, PTEN, AP-1, et un récepteur de
glucocorticoides. Trx~(SH;) peut se lier, inactiver I’ASK1 et régule ASK1 apoptose
dépendante. Trx interagissant avec TXNIP (« thioredoxin interacting protein»), qui se
lie a Trx-(SH>) et régule l'activité Trx. TrxR peut réduire une protéine disulfure
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isomérase (PDI) un acteur critique pour la formation de liaisons disulfure. Trx-(SH>)
affecte l'activité de certaines protéines clés telles que les caspases par contrdle de la
protéine S-nitrosylation et dénitrosylation. Adapté de Holmgren et al 2010.

La Trx combinée avec la TrxR et le NADPH forme le systéme Trx. Il a été découvert
par Peter et ses collaborateurs en 1964 comme étant un donneur d’hydrogeéne pour la
synthése de la cytidine désoxyribonucleoside diphosphate par la ribonucléoside
réductase (RNR) d’E. coli (Laurent et al., 1964). Ils ont plusieurs réles dans la
synthése de ’ADN, la défense contre le stress oxydatif et ’apoptose. La description
la plus générale du systeme Trx est son rdle en tant que protéine disulfure réductase.
L'enzyme fonctionne en prenant des électrons de NADPH via TrxR. Ceux-ci sont
transférés dans le site actif de la Trx, qui est en générale disulfure-réductase. Le TrxR
des mammiféres se compose de deux sous-unités dans un arrangement téte a queue
avec un grand nombre de formes d'épissage (Arnér, 2009). Les électrons provenant
du NADPH permettent de réduire le disulfure et le transfert au C-terminal du site
actif du sélénothiol (Sec) lui-méme localisé dans la séquence qui est conservée dans
toutes les isoformes de TrxR. De 14, les électrons se déplacent au Trx, ce qui réduit
les protéines thiols comme la Prx ou d'autres substrats (Holmgren et Lu, 2010). Ce
systtme Trx/TrxR est responsable de la réduction de la 2-Cys Prx tant que Trx et
TrxR sont présents a des concentrations inférieures dans les cellules que les Prxs. Des
études in vitro indiquent que la réduction du disulfure est I'étape limitant la vitesse
dans le cycle catalytique du Prx (Parsonage et al, 2005; Thannickal et Fanburg,
2000).

1.4.3.3 Voie des pentoses phosphates

L'histoire du réle métabolique de la voie des pentoses phosphates (VPP) a commencé

en 1926, lorsque l'introduction de nouveaux médicaments antipaludiques, comme la
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primaquine, a conduit a la premiére description médicale des médicaments induisant
I'anémie hémolytique en corrélation avec un manque de GSH (Beutler ef al., 1985;
Riganti et al., 2012). La VPP est branchée avec la glycolyse dans la premiére étape
du métabolisme du glucose. Elle comprend deux phases ou branches: la branche
oxydative et la branche non oxydative. La branche non oxydante comprend une série
de réactions réversibles qui recrutent des intermédiaires de la glycolyse
supplémentaires, tels que le fructose 6-phosphate (F6P) et le glycéraldéhyde 3-
phosphate (G3P), qui peuvent étre convertis en phosphates pentose et vice versa. La
branche oxydative génére le NADPH et les ribonucléotides (Horecker, 2002) (voir
figure 1.6).

La VPP est particuliérement critique pour les cellules cancéreuses parce qu’elle
génére non seulement les pentoses phosphates pour compenser leur taux élevé de
synthése d'acide nucléique, mais produit également le NADPH qui est nécessaire a la
fois pour la synthése des acides gras et la survie des cellules dans des conditions de
stress. Ce dernier est consommé au cours de la synthése des acides gras et est
nécessaire pour piéger des EROs. Par conséquent, la VPP joue un réle essentiel en
aidant les cellules cancéreuses a4 métaboliser le glucose pour répondre a leurs

exigences anaboliques et de lutter contre le stress oxydatif (Patra et Hay, 2014).

Le glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6PD) est I’enzyme critique dans la voie
des pentoses phosphates. 1l existe soit sous forme de monomeére inactif ou de dimére
actif. Un complexe d'ordre supérieur (un tétramére) a également été rapporté
(Horecker, 2002). Il catalyse I'étape limitant la vitesse dans la branche oxydative de la
VPP qui génére la premiére molécule de NADPH (voir figure 1.6). Par conséquent,
son expression et son activité sont strictement réglementées. Des niveaux
relativement élevés de cette enzyme sont présents dans de nombreux tissus a
métabolismes normaux, tels que le foie, les tissus adipeux, et les glandes surrénales et

mammaires (Hilf er al, 1975; Rudack er al., 1971). Les cellules cancéreuses
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expriment également des niveaux relativement élevés de cette enzyme (Patra et Hay,
2014). Son activité est étroitement lié avec le rapport NADP'/NADPH dans la
cellule. Le NADPH régule négativement l'activité de la G6PD, alors que le NADP*
est nécessaire pour son activité enzymatique et sa conformation correcte (Horecker,
2002; Patra et Hay, 2014). Les espéces réactives de l'oxygéne sont capables d'induire
la modification des macromolécules biologiquement fondamentales, y compris
l'oxydation du GSH et des protéines du groupe SH. Une étude a montré que I’ajout de
la diamine un oxydant potentiel des groupes thiols dans les cellules souches
embryonnaires de souris ou le G6PD a été supprimé, diminue le taux de NADPH
pour maintenir la forme réduite de GSH. Cela conduit les cellules & une mort par
apoptose. 1l apparait ainsi que G6PD joue un rdle essentiel lorsque la cellule doit

répondre rapidement a une attaque exogéne du stress oxydatif, en reconstituant le

réservoir intracellulaire de GSH (Filosa et al., 2003).

Vu son importance dans le bon fonctionnement de la cellule, la VPP peut étre une
cible intéressante pour le traitement du cancer (Riganti et al., 2012). On sait que
I’augmentation de son activité dans les cellules cancéreuses permet de produire des
quantités importantes de NADPH pour diminuer la quantité des EROs. Cela génére
simultanément des niveaux élevés de nucléotides pour la synthése et de réparation de
I’ADN. Ces activités de la VPP peuvent provoquer une résistance a certains
traitements contre le cancer qui accroissent le stress oxydatif et les dommages de
I'ADN. Entre autres la radiothérapie et chimiothérapie (Sharma et al, 2010) qui
provoquent des niveaux élevés des EROs et déclenchent une réponse adaptative en
augmentant [’activit¢ de la VPP. De nombreuses études sur les changements
qualitatifs et quantitatifs des cellules tumorales, montrent que la VPP augmente la
prolifération cellulaire et la progression tumorale, protége les cellules tumorales
contre I'apoptose et compromet les thérapies anticancéreuses classiques, telles que la

chimiothérapie et la radiothérapie (Riganti et al., 2012).
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Figure 1.6 Représentation schématique de la branche oxydative et celle non
oxydative de la VPP. Dans la branche oxydative de la VPP (fléches rouges), le
glucose 6-phosphate est oxydé et décarboxylé en ribulose 5-phosphate. Ce dernier est
ensuite isomérisé en ribose S-phosphate une composante essentielle des nucléotides.
Deux molécules de NADPH par mole de glucose 6-phosphate entrant dans la VPP
sont aussi produites et fournissent des équivalents réducteurs pour la régénération du
GSH via le glutathion réductase, la synthése des acides gras et des stérols, la
détoxification des xénobiotiques et la synthése de ’ADN. Dans la branche non
oxydative (fleches bleu), les pentoses phosphates subissent un échange de deux
carbones et trois carbones dans des réactions réversibles, pour donner finalement du
fructose 6-phosphate et du glycéraldéhyde 3-phosphate, qui peut entrer dans la voie
de la glycolyse, et étre reconvertis en glucose 6-phosphate ou encore oxydé en
réponse aux demandes de la cellule en ATP, en pentoses phosphates, en G6PD, en 6-
phosphogluconate déshydrogénase, en GSH, trans-cétolase et en trans-aldolase
(Riganti et al., 2012).
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1.5 Apoptose

JESE] Introduction

La mort cellulaire programmée fut clairement identifiée pour la premiére fois par
John Kerr en 1972 méme si elle a été observée bien plutét par Fleming en 1885. 11
nomma ce phénomene apoptose en référence a la chute des feuilles a I’automne. En
effet ce nom découle des mots grecs apo qui signifie éloignement et pfose qui signifie
chute (Kerr et al., 1972). De 1976 a 1981, trois groupes de chercheurs examinent par
électrophorese la chromatine des tissus irradiés et constatent qu’elle se fragmente en
produits ayant un modele de type échelle suggérant que les fragments sont de
multiples nucléosomes. Puis en 1984, Wyllie et ses collaborateurs ont li€¢ ce modele

typique en échelle au phénomene de I’apoptose (Majno et Joris, 1995).

L’apoptose  (suppression cellulaire ordonnée) est un mécanisme
génétiquement contrdlée, un mode ubiquitaire de mort cellulaire qui joue un réle
opposé a celui de la mitose dans la régulation des populations cellulaires animales
(Giansanti et al., 2011; Haddad, 2004). Elle intervient dans les processus tels que le
développement embryonnaire et fcetal, 1’élaboration du systéme immunitaire et dans
I’homéostasie des tissus hormono-dépendants permettant de maintenir I’homéostasie

cellulaire.

La mort cellulaire est le plus souvent conduite par trois mécanismes principaux que
sont I’apoptose, la nécrose ou I’autophagie. De fagon bréve, I’identification d’une
cellule apoptotique repose sur des critéres morphologiques stéréotypés dominé par le
rétrécissement de la cellule, la condensation de la chromatine nucléaire, la
fragmentation de la cellule en corps apoptotiques et leurs phagocytoses par les
cellules voisines (Kerr et al., 1972). L’autophagie est un processus subcellulaire qui
digere les organelles endommagées ou en surplus (Yang et al., 2010). Le résultat de

la nécrose quant a elle est le gonflement et éclatement de la cellule a cause du bris de
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la membrane. Elle n’entraine pas de floculation de la chromatine et de gonflement de
la mitochondrie. De méme la nécrose peut se produire s’il y a une inhibition
pharmacologique ou une ablation génétique de la voie apoptotique suggérant que la
nécrose est induite comme une voie alternative permettant d’assurer la mort cellulaire

lorsque I’apoptose a échoué (Wu et al., 2010).

1.5.2 Voies apoptotiques

Il existe différentes voies de signalisations pouvant aboutir & I’apoptose (voir revue :
Pallepati et Averill-Bates, 2012). Entre autres, il y a la voie intrinseéque qui met en jeu
la mitochondrie et occupe une place importante et centrale dans le phénomeéne de
’apoptose, la voie extrinséque ou voie des récepteurs de mort initiée a la surface des
cellules par les récepteurs membranaires et la derniére voie est celle du réticulum

endoplasmique (RE) (Giansanti et al., 2011).

1.5.2.1 Voie des récepteurs de mort

La voie extrinséque de mort par apoptose implique des récepteurs de la membrane
plasmique tels que le facteur de nécrose tumoral TNFRI1 (p55/CD120a), Fas
(APO1/CD95), p75NGFR (facteur de croissance nerveux), les deux récepteurs de
TRAIL, DR4 (TRAIL-R1/APO-2) et DR5 (TRAIL-R2/KILLER/TRICK2), et les
récepteurs DR3 et DR6 (Pallepati et Averill-Bates, 2012). Ces molécules possédent,
dans leur portion intracytoplasmique C-terminale, une région conservée appelé
domaine de mort (DD) et formant six hélices alpha. Leur portion extracellulaire est
composée d’un nombre variable de domaines riches en cystéine, et leurs ligands sont
des molécules trans-membranaires ayant une forme soluble issue d’un épissage

alternatif ou du clivage de la portion extracytoplasmique C-terminale par une protéase
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(Russo et al., 2010). Un domaine extracellulaire appelé PLAD («pre ligand-binding
assembly domain») est utile pour I’interaction du ligand et de son récepteur et cela

nécessite bien évidement la trimérisation de chacun d’entre eux.

La signalisation de I’apoptose par Fas et TNFRI requiert la participation du domaine
de mort (DD) dans la portion cytoplasmique de chacun des récepteurs. Ce dernier
recrute les protéines cytosoliques présentes dans le domaine homologue. Par
exemple, les récepteurs Fas ou TNF-a oligomerisés recrutent et interagissent avec les
protéines adaptatrices FADD («Fas Associated Death Domain») ou TRADD
(«Tumor Necrosis Factor Receptor Type 1-Associated Death Domain protein») qui
vont se lier 4 eux via leurs propres DD. Une fois la trimérisation du récepteur Fas
avec son ligand réalisée c’est la protéine cytoplasmique FADD possédant un motif
amino-terminal appelé domaine effecteur de mort (DED) qui va recruter la
procaspase 8 par sa prédominance sur ce dernier. Mais par contre, si le signal
provient de TNFR1, alors c’est la molécule adaptatrice TRADD qui intervient (voir
figure 1.7). Donc le signal activant la mort peut étre transmis de la membrane
plasmique a la caspase 8 par FADD ou par TRADD. Ainsi se forme le complexe
DISC («Death Inducing Signaling Complex») au sein duquel le rapprochement des
procaspases 8 conduit a leur activation (Baatout et al., 2002). En fonction du type

cellulaire on peut aussi avoir un recrutement de la procaspase 10 au lieu de la caspase
8.

Une importante activation des caspases 8 entraine une activation directe des caspases
effectrices 3, 6 et 7. Il en résulte un clivage de leurs substrats spécifiques tels que
I’enzyme nucléaire PARP (poly-ADP-ribose-polymérase) et de I’inhibiteur des
endonucléases ICAD («Caspase-activated DNase») menant a 1’apoptose. Une faible
activation des caspases 8 entraine |’activation des caspases 3 par I’intermédiaire

d’une boucle d’amplification faisant intervenir la mitochondrie (voir figure 1.7).
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Figure 1.7 Voie des récepteurs de mort : Le recrutement des molécules adaptatrices
cytoplasmiques (TRADD, FADD) est induit grace a la trimérisation de TNF, des
ligands Fas et TRAIL avec leurs récepteurs respectifs (TNFR1, Fas ou DR4 ou DRS).
Ces molécules adaptatrices vont ensuite recruter les procaspases 8 et 10, deux
molécules homodiméres qui s’assemblent pour former la caspase mature. Cette
derniére va se cliver et activer d’autres caspases telles que les caspases 3,6 et 7 qui
vont cliver leurs substrats clés, orchestrant la mort par apoptose de la cellule
(Pallepati et Averill-Bates, 2012).

& poplosodmes

1.5.2.2 Voie mitochondriale

La mitochondrie a une place considérable dans la description de la mort programmée
et de ses mécanismes de régulation. Elle semble en effet impliquée dans la phase de
contrdle et la phase effectrice de |’apoptose. Ainsi, en participant a I’activation des

caspases comme a la libération dans le cytosol de facteurs « apoptogéniques »
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indépendants des caspases tels que I’endonuclease EndoG et AIF («Apoptosis
Inducing Factor»), la mitochondrie apparait comme un acteur clé des processus

apoptotiques (Circu et Aw, 2010; Ségal-Bendirdjian et al., 2005).

La voie de la mort cellulaire intrinséque est déclenchée par des signaux de morts
cellulaires tels que les dommages & I’ADN, la privation en nutriments, des facteurs de
croissances et le stress oxydatif (Wei ef al., 2001). Elle est étroitement réglementée
par les protéines de la famille Bcl-2. Le membre fondateur de cette famille de
protéines est le produit du proto-oncogene Bcl-2, identifié au point de cassure t(14;
18) dans un lymphome folliculaire humain B (Ségal-Bendirdjian et al., 2005). La
famille de protéines Bcl-2 est constituée de plus de 20 membres qui sont classé selon
leurs domaines d’homologie & Bcl-2 (BHI1 a 4) dans la région de I’hélice alpha et
selon leurs fonctions dans les processus apoptotiques. Les protéines pro- apoptotiques
de la famille Bcl-2 se situent principalement dans le cytoplasme et peuvent s’insérer
dans la membrane mitochondriale externe (OMM) si nécessaire. Elles regroupent les
protéines a domaine multiples BH1 a 3 (Bax, Bak, Bok) et les protéines a un seul
domaine BH3 telles que Bad, Bik, Bim et d’autres (voir figure 1.8). Les protéines
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Bcl-W, Bcel-xL et Bcl-2) se trouvent dans
I’OMM et inhibent I’apoptose. Elles empéchent I’ouverture de VDAC («Voltage
Dependant Anion Channel») et donc la libération du cytochrome c en se liant avec les
protéines pro-apoptotiques de la famille de Bcl-2 ou par inhibition de 1’assemblement
supramoléculaire formé par les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2
(Kannan et Jain, 2000). Ces protéines pro et anti-apoptotiques peuvent former des
hetérodiméres ainsi que des homo- et des oligoméres en se liant a leurs domaines
BH. Il a été démontré par Korsmeyer et ses collégues que tBid peut oligomériser Bax
et Bak et ainsi former un complexe capable de libérer le cytochrome ¢ dans le

cytoplasme et induire 1’apoptose (Wei et al., 2001).
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Figure 1.8 Représentation des domaines structuraux des protéines pro- et anti-
apoptotiques de la famille Bel-2. Il y a les domaines conservé BH (1 a 4) chez la
majorité des protéines. Les protéines pro-apoptotiques sont divisées en deux groupes.
Ceux possédant les domaines BH1, BH2 et BH3 et ceux ayant un seul domaine BH3.
Certains possédent un domaine transmembranaire (TM) a leurs extrémité C-terminal
leurs permettant de s’insérer dans les membranes (Taylor et al., 2008).
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La principale voie de libération du cytochrome ¢ dans la mitochondrie est le pore de
perméabilité transitoire mitochondriale (PTP). C’est un complexe multimérique
composé du VDAC, d’une cyclophiline D, d’un récepteur périphérique des
benzodiazépines et de la translocase de nucléotides adényliques (ANT). L’analyse des
mitochondries de cellules engagées en apoptose met en évidence une diminution de
leur potentiel transmembranaire (AWm), caractérisée par un gonflement de la
mitochondrie et expliquée par I’ouverture de mégapores, dits PTP (Mercié et Belloc,
2001). L’ouverture de ces pores semble finement réglée par Bcl-2 et ses partenaires
(Susin et al., 1997). Les protéines pro-apoptotiques (Bax et Bid) quant a elles peuvent
induire I’ouverture du PTP en interagissant directement avec VDAC. De méme, ils
peuvent induire la mobilisation du calcium a partir du RE et entrainer un
déclenchement de I’ouverture du PTP dont on rappelle I’ancrage dans la membrane
externe des mitochondries, et la capacit¢é de se comporter comme des canaux
ioniques. Le PTP s’associe a la matrice mitochondriale et permettre la libération des

stocks de cytochrome c situé dans 1’espace interstitiel (Voir figure 1.9).

L’ouverture de pores PTP serait responsable de la libération dans le cytoplasme de
facteurs qui vont déclencher I’activation des caspases ou leur clivage protéolytique.
La protéase AIF « apoptosis-inducing factor » semble capable a elle seule d’induire la
protéolyse et la fragmentation nucléaire caractéristique de 1’apoptose (Golstein, 1997;
Susin et al., 1997). Dans le cytosol, le cytochrome ¢ va s’associer au facteur de
protéase apoptotique-1 (Apaf-1). Ce dernier va s’agréger avec d’autres molécules
d’Apaf-1, et cet ensemble va se lier finalement a la procaspase 9 pour former
I’apoptosome (voir figure 1.10). Apaf-1 fixe aussi de I’ATP et du dATP, nécessaires
a D’activation efficace de la caspase 9. On assistera ensuite a la transactivation des
procaspases 9 complexées, en caspases 9 actives qui vont cliver et donc activer
d’autres caspases en aval. S’ensuivra alors le clivage de substrats clés tels que PARP,

ICAD, lamin B entrainant la mort par apoptose.
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Figure 1.9 Régulation de I’apoptose par les protéines Bel-2. Dans les cellules non
apoptotiques, les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Bax, Bak) sont
inhibés par les membres anti-apoptotiques (Bcl-2, Bel-xL). En réponse a un stimulus
apoptotique, les protéines « BH3-seulement » sont activées (par régulation
transcriptionnelle, relocalisation subcellulaire, déphosphorylation ou protéolyse).
Elles peuvent alors soit inhiber I’action anti-apoptotique de Bcl-2, soit directement
induire un changement de conformation des protéines Bax et Bak conduisant a leur
oligomérisation et a leur insertion dans la membrane mitochondriale ou elles vont
former des pores permettant la libération des facteurs pro-apoptotiques dont le
cytochrome c. Celui-ci contribue a la formation de 1’apoptosome et a |’activation de
la cascade des caspases. Smac/Diablo et Omi/HtrA2 inhibent les IAP («Inhibitor of
apoptosis») dans le cytosol, tandis que I’AIF («apoptosis inducing factor») et
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I’endonucléase G (EndoG) entrent dans le noyau participant a la dégradation de
I’ADN. La caspase 12 peut &tre activée aprés relargage du Ca>* du RE. Par ailleurs,
les ions Ca®*, I’annexine 5 et la calpaine-1 peuvent relayer des signaux du RE 2 la
mitochondrie (Ségal-Bendirdjian et al., 2005).
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Figure 1.10 Apoptosome. Au cours de I’apoptose, le cytochrome ¢ (cyt c¢) relargué
de la mitochondrie va se fixer sur la région carboxy-terminale d’Apafl, riche en
répétitions WD40. Cette fixation induit un changement de conformation de cette
protéine qui, en présence de I’ATP, va s’oligomériser en une structure heptamerique
(« en roue »), I’apoptosome. Cette structure va recruter et activer la procaspase 9.
Celle-ci, a son tour, active la cascade des caspases dont les caspases 7 et 3 (Ségal-
Bendirdjian et al., 2005).

1.5.2.3 Voie du réticulum endoplasmique

Les protéines de conformation anormale constituent un grave danger pour les cellules
vivantes. Le RE représente le si¢ge de la synthése et de maturation de la majorité des
protéines membranaires et secrétées. Au cours de leurs synthéses, ces protéines
pénetrent dans la lumiére du RE ou elles sont repliées et assemblées en complexes
multiprotéiques avant d’étre transportées. Malgré tous les processus mis en jeu par le
RE pour que le repliement des protéines soit une réussite, il y a toujours des protéines
de conformations incorrectes qui sont produites. Celles-ci peuvent étre prises en

charge par les chaperonnes pour corriger leur conformation ou alors étre transloquées
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par 'ERAD («endoplasmique reticulum-associated degradation») et dégradées dans
le cytoplasme par le protéasome. Parfois la quantité¢ de protéines anormales est
fortement élevée et cela met le RE dans un état de stress induisant ainsi la réponse
UPR («unfolded protein response») ou encore réponse aux protéines mal repliées

(Pallepati et Averill-Bates, 2012).

La réponse UPR peut soit augmenter les capacités cellulaires de repliement des
protéines ou déclencher le processus d’apoptose en cas de stress intense ou de longue
durée. Elle posséde plusieurs composantes, la premiére consiste a activer la
transcription des génes codant pour les chaperonnes résidants dans le RE, des
protéines de la voie de sécrétion et les protéines du systtme ERAD. Ceci permet de
rendre la voie sécrétrice plus performante et amplifie I’activité de repliement des
protéines. La seconde consiste a inhiber la traduction des ARNm ce qui réduit le flux
de nouvelles protéines dans le RE pour éviter la surcharge de I’organite (Garlatti et
Barouki, 2002).

La réponse transcriptionnelle a un stress du RE met en jeu trois voies de
signalisations qui impliquent les protéines transmembranaires Irel («endonuclease
inositol requis 1»), ATF6 («activating transcription factor») et PERK («PKR-like
Kinase») (Schroder et Kaufman, 2005; Shen et al., 2004). Irel est maintenu dans sa
forme inactive par la chaperonne GRP 78/Bip en absence de protéines mal repliées.
Ainsi, lorsque des protéines mal repliées sont formées dans le RE elles sont
reconnues par la chaperonne GRP78/Bip qui se dissocie de Irel permettant a ce
dernier de s’activer par un processus d’oligomérisation et d’autophosphorylation en
trans. Les Irel grace & leurs activités endoribonucléasiques, clivent I’ARNm de XBP-
1 non épissé dont la transcription du géne est activée par les facteurs de transcription
pSOATF-6a et B provenant du clivage protéolytique de I’ATF6. Cela méne a
I’activation des genes cibles de I’'UPR (chaperonnes et enzymes de dégradation

ERAD) (Garlatti et Barouki, 2002).
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Un autre mécanisme d’activation des protéines peut étre déclenché par la libération
de la Grp78 de I’extrémité N-terminal de I’ATF6. En effet, au lieu d’étre oligomérisé,
ATF6 va étre libéré de la Grp78. 11 sera ensuite transloqué dans I’appareil de Golgi ou
des protéases vont le prendre en charge pour le cliver a un site prés de la membrane.
Ce facteur de transcription libéré dans le cytosol va migrer vers le noyau pour réguler

I’expression des genes (voir figure 1.11) (Ye et al., 2000).

L’inhibition de la traduction se fait par I’intermédiaire de PERK. 1l a une homologie
structurale avec les protéines Irela et et le mécanisme d’activation de son activité
kinase est semblable a celui de Irel de mammifére (Harding e al., 1999). Pendant le
stress du RE, PERK est libéré du chaperon Bip et elle s’oligomérise et
s’autophosphoryle en trans. PERK ainsi activé entraine la phosphorylation du facteur
d’initiation de la traduction elF2a bloquant la formation du complexe de pré-initiation
de la traduction aboutissant a une inhibition de la synthese des protéines (figure 1.11)
Xu et al., 2005).
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Figure 1.11 Evénements de transductions des signaux associés au stress du RE.
La chaperone Grp78 lie les extrémités N-terminales de Irel, PERK et ATF6,
empéchant leur activation. La présence des protéines mal repliées dans le RE
entraine la libération de Irel, PERK et ATF6 par la Grp78. Suite a cette libération
Irel et PERK s’oligomérisent dans les membranes du RE. IREI oligomérisé se lie a
TRAF2, ensuite en aval la signalisation des kinases activent NF-kf et c-Jun (AP-1),
ce qui provoque l'expression de génes associés a la défense de I'héte (alarme).
L'activité de ribonucléase intrinséque de Irel conduit également a la production de
XBP-1, un facteur de transcription qui induit I'expression de génes impliqués dans la
restauration, le repliement des protéines ou la dégradation des protéines dépliées.
L’oligomérisation de PERK active son activité kinase intrinséque, ce qui entraine la
phosphorylation de elF2a et la suppression de la traduction de 'ARNm. Dans ces
conditions, seuls les ARNm sélectionnées, y compris ATF4, sont traduits. ATF4
induit I'expression de génes impliqués dans le rétablissement de 'homéostasie du RE.
La liberation de Grp78 de ATF6 permet a celle-ci de transloquer dans I'appareil de
Golgi par un processus protéolytique pour libérer ATF6 actif, qui contrdle
I'expression des génes UPR (Xu et al., 2005).



48

Un stress plus agressif causé par des agents toxiques ou métaboliques est susceptible
de déclencher I’apoptose par le RE qui se traduit par une induction de 1’expression du
geéne codant pour le facteur de transcription CHOP («C/EBP homologous protein-
10») connu aussi sur le nom de GADDI153. 1l appartient & la famille des facteurs de
transcription « CCAAT/enhancer binding proteins» (C/EBP), et son expression est

généralement régulée par la chaperonne Bip.

1.6 Présentation du projet
1.6.1 Introduction

Le traitement du cancer par chimiothérapie en clinique est limité car un grand
nombre de tumeurs acqui€rent une résistance a plusieurs médicaments différents
(phénomene de résistance aux médicaments), raison pour laquelle il est nécessaire de
continuer a développer des traitements alternatifs. C’est dans cette perspective que
notre laboratoire étudie l’effet de I’hyperthermie sur les cellules cancéreuses
(Bettaieb er al., 2013). En effet, I’hyperthermie localisée (40-45°C) est d’un grand
intérét dans le traitement du cancer chez I’humain. Du fait des progrés dans le
domaine des technologies ultrasons et ondes ultracourtes, on peut actuellement
chauffer localement des tissus cancéreux. L’hyperthermie est utilisée en clinique en
combinaison avec la radiothérapie et/ou la chimiothérapie afin d’améliorer leurs
effets cytotoxiques envers les tumeurs et de rendre ces traitements plus ciblés vers la
tumeur. L’utilisation combinée peut augmenter ’indice thérapeutique; I'apport
localisé de chaleur pourrait augmenter la cytotoxicité du médicament dans la tumeur
et en méme temps diminuer les effets secondaires toxiques sur les tissus normaux.

Des essais cliniques en Europe, au Japon et aux Etats-Unis ont démontré des progrés
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prometteurs chez des patients atteints de tumeurs de la vessie, du col utérin, de la téte
et du cou, du rectum, du sein, du poumon, du cerveau, et pour certains sarcomes et

mélanomes (Palazzi et al., 2010; Twombly, 2010).

1.62  Hypothése

L’hyperthermie létale (42-43 °C) et I’hyperthermie douce (40 °C) augmente la
production des EROs, qui pourrait causer des changements dans les niveaux
d’expression des antioxydants et des molécules impliqués dans le métabolisme du

glucose a I’intérieur des cellules cancéreuses.

1.6.3  Objectifs du projet

Quelques travaux antérieurs dans notre laboratoire ont permis de démontrer que
I’hyperthermie (42-45 °C) cause la mort des cellules par apoptose qu’elles soient
sensibles ou résistantes a la chimiothérapie (MDR) et pourrait étre utile pour
I’élimination des cellules résistantes aux traitements conventionnels (Wrzal et al.,
2008). L’hyperthermie augmente la génération des EROs (Pallepati et Averill-Bates,
2010), et induit I’apoptose par les voies des mitochondries (Bettaieb et Averill-Bates,
2005) et des récepteurs de mort (Bettaicb et Averill-Bates, 2008) dans les cellules
HeLa. La catalase, une enzyme antioxydante, empéche I’activation du récepteur de
mort Fas et I’activation de la caspase-8 en réponse a une hyperthermie létale (42-
45°C). De plus, une tolérance thermique douce induite a 40 °C (température de
fievre) protége les cellules HeLa contre I’apoptose induite par la chaleur létale a 42-
45 OC (Bettaieb et Averill-Bates, 2008). La tolérance thermique modérée atténue
I’induction des EROs et du ligand de mort FasL, qui constitue les événements

d’initiation de I’activation de I’apoptose par les récepteurs de mort cellulaire induite
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par I’hyperthermie (42-45 °C). Des événements liés a 1’apoptose et situés en aval tels
que I’activation de la caspase 3, le clivage de PARP, ainsi que la condensation de la
chromatine nucléaire, sont également diminués chez les cellules tolérantes a la

chaleur.

1.63.1 Objectif général

Dans le souci de continuer a apporter plus de lumiére pour une utilisation plus
efficace de I’hyperthermie, l’objectif général du projet est de comprendre les
mécanismes impliqués dans la toxicit¢ de I’hyperthermie chez les cellules

cancéreuses et I’effet protectrice de la thermotoléreance.

1.6.3.2 Les objectifs spécifiques

1. Déterminer si la réponse de stress cellulaire induite par I’hyperthermie
douce (40°C) et létale (42-43°C) inclut I’induction d’antioxydants tels que les

peroxirédoxines et le glutathion.

2. Déterminer le role des EROs dans I’induction des antioxydants par

I’hyperthermie.

3. Evaluer si I’hyperthermie modifie le métabolisme du glucose et son
transport dans les cellules HeLa pour en fournir du NADPH par la voie des pentoses

phosphates pour le maintien du GSH.
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1.6.4 Choix du Modéle

Comme modele cellulaire pour ce projet nous avons choisi les cellules HeLa
provenant d’un carcinome du col de I’utérus. Cette lignée cellulaire fut isolée et mise
en culture pour la premiére fois en 1951 par Georges Otto Gey et a été obtenue via
I’American Type Culture Collection (ATCC no CCL-2). Elles sont couramment
utilisées dans les laboratoires de recherche et ont été choisies comme modéle a cause
leur caractére immortel, leurs ténacités et leur prolifération rapide. De plus, elles sont
un bon modéle car I’hyperthermie fonctionne efficacement sur le cancer du col de

I’utérus en clinique.



CHAPITRE 11

RESULTATS EXPERIMENTAUX

2.1 Préface

Ce chapitre est constitué d’un article qui décrit les résultats expérimentaux du projet
mené durant ma maitrise dans le laboratoire du Dr Diana Averill. Cet article sera
soumis au journal «Archives of Biochemistry and Biophysics» et son titre est
Induction des mécanismes de défenses cellulaires par choc thermique

peroxirédoxine et glucose 6-phosphate déshydrogénase. Les auteurs de cet article
sont moi-méme Marceline Tchouagué en premier acteur, Audrey Glory en second
auteur et il a été révisé par le Dr Diana Averill. Marceline Tchouagué auteur principal
a fait les expérimentations et la rédaction de I’article ainsi que la recherche
bibliographique pour les figures 2, 3, 4 et 5. Audrey Glory second auteur a fait les
expérimentations pour la figure 1 ainsi que la légende et la description de cette méme
figure, elle a aussi traduit I’introduction, les résultats et la discussion de I’article en
anglais. Ce projet m’a permis d’étudier les mécanismes impliqués dans la toxicité de
’hyperthermie et I’effet protecteur de la thermotolérance chez les cellules

cancéreuses.
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ABSTRACT

Hyperthermia is a promising new anticancer treatment used in combination with
radiotherapy and/or chemotherapy. It uses heat (42-45°C) to kill cancer cells. Milder
temperatures (39-41°C) can cause thermotolerance, a phenomenon that triggers
cellular defense mechanisms to protect cells against subsequent exposures to
hyperthermia. Although hyperthermia has proven effective in clinical trials, there are
still many things to learn about its mechanisms at the cellular level. Mild (40°C) and
lethal (42-43°C) hyperthermia increase the production of reactive oxygen species
(ROS) in cells. This study focuses on the role of ROS and defense molecules such as
antioxidants in the cellular stress response to mild and lethal hyperthermia, in order to
better understand the mechanisms involved. Hyperthermia (42-43°C, 3 h) caused
activation of caspases 9 and 3, as well as apoptosis in HeLa cells. The induction of
apoptosis was decreased in mild thermotolerant (40°C) cells. Hyperthermia (42-43°C,
3h) and thermotolerance (40°C, 3 h) caused increased expression of the antioxidants
peroxiredoxin-2 (Prx2) and Prx3, as well of the hyperoxidized form Prx-SOs;. The
heat (42°C)-induced increases in Prx3 and Prx-SO; were inhibited by the antioxidants
PEG-catalase and MnTBAP, suggesting that ROS generated by hyperthermia were
involved in their induction. Glucose, when metabolized by the pentose phosphate
pathway, produces NADPH, which is needed to maintain the antioxidant glutathione
in its reduced form, GSH. GSH levels increased after | h to 3 h at 40°C. The
expression of the glucose transporter GLUT1 increased after 1h to 3h at 40, 42 and
43°C. Glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD) is the rate-limiting enzyme in the
pentose cycle. Expression of G6PD increased after 3 h at 42-43°C, whereas its
enzymatic activity increased after 1 h to 3 h at 40, 42 and 43°C. This study advances
knowledge about the role of antioxidants in the cellular response induced by heat
shock at both mild and lethal temperatures.

Keywords: Hyperthermia, thermotolerance, peroxiredoxin, glucose 6-phosphate
dehydrogenase, glutathione, apoptosis
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INTRODUCTION

Hyperthermia is a cancer treatment where tissues can be targeted by exposure to high
temperatures (42-45°C) that can damage and kill cancer cells (Horsman & Overgaard,
2007; Hurwitz & Stauffer, 2014; Issels, 2008; Lutgens et al., 2010; van der Zee,
2002; van der Zee et al., 2008). It is mainly used in combination with radiotherapy
and chemotherapy, reducing their side effects to normal tissues and enhancing their
therapeutic efficacy. Incidentally, hyperthermia is the best radio-sensitizer known to
date (van der Zee, 2002). Its efficacy has been reported for the treatment of many
types of cancer, such as head and neck, breast, cervix, bladder, lung, brain, rectum,

prostate, liver and melanoma (Issels et al., 2006; van der Zee, 2002).

The mechanisms underlying cytotoxicity of hyperthermia (242°C) are not yet fully
understood (Milleron & Bratton, 2007). However, hyperthermia can cause protein
denaturation and aggregation, inhibition of DNA repair mechanisms, cell cycle arrest
and cytoskeletal disruption (Wust et al., 2002). Furthermore, hyperthermia can cause
cell death by apoptosis and/or necrosis in a variety of cell types (Bettaieb et al.,
2013).

Thermotolerance is an adaptive survival response that can be acquired by preheating
cells at elevated temperatures. It can be induced by short term exposure (e.g. 30 min)
to high, lethal temperatures (42-45°C) or by longer exposures (3 to 24 h) to mild,
non-lethal temperatures (39.5-41.5°C). Thermotolerant cells become resistant to
subsequent stresses such as heat shock, oxidative stress, anticancer drugs,
radiotherapy and environmental stressors (Gill et al., 1998; Holsapple & Wallace,
2008; Martindale & Holbrook, 2002; Pallepati & Averill-Bates, 2011; Przybytkowski
et al., 1986; Subjeck et al., 1982). Thermotolerance is transient and usually declines

within a few days, therefore it does not interfere with hyperthermia treatments when
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they are conducted outside of the thermotolerance window. Lower doses of heat
stress such as 40°C can induce defense mechanisms in cells, such as heat shock
proteins (HSPs) (Singh & Hasday, 2013; Subjeck et al., 1982; Przybytkowski et al.,
1986) and antioxidants (Pallepati & Averill-Bates, 2010). However, little is known
about the mechanisms involved in the response to lower doses of heat stress. This
phenomenon could provide new perspectives for the treatment of pathologies such as

ischemia-reperfusion and protection against drug toxicity and environmental toxins.

Reactive oxygen species (ROS) and antioxidant defense mechanisms are in
equilibrium under normal physiological conditions (Halliwell & Gutteridge, 2007). A
disruption of this redox equilibrium leads to a state of oxidative stress, which could
be caused by a dysfunction in the mitochondrial respiratory chain or exposure to
stress factors such as environmental toxins. When present at doses exceeding
physiological levels, ROS can oxidize lipids, nucleic acids and proteins and can also
decrease cellular levels of ATP and NADPH (Chandra et al., 2000). To counteract
oxidative stress, cells possess non-enzymatic antioxidants such as reduced glutathione
(GSH) and enzymatic antioxidants that can transform or eliminate ROS. The
superoxide radicals produced in the mitochondrial respiratory chain are the substrate
of the enzyme superoxide dismutase (SOD), producing another ROS, hydrogen
peroxide (H,0,) (Halliwell & Gutteridge, 2007). H,0O; is considered one of the most
important ROS due its implication, at physiological concentrations, in normal cellular
functions such as growth, proliferation and differentiation (Burdon, 1995; Groeger &
al., 2009; Hancock et al., 2001; Pallepati & Averill-Bates, 2012; Sies, 2014). It is
reduced to water for elimination by the enzymes glutathione peroxidase (GPx),

catalase and the peroxiredoxins (Prxs) (Park et al., 2006).

Many of the properties and biological functions involving protein structure, enzymes
and redox pathways are dependent on the properties of thiol groups (Bindoli et al.,

2008; Sies, 2014). The peroxiredoxins are a family of thiol peroxidases (Poynton &
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Hampton, 2014). There are 6 different peroxiredoxins: Prx 1, 2 and 6 located in the
cytosol, Prx3 in mitochondria, Prx4 in the endoplasmic reticulum and Prx5 in both
mitochondria and peroxisomes (Cox et al., 2009). They can all be classified as 2-cys
typical or atypical proteins except for Prx6é which is classified as a 1-cys protein
(Kang et al., 2005). Peroxiredoxins are antioxidant enzymes responsible for the
reduction of H,0; to H,O and for the reduction of hydroperoxides to alcohol using a
catalytic system involving thioredoxin (Trx) and thioredoxin reductase (TrxR) (Kim
et al., 2005). The electrons necessary for these reactions are provided by NADPH
generated in the cytosol via the metabolism of glucose in the pentose phosphate
pathway and in mitochondria via the substrates of the respiratory chain (Bindoli et al.,
2008). Mitochondrial Prx3 is associated with Trx2 and TrxR2 whereas cytosolic Prx2
is associated with Trx1 and TrxRl; both require NADPH (Park et al., 2006). The
sequestration of H,0, by Prx3 involves oxidation of the latter's 2 cysteine residues,
which are then reduced to regenerate Prx3 by Trx2. This allows Prx3 to bind to a new
H,0, molecule. Subsequently, Trx2 will be reduced by TrxR2 by an electron transfer
from NADPH to Trx2 (Cox et al., 2009; Kang et al., 2005). Prx3 is more efficient
than Prx5 and can react with 90% of the H,O; present in mitochondria (Cox et al.,
2009).

GSH is a major low molecular weight thiol antioxidant involved in redox homeostasis
in mammalian cells. It is synthesized in the cytosol in a two-step process catalyzed by
glutamate-cysteine ligase and glutathione synthetase (Mailloux et al., 2013). It then
travels to mitochondria where it is stored and represents about 15% of total GSH
cellular content (Murphy, 2012). GSH, along with GPx, is required to trap H,0O, and
plays a crucial part in the elimination of hydroperoxides. Two GSH molecules are
oxidized by H,0O, to form glutathione disulfide (GSSG) using GPx. The GSSG
produced can then be reduced by glutathione reductase (GR) and NADPH to
regenerate GSH (Mailloux et al., 2013). GSH can also modulate protein functions by
oxidation or by disulfide bond formation with cysteines (Murphy, 2012; Sies, 2014).
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Glucose transport and metabolism are two major processes that can alter the
mechanisms of cell death via apoptosis (Moley & Mueckler, 2000). A slight decrease
in glucose levels can lead to a lack of ATP and then to activation of the mitochondrial
pathway of apoptosis. Glucose enters cells from the blood using the GLUT family of
transporters. It is then metabolized either by glycolysis to produce ATP or by the
pentose phosphate pathway to produce NADPH. The pentose phosphate pathway is
one of the main pathways for metabolism of glucose. It plays a central part in the
cellular redox state by maintaining antioxidants functional to counter oxidative stress.
This pathway is the main cellular source of NADPH that is used to regenerate GSH
from GSSG (Patra & Hay, 2014). Glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD) is
critical in the pentose phosphate pathway because it catalyzes the limiting step that
produces the first NADPH molecule. Incidentally, the pentose phosphate pathway can
be considered as an early marker of oxidative stress because it can react quickly to a

growing need for NADPH to maintain the cellular redox state.

Our earlier studies showed that heat shock increases oxidative stress in HeLa cells at
moderate (40°C) (Pallepati & Averill-Bates, 2010) and high (42-43°C) (Bettaieb &
Averill-Bates, 2008) temperatures. To further improve our understanding of the heat
shock response, this study investigates the role of oxidative stress in orchestrating
changes in key redox molecules such as peroxiredoxins, glutathione and G6PD,

during low and high doses of heat shock.



MATERIALS AND METHODS

Cell culture

HeLa cells (ATCC no. CCL-2) were grown in monolayer in tissue culture flasks
(Sarstedt, St Laurent, QC, Canada) in Dulbecco's modified Eagle's medium
(Invitrogen Canada, Burlington, ON, Canada) containing 10% fetal bovine serum
(FBS) (Invitrogen, Canada), penicillin (50 units/ml) and streptomycin (50 ug/ml)
(Flow Laboratories, Mississauga, ON) at 37°C in a humidified atmosphere of 5%
CO; in a water jacketed incubator (Bettaieb and Averill-Bates, 2005). Cell culture
medium was replaced with fresh medium 24 h before experiments. Cells were grown
to near confluence and then harvested using 0.5 mg/mL trypsin/0.2 mg/mL EDTA in
phosphate-buffered saline (PBS) and washed by centrifugation (1,000 x g, 3 min).

Heat and inhibitor treatments

Confluent cells were heated for 1 h, 2 hand 3 h at 40 °C, 42 °C and 43 °C, relative to
controls (37 °C), in temperature controlled precision waterbaths (£0.02 C) (Haake
D8, Fisher Scientific, Montreal, QC) (Bettaieb and Averill-Bates, 2005). One mL of
cell suspension reached a temperature within 0.1 °C of the waterbath temperature
within 3 min. The antioxidants, manganese (III) tetrakis (4-benzoic acid) porphyrin
chloride (MnTBAP) (5 uM) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and
polyethylene glycol-catalase (PEG-catalase) (300uM) (Sigma Aldrich Co., Saint-
Louis, MO, USA) were added to cells for | h and 3 h, respectively, prior to
experiments (Glory et al., 2014). In HeLa cells, PEG-catalase increased intracellular

catalase activity by 47%, from 3.71£0.67 to 6.20£0.30 mmol/min/10° cells (n=3).



Morphological analysis of apoptosis

Cells were labelled with Hoechst 33258 (5 pg/ml) (blue-green fluorescence) (Sigma-
Aldrich Co.), which binds to condensed nuclear chromatin of apoptotic cells (Tanel
and Averill-Bates, 2005). Observations were made by fluorescence microscopy
(model IM, Carl Zeiss Canada Ltd, St. Laurent, QC) and photographs were taken by
digital camera (camera 3CCD, Sony DXC-950P, Empix imaging Inc, Mississauga,
ON). Images were analyzed using Northern Eclipse software (Empix Imaging).
Fractions of apoptotic cells were calculated relative to total cells. For each condition,

at least 200 cells were counted (n=6).
Caspase activity

Caspase activity was measured as described previously (Tanel and Averill-Bates,
2005). Cells were lysed at —80 °C for 30 min. The kinetic reaction was followed for
30 min after addition of the appropriate caspase substrates at 37°C using a Quadruple
Monochromator Microplate Reader (Infinite M1000, Tecan US, NC, USA). Caspase
activities were measured by cleavage of the following fluorogenic peptide substrates:
Ac-DEVD-AMC for caspase-3 and Ac-LEHD-AFC for caspase-9 (Calbiochem, La
Jolla, CA, USA). Activities of caspases are represented as relative cumulative

fluorescence of the kinetic reaction and compared to untreated controls (n=7).
Preparation of whole cells lysates

Cells were washed by centrifugation (1000 x g, 3 min) in buffer A (100 mM sucrose,
1 mM EGTA, 20mM MOPS, pH 7.4). The supernatant was discarded, and pelleted
cells were resuspended in lysis buffer B (buffer A plus 5% Percoll, 0.01% digitonin,
and a cocktail of protease inhibitors: 1 mM phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF),
10 mM aprotinin, 10 mM pepstatin A, 10 mM leupeptin, 25 mM calpain inhibitor I,
pH 7.4), and then incubated on ice for 1 h (Tanel and Averill-Bates, 2005). Whole
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cell lysates were isolated in the supernatant by a 10 min centrifugation step at 2500 x

g to remove nuclei and unbroken cells.
Subcellular fractionation

Subcellular fractionation was performed as described previously (Bettaieb and
Averill-Bates, 2005), with modifications. Cells were washed in buffer A, and then
resuspended in buffer B containing 0.1 mM dithiothreitol (DTT). Membranes were
broken using a dounce homogenizer (200 strokes/sample). After 30 min incubation
on ice, debris and unbroken cells were removed by centrifugation (500 x g, 10 min)
and then supernatants were centrifuged (2500 x g, 5 min) to separate nuclei (pellet).
Supernatants were then centrifuged (15,000 x g, 15 min) to separate mitochondria.
The pellet containing the mitochondrial fraction was then resuspended in buffer C
(300 mM sucrose, | mM EGTA, 20 mM MOPS, cocktail of protease inhibitors, pH
7.4) containing 0.1 mM DTT. Supernatants were centrifuged (100,000 x g, 1 h)
further to separate the cytosolic fraction (supernatant). The purity of cytosolic and
mitochondrial fractions was confirmed by Western blotting using glutathione S-
transferase (GST-pl) (Calbiochem) and cytochrome oxidase (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA), respectively. The average purity of mitochondrial and cytosolic

fractions was at least 90% (n=4) (data not shown).
Western blot analysis

Proteins (30 pg) were analysed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) (10-15%) and detected by Western blotting using primary antibodies against
Prx3 (1:2000), Prx2 (1:2000), GLUT1 (1:500), G6PD (1:500),(Santa Cruz
Biotechnology) and Prx-SO3 (1:2000) (Cedarlane Canada, Burlington, ON, Canada)
and appropriate secondary antibodies (Tanel and Averill-Bates, 2005). Protein
expression was analysed relative to glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH) for cytosolic fractions and voltage-dependent anion channel (VDAC,
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1:500) for mitochondrial fractions, using a laser scanning densitometer (Alpha

Innotech, San Leandro, CA, USA) and Fluorchem and Quantity One software.
Dosage of NADPH

NADPH was determined as described previously (Klingenberg, 1985; Lord-Fontaine
and Averill-Bates, 2002). Cells (106/mL) in PBS-1% bovine serum albumin (BSA)
were placed on ice and 1 M KOH was added. The extract was heated at 90°C for 5
min, kept on ice for 5 min and then triethanolamine phosphate (TEA, 0.5 M;
KH,P04, 0.4 M; K;HPO4, 0.1 M) was added until the pH reached 7.8. After 10 min,
the extract was centrifuged at 4°C for 5 min at 30,000 x g. The clear supernatant and
substrate mixture (0.1 M sodium oxoglutarate with 0.2 M NH4CI) were mixed in a
microplate well and glutamate dehydrogenase (240 U/mL) (Sigma Aldrich Co.) was
added to start the reaction. The absorbance was read at 340 nm after 10 min using an
Infinite M 1000 multiwell plate reader (TECAN US). The NADPH concentration/10°

cells was calculated using molar extinction coefficient of NADPH £ =0.163 mM™' cm’
1

Dosage of glutathione

Total glutathione and GSSG were determined as previously described (Anderson,
1985; Lord-Fontaine and Averill-Bates, 2002). Glutathione reductase catalyzed the
conversion of 5,5-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) in the presence of NADPH in
deproteinized cell supernatants (16,000 x g, 2 min) in 0.143 M sodium phosphate,
containing 6.3 mM EDTA (pH 7.5). The rate of formation of 5-thio-2-nitrobenzoic
acid, which is proportional to total glutathione concentration (GSH + GSSG), was
followed at 412 nm during 2 min at 30°C in a spectrophotometer (TECAN Infinite
M1000). Sample values were calculated using a standard curve of nmol glutathione

versus rate and expressed as nmol/10° cells. GSSG was determined using the same
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method, but after preincubation for 60 min with 2-vinylpyridine to bind GSH. GSH
was obtained by subtracting the amount of GSSG from total glutathione.

Dosage of G6PD

G6PD activity was determined using an assay kit (#700300, Cayman Chemical Co.,
Ann Arbor, M1, USA). The conversion of NADP* to NADPH is catalyzed by two
enzymes in the pentose phosphate pathway. G6PD catalyzes the conversion of
glucose 6-phosphate to 6-phosphogluconolactone, which is hydrolyzed to 6-
phosphogluconate, the substrate for the second enzyme 6-phosphogluconate
dehydrogenase (6PGD). G6PD activity is obtained by subtracting the activity of
6PGD from total activity for the two enzymes (G6PD + 6PGD). Cells (3 x 106) were
collected using a rubber policeman and centrifuged at 2000 x g for 10 min at 4°C.
One ml of cold PBS was added and cells were sonicated on ice. The suspension was
centrifuged at 10,000 x g for 10 min at 4°C. The supernatant (10 ul) was mixed in a
microwell plate with 150 pl of assay buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4 containing 10
mM MgCly), 10 pl of NADP" cofactor, 10 ul of enzyme mixture and 10pl of
fluorometric detector. The assay was initiated by addition of 10 pl of glucose 6-
phosphate substrate. The plate was incubated for 20 min at 37°C and the fluorescence
was read using an excitation wavelength of 530-540 nm and an emission wavelength
of 585-595 nm in a spectrofluorimeter (TECAN infinite M1000). Samples values
were calculated from the standard curve for NADPH after subtraction of 6PGD
activity. One unit is defined as the amount of enzyme that catalyzes the conversion of
1 nmol of glucose 6-phosphate to 6-phospho-D-gluconate and generates 1 nmol of
NADPH per min at 37 °C.
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Statistics

Data represent means = SEM from at least three independent experiments performed
in duplicate. When not shown, error bars lie within symbols. Comparisons among
multiple groups were made by one-way ANOVA, which measures the linear contrast
of means. The Bonferroni-Holmes adjustment was used to control for the family-wise
error rate at a desired level (@=5%). The software used was JMP Statistical Discovery

4.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). For significant differences, P< 0.05.



RESULTS

Heat shock causes apoptosis in HeLa cells: protection by mild thermotolerance

developed at 40 °C

The exposure of HeLa cells to hyperthermia (42-43°C) for 3 h caused activation of
caspases 3 and 9 (Figure 1A and 1B). Under these conditions, hyperthermia caused
condensation of nuclear chromatin, an end stage point in the execution phase of
apoptotic cell death (Figure 1C). However, in thermotolerant cells that were pre-
heated at 40°C for 3h, there were significant decreases in hyperthermia-induced
caspase activation and chromatin condensation (Figure 1A-1C). Therefore, mild
thermotolerance (40°C) prevented against the pro-apoptotic changes caused by
hyperthermia (42-43°C).

Role of antioxidants in the heat shock response

Mild thermotolerance developed at 40°C induces antioxidants such as SOD and
catalase (Pallepati et Averill-Bates, 2010). This study determines further whether
hyperthermia and/or mild thermotolerance can induce the Prx/Trx system of
antioxidants, which plays a critical role in the elimination of peroxides from cells.
Hyperthermia (42-43°C) caused significant increases in protein expression of Prx2
(Figure 2A) and Prx 3 (Figure 2B) after 3 h. The increase for the mitochondrial form
Prx3 was more pronounced than for the cytosolic form Prx2. In mild thermotolerant
cells (40°C), there were small increases in expression of Prx2 and Prx3, compared to
the higher temperatures (42-43°C). Levels of Prx2 and Prx3 did not change after
shorter heating times of 1 h and 2 h (data not shown).

Prxs can undergo further oxidation to generate a hyperoxidised form Prx-SO;

(Poynton and Hampton, 2014). The exposure of cells to hyperthermia (42-43°C) for 3
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h led to increased expression of Prx-SOj; in mitochondria (Figure 2C). Again, there
was a very small increase in Prx-SOjs levels in thermotolerant cells at 40°C, which
suggests that thermotolerance could protect cells against oxidative changes caused by

hyperthermia at higher temperatures (42-43°C).
Do ROS generated by hyperthermia cause induction of Prxs?

Hyperthermia (42-43°C) increases generation of ROS in HeLa cells (Bettaieb and
Averill-Bates, 2008). To determine the role of ROS in the induction of Prxs by
hyperthermia, cells were pretreated with the antioxidants PEG-catalase and
MnTBAP, a SOD mimetic. The hyperthermia (42°C)-induced increases in the
expression of Prx3 (Figure 3A), and its hyperoxidised form Prx-SO; (Figure 3B-3C),
were completely inhibited by PEG-catalase and MnTBAP. The small increases in
Prx3 and Prx-SO; at 40°C were not modified by these antioxidants (data not shown).
This suggests that ROS are involved in the induction of Prx3 in mitochondria during

heat stress (42-43°C).

Hyperthermia increases levels of glucose-associated molecules that maintain the

glutathione redox cycle

In thermotolerant cells, levels of GSH increased after 1 h at 40°C resulting in a 3-fold
increase after 3 h (Figure 4A). GSH levels did not change after shorter times of 15
and 30 min (data not shown). There was no increase in levels of the oxidized form
GSSG at 40°C, but rather a decrease (~24%) occurred (Figure 4B). We next
determined whether hyperthermia can affect glucose transport and metabolic
activities, which produce NADPH through the pentose phosphate cycle. NADPH is
essential for maintenance of the glutathione redox cycle. Glucose transporter |
(GLUT1) is a uniporter protein that facilitates glucose transport across membranes of
epithelial cells (Olson and Pessin, 1996). Hyperthermia (42-43°C) caused an increase

in protein expression of the glucose transporter GLUT]1 after I h to 3 h, which also
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occurred in thermotolerant cells (Figure SA). There was also an increase in protein
expression of the key pentose phosphate cycle enzyme G6PD after 3 h at 42 and 43°C
(Figure 5B), but not after shorter times of 1 h and 2 h (data not shown). However,
hyperthermia (42-43°C) increased the enzymatic activity of G6PD after | h to 3 h,
and this also occurred in thermotolerant cells (Figure 5C). The levels of NADPH did
not change in heated cells (Figure 5D).
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DISCUSSION

This study shows for the first time that hyperthermia (42-43°C) induces protein
expression of the antioxidants Prx2 and Prx3, along with the glucose-associated
molecules GLUTI and G6PD that maintain the glutathione redox cycle (Scheme 1,
red arrows). Prx2 and Prx3 were induced in the cytosolic and mitochondrial fractions,
respectively. The redox status of Prxs is extremely dependent on increases in H,0,
(Cox & al., 2008). The induction of these antioxidant defenses probably arises as
result of increased generation of ROS, which occurs during heat stress in HeLa cells.
The increased accumulation of Prx-SOs;, the hyperoxidised form of Prx in
mitochondria suggested increased generation of ROS by hyperthermia in
mitochondria. This was confirmed by complete inhibition of Prx3 induction in

mitochondria at 42°C by the antioxidants PEG-catalase and MnTBAP.

MnTBAP is a MnSOD (the mitochondrial isoform of SOD) mimetic and it had be
suggested to be located in mitochondria (Myers & al., 2011). MnTBAP scavenges
superoxide but also peroxynitrites (Batini¢-Haberle & al., 2009). Because superoxide
is rapidly transformed into hydrogen peroxide by superoxide dismutases, the level of
the superoxide anion in the mitochondria can have a direct impact on level of Prx3
and Prx-SOj3. Moreover, peroxiredoxins are known to have a role in the detoxification
of peroxynitrites (Trujillo & al., 2009), thus contributing to the modulation of Prx3
and Prx-SOj; levels by MnTBAP. A conjugation of polyethylene glycol to catalase
(PEG-catalase) prolongs the circulatory half-life of the native enzyme and enhances
their intracellular access. Because PEG has surface active properties and can induce
cell fusion, this assumes that PEG conjugation could enhance cell binding and
association of normally membrane-impermeable enzymes (Beckman et al, 1988).
However, even if it is known that PEG can bind the outer membrane of mitochondria
(Chen & al., 2009), it has not yet been shown if it can enter them. We suggest that the

fact that H,O, can freely move through into the cytosol to the mitochondrial
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membranes can explain the effect of PEG-catalase on Prx3 and Prx-SO; via the
impact of the reduction of the cytosolic pool of H,O, on the mitochondrial pool of
that particular ROS (Nohl & Jordan, 1980). Giving that the outer mitochondrial
membrane is permeable; it is probable that PEG can cross it, therefore bringing
catalase to its endogenous location. Our results also show that stimulation of the
pentose phosphate cycle, involving increased activity of the rate-limiting enzyme

G6PD, is an early cellular response to low increases in levels of ROS.

The cellular defense molecules Prx2, Prx3, GLUTI, G6PD and GSH were also
induced during mild thermotolerance developed at 40°C (Scheme 1, green arrows),
although to a lesser extent than at the higher temperatures (42 and 43°C). This is
likely explained by the lower dose of heat stress at the milder temperature compared
to higher temperatures. Lower doses of heat stress at 40°C were shown to induce
other defense mechanisms in HeLa cells, such as heat shock proteins (HSPs)
(Bettaieb & Averill-Bates, 2008) and the antioxidants catalase and MnSOD (Pallepati
& Averill-Bates, 2010). MnSOD is the mitochondrial isoform of SOD. The activities
of GPx and the cytosolic form of SOD, CuZnSOD, did not change at 40°C. Mild
thermotolerance (40°C) was shown to protect HeLa cells against hyperthermia (42-
45°C)-induced apoptosis through the mitochondrial pathway (Bettaieb & Averill-
Bates, 2005).

The induction of mitochondrial antioxidants such as Prx3 and MnSOD by
hyperthermia suggests that mitochondria are the principal cellular source of ROS
during heat shock. This would likely arise through superoxide generation from the
electron transport chain. Superoxide is converted to H,O; either spontaneously or by
the action of SOD. H,0; is able to diffuse out of mitochondria, which could explain
the induction of antioxidants such as Prx2 and catalase in other subcellular

compartments by hyperthermia. Other potential but minor sources of increased ROS
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generation by hyperthermia would be increased activity of enzymes such as NADPH

oxidase and xanthine oxidase that produce superoxide.

Levels of ROS were shown to increase during both mild (40°C) and lethal (42-45°C)
heat shock in HeLa cells (Bettaieb & Averill-Bates, 2008; Pallepati & Averill-Bates.,
2010). Elevated temperatures can increase the rates of biochemical reactions, which
would increase cell metabolism and cause oxidative stress (Bettaieb & al, 2013). A
small increase in ROS generation can induce cellular defense molecules. However, if
the oxidative stress insult is too severe, then damage occurs to cellular targets such as
proteins, nucleic acids, lipids and cell membranes, and eventually cells die by
apoptosis and/or necrosis. Prxs are among the most abundant cellular proteins,
representing about 1% of total soluble proteins (Chae & al., 1999; Cox & al., 2009).
These proteins are the most efficient cellular scavengers of H,0, and hydroperoxides,
compared to GPx and catalase (Peskin & al., 2007; Poynton and Hampton, 2014). A
kinetic study showed that 90% of peroxides in mitochondria react with Prx3 (Cox &
al., 2009). Therefore, they play a key role in cellular detoxification of peroxides
(Brown & al., 2008).

It was reported that Prx3 is involved in the regulation of apoptosis in mitochondria
(Cox & al., 2008). Prx2 and Prx3 were reported to be upregulated in breast, cervix
and lung cancer (Kim & al., 2005; Park & al., 2006). Moreover, Prx3 was shown to
protect against oxidative stress and apoptosis in cells from cervical cancer (Li & al.,
2013). Given that cancer cells grow exponentially and levels of oxygen are low, ROS
production from mitochondria is increased. Given that Prx3 is a sensitive responder
to increased ROS, its induction in cancer cells could serve to remove cellular ROS
and inhibit apoptosis, which would provide a favorable microenvironment for tumor
cell proliferation (Beevi & al., 2007). Therefore, the Prx family could render cells
resistant to cancer treatments such as chemotherapy and radiotherapy that generate

increased levels of ROS and kill cells by apoptosis.
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The redox equilibrium between ROS generation and antioxidants needs to be well
balanced to maintain cellular homeostasis. If there is increased ROS production
andjor depletion of antioxidant defenses, then the cell becomes susceptible to
oxidative damage to macromolecules and elimination by cell death processes.
Increased generation of ROS during heat shock could cause an imbalance in the
cellular redox equilibrium. Glucose is metabolized mainly through glycolysis to
provide ATP and through the pentose phosphate cycle to generate NADPH. The
intracellular glucose transporter GLUT1 was induced by hyperthermia along with
G6PD, the rate-limiting enzyme of the pentose cycle. NADPH is important for
regeneration of the reduced forms of glutathione (GSH) and Prxs, once they become
oxidized. The cellular ratio of GSH:GSSG is usually high under physiological
conditions (Halliwell & Gutteridge, 2007). Depletion of intracellular GSH along with
oxidation of Prxs occurs during oxidative stress. Accordingly, levels of GSH and
NADPH, which are important molecules for the detoxification of ROS such as H;0,
and hydroperoxides, were well maintained during hyperthermia. In addition, there
was no increase in GSSG and the GSH:GSSG ratio did not decrease during mild heat

stress at 40°C.

The redox status of GSH, particularly in mitochondria, appears to be a central actor in
apoptosis (Adjeitey & al., 2013). A decrease in mitochondrial levels of GSH renders
cells more susceptible to oxidative stress (Mailloux & al., 2013). Indeed, H,O; causes
a loss of mitochondrial membrane potential, which precedes the release of
cytochrome ¢ from mitochondria and activation of the mitochondrial pathway of
apoptosis (Pallepati & Averill-Bates, 2010). An important mechanism for the
detoxification of peroxides involves the GPx-catalysed oxidation of GSH to GSSG.
The regeneration of GSH from GSSG involves glutathione reductase and the
reducing power of NADPH generated by the activity of G6PD in the pentose
phosphate cycle (Préville & al., 1999). Accordingly, the increased levels of GSH
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during mild thermotolerance at 40°C could protect cells against the loss of

mitochondrial membrane potential and apoptosis via mitochondria.

The genes coding for GLUTI] and G6PD are upregulated in a variety of human
cancers (Furuta & al., 2010). Overexpression of GLUTI is characteristic of head and
neck carcinomas. GLUTI] was shown to be overexpressed in oral squamous cell
carcinoma and indicated a poor prognosis in patients (Kunkel & al., 2003). Glucose
metabolism is high in tumors and occurs by glycolysis. The increased glucose uptake
via GLUTI led to increased glycolytic metabolism that favors tumor cell survival

(Kunkel et al., 2003).

Relatively high levels of G6PD can be found in high metabolic tissues such as liver
and adipose tissue (Cohen & Rosemeyer, 1969), as well as in cancer cells (Mailloux
& al., 2013). The pentose phosphate pathway is regulated by many factors including
ROS such as H,0; (Palmer, 1999). Levels of NADPH can inhibit G6PD activity,
whereas its activity is stimulated by NADP'. However, GSSG can regulate the
pentose phosphate cycle by counteracting the NADPH inhibition of G6PD (Eggleston
& Krebs., 1974). Under normal conditions, levels of NAPDH exceed those of NADP*
by at least 100-fold, which maintains pentose phosphate cycle activity at low levels.
During an oxidant stress, activity of the pentose cycle can increase by about 200-fold
above basal levels to maintain the reducing (NADPH) environment in the cell (Au &
al., 2000; Tuttle & al., 2009). In cancer cells with high consumption of NADPH,
G6PD activity is increased (Mailloux & al., 2013).

Hyperthermia (42-43°C) increased the activity of mitochondrial caspase 9 and
execution phase events such as caspase 3 activation and nuclear damage after 3 h.
These pro-apoptotic events were diminished in thermotolerant cells at 40°C. The
induction of GLUT1 and G6PD by hyperthermia (42-43°C) could indicate a cellular
survival response to increased stress. However, prolonged heat stress would

eventually result in cell death, which occurred by apoptosis after 3 h. The induction
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of Prx3 and its hyperoxidised form by hyperthermia (42-43°C) occurred during the
same time frame (3 h) as caspase activation and apoptosis. The oxidized form of Prx3
could be considered as a marker of apoptosis (Cox & al., 2008). The role of Prx3 in
apoptosis caused by stresses such as hyperthermia is not well understood and requires

further investigation.
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Figure legends

Figure 1. Heat shock induces apoptosis: protective effect of thermotolerance (40
OC)

Activities of caspase-9 (1A) and caspase-3 (1B), and levels of apoptosis (1C) in
thermotolerant (3 h at 40 °C) compared to non-thermotolerant (3 h at 37 °C) cells.
Means = SEM are from at least three independent experiments. For significant
differences between heated (42—43 °C) cells and the non-thermotolerant control (37
°C), p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***). For significant differences between
thermotolerant and non-thermotolerant cells at each temperature, p<0.05 (#), p<0.01
(##), p<0.001 (###).

Figure 2. Heat shock increases expression of peroxiredoxin antioxidant enzymes.

Protein expression of Prx2 (2A) in the cytosolic fraction, and Prx3 (2B) and Prx-SO3
(2C) in mitochondrial fractions following 3 h of heat shock (40-43 °C). Western blots
are representative of at least five independent experiments. Means and SEM are
shown for densitometric analysis of protein expression, which was normalised to
loading controls and is relative to controls at 37 °C (1.0). For significant differences
between hyperthermia-treated (40-43 ©C) cells and controls (37 °C), p<0.05 (*),
p<0.01 (**) and p<0.001 (***).

Figure 3. Inhibition of heat shock-induced increases in expression of

peroxiredoxins by PEG-catalase and MnTBAP.

Cells were pretreated with PEG-catalase or MnTBAP and then heated (42 °C) for 3 h.
Western blots for protein expression in mitochondrial fractions are representative of
at least three independent experiments. Means and SEM are shown for densitometric
analysis of proteins Prx; (3A) and Prx-SO; (3B, 3C). Protein expression was

normalised to VDAC loading controls and is relative to non-treated controls at 37 °C
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(1.0). For significant differences between heated (42°C) cells and controls (37 °C),
p<0.01 (**). For significant differences between antioxidant treated and non-treated

cells at each specific temperature, p<0.001 (###).

Figure 4. Mild thermotolerance at 40°C increases intracellular levels of the

antioxidant GSH.

HeLa cells were incubated for 1 h to 3 h at 37 or 40°C and analysed for levels of
GSH and GSSG. Data represent means and SEM from at least three independent
experiments. For significant differences between thermotolerant (40 °C) cells and

controls (37 ©C), p<0.05 (*), and p<0.001 (***).
Figure 5. Increases in levels of GLUT1 and G6PD in heated cells.

Cells were heated for 1 h to 3 h at 40-43 9C. Protein expression of GLUTI1 (5A) and
G6PD (5B) was normalised to loading controls and is relative to controls at 37 °C
(1.0). Western blots are representative of at least three independent experiments.
Means and SEM for G6PD (5C) activity and NADPH (5D) levels are from at least 3
independent experiments. For significant differences between hyperthermia-treated

cells and controls (37 °C), p<0.05 (*), p<0.01 (**) and p<0.001 (***).

Scheme 1. Summary of changes to intracellular levels of antioxidant molecules and
enzymes caused by 42-43°C hyperthermia (red arrows) and mild thermotolerance

induced at 40°C (green arrows) in the cytosol and mitochondria.
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CHAPITRE III

CONCLUSIONS

Les thérapies anticancéreuses les plus couramment utilisées actuellement sont la
chimiothérapie et la radiothérapie. Deux traitements qui sont le plus souvent limités
pour le premier par le phénoméne de résistance multi-drogues et pour le deuxiéme par
le fait que son action reste localisée dans la zone irradiée. Ensuite nous avons la
chirurgie et plus récemment I’immunothérapie. Cette derniére cible le systéme
immunitaire donc, de fagon spécifique I’organe qui est en cause. Ceci permet de
diminuer les effets secondaires qui pourraient apparaitre dues aux complications auto-
immunes causées par les médicaments utilisés. Un résultat semblable est obtenu en
cas d’utilisation de I’hyperthermie, ce qui en fait un traitement localisé et efficace, a
combiner aux traitements classiques déja existants pour améliorer ces derniers et
surtout diminuer les effets secondaires. C’est pourquoi I’hyperthermie est ’un des
traitements alternatifs du cancer les plus utilisée en clinique de nos jours (Baronzio et
al., 2014; Chichet et al., 2007; Palazzi et al., 2010). Néanmoins, tres peu d'études ont
investigué en détail les mécanismes biochimiques et moléculaires de la toxicité du
choc thermique et certaines incompréhensions et zones d’ombres dans son
fonctionnement sont encore un grand obstacle pour rendre plus efficace son
utilisation. Le traitement de plusieurs cancers n’étant pas efficace avec la
radiothérapie et la chimiothérapie, I’hyperthermie apparait comme étant un bon

adjuvant qui améliore ces thérapies classiques (Franckena, 2012; Heijkoop et al.,
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2012; Westermann et al., 2005). Le nombre important de revue et d’article publié
cette derni¢re décennie sur les recherches in vitro et in vivo sur ’hyperthermie nous
pousse a croire que I’hyperthermie fait partie des traitements futur du cancer les plus
prometteurs (Twombly, 2010). L’étude de la thermotolérance est aussi trés
importante car c’est un état de résistance transitoire qui apparait lors du traitement du
cancer par les températures douces (39.5- 41.5 °C). Cet état peut étre d’un grand
handicape dans le traitement du cancer car elle permet I’induction des défenses
cellulaire tels que les HSPs et la résistance a un choc thermique subséquent plus fort
tels que 42-45 °C. Les régimes de traitement avec I’hyperthermie sont administrés
aux intervalles pour éviter la thermotolérance parce que c’est un état transitoire. Ce
qui permet d’éliminer cet handicape en clinique lors du traitement par I’hyperthermie.

(Bettaieb et Averill-Bates, 2005).

Des études précédentes ont démontrés que I’hyperthermie augmente la génération des
EROs dans les cellules HeLa (Bettaieb et Averill-Bates, 2008; Pallepati et Averill-
Bates, 2010). Une augmentation des EROs, jusqu’a une certaine dose, peut induire
une augmentation des défenses antioxydants dans les cellules. Si la dose des EROs
est trop élevée, il y aura plutét des dommages aux macromolécules et la mort
cellulaire. La présente étude montre qu’en état de stress causé par la chaleur 4 40 °C
et également & 42-43 °C, la cellule répond en augmentant la production
d’antioxydants Prx2 et Prx3 pour éliminer ces EROs. Les Prxs sont des protéines trés
abondantes dans les cellules, et représentent environ 1% des protéines solubles (Cox
et al, 2009). Ces protéines sont les plus efficaces parmi les antioxydantes qui
éliminent les peroxydes (Poynton et Hampton, 2014). Il a été démontré auparavant
que lors d’un choc thermique doux a 40 °C la production des antioxydants tels que la
MnSOD, la catalase et le glutathion était augmentée dans les cellules HeLa (Pallepati
et Averill-Bates, 2010). Les systémes de défenses contre les stress oxydatif agissent a

presque tous les niveaux dans la cellule, mais les syst¢émes de défenses antioxydants
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mitochondriales semblent jouer un réle crucial dans la régulation de I’apoptose

(Pallepati et Averill-Bates, 2011).

Les sites de production des EROs causés par le choc thermique n’étant pas connu, la
mitochondrie apparait comme étant le meilleur candidat probable vue qu’elle loge la
chaine respiratoire (Bettaieb e al., 2013). Il a été démontré que la génération des
EROs peut étre le résultat d'un dysfonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale, ou d'activité enzymatique touchant les NADPH oxydases, les
lipoxygénases ou les NO synthétases (Rutkowski ef al., 2007). L’augmentation de la
production d’un antioxydant tel que la Prx3 qui fait partie des antioxydants agissant
en premicre ligne de défense contre le stress oxydatif dans la mitochondrie suite a un
choc thermique suggere que la chaleur pourrait augmenter la production des EROs au
niveau la mitochondrie. De plus, une inhibition de la production des EROs par la
PEG-catalase et le MnTBAP entraine une diminution de I’expression de Prx3 et de
Prx-SO3 déclenché par le choc thermique. Cela confirme le réle des EROs dans
I’induction de Prx3 au niveau de la mitochondrie. Les EROs comme le H,O; peuvent
diffuser de la mitochondrie dans le cytosol, ce qui pourrait expliquer I’induction de

Prx2 dans le cytosol par le choc thermique.

D’autre part, le glucose est un facteur trés important dans la survie de la cellule. En
cas de stress induit par un choc thermique, la cellule a besoin du glucose pour lui
fournir de I’énergie et aussi pour maintenir les antioxydants tels que GSH/GSSGet
Prxs qui lutte contre les EROs (Moley et Mueckler, 2000). Cette étude rapporte qu’en
cas de stress, I’expression du transporteur de glucose GLUT! augmente pour
permettre plus de transport du glucose du sang dans la cellule ou il sera métabolisé.
La réponse cellulaire au choc thermique dépend de 1’équilibre entre les pro-oxydants
et les antioxydants. Il a ét€¢ montré qu’une privation en glucose pouvait perturber cet
équilibre et induire la mort cellulaire médiée par le stress oxydatif (Lord-Fontaine et

Averill-Bates, 2002). Cet effet pourrait étre attribuée a deux mécanismes combinés
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que sont : ’augmentation de la production de EROs endogénes tels que H,0, et la
diminution de la capacité a détoxifier ces especes toxiques par l'action concertée du
cycle glutathion-redox et la voie des pentoses phosphates. Par conséquent, le glucose,
par l'activité de la voie des pentoses phosphates et de la régulation indirecte du ratio
GSH / GSSG, est important dans le maintien de défenses antioxydantes cellulaires

adéquates (Lord-Fontaine et Averill-Bates, 2002).

Notre étude montre aussi qu’on a une augmentation de I’expression et de ’activité du
G6PD. Le G6PD est une enzyme qui intervient dans la voie des pentoses phosphates
et permet, entre autre, la production du NADPH. Lors du choc thermique, les niveaux
de NADPH ont été bien maintenus dans les cellules, ce qui indique que le niveau de
métabolisme de glucose par la voie des pentoses phosphate a été suffisant. Le
NADPH permet de régénérer le GSH lorsqu’oxydé en GSSG pendant le stress
oxydatif (Patra et Hay, 2014). De plus, le NADPH permet de régénérer les formes
réduites de Prx3 dans la mitochondrie lorsqu’oxydées, ainsi que le Prx2 dans le
cytosol (Kang et al, 2005). L’induction de I’expression de G6PD par le choc
thermique pourrait expliquer I’augmentation du niveau de GSH au cours de la
thermotolérance douce a 40 °C. Cette augmentation de GSH pourrait contribuer a
protéger la cellule contre la perte du potentiel membranaire de la mitochondrie au
cours de I’apoptose induit par le stress thermique a 42-45 °C (Ahmed et Averill-
Bates, 2005). Nos résultats montrent que la régulation a la hausse des antioxydants a
des températures douces comme 40 °C (Pallepati et Averill-Bates, 2010) pourrait
constituer un piege pour les EROs mitochondriaux et jouer un réle important dans la
régulation de I’apoptose par le choc thermique (42-43 °C). Ces niveaux plus élevés
des antioxydants tels que les Prxs et le GSH pourraient jouer un role complémentaire
aux HSPs dans I’effet protecteur de la thermotolérance douce a 40 °C contre la
cytotoxicité de ’hyperthermie (42-43 °C). De plus, le métabolisme du glutathion peut
étre modulé par les HSPs (Baerk et al., 2000; Calebrese et al., 2004). Ces derniers a

I'instar de la HSP 27, favorisent l'activité des enzymes impliquées dans le
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métabolisme du glutathion (Arrigo et al., 2005); entre autres; la glutathion réductase,
la glutathion peroxydase et la glutathion transférase, ce qui augmente le rapport
GSH/GSSG et réduit le stress oxydatif dans les cellules thermotolérantes (Bettaieb et
Averill-Bates, 2005).

Les cellules sont capables de réguler une variété de mécanismes d'adaptation dans
une tentative de faire face au stress oxydatif. Les mécanismes de défense cellulaire
contre les EROs comprennent des systémes tampons redox et diverses enzymes
antioxydantes. Le systéme de glutathion (GSSG /GSH) est I’un des couples redox les
plus importants dans I'équilibre redox cellulaire (Schafer et Buettner, 2001). Le
systtme de thiorédoxine et les peroxyrédoxines constituent un autre mécanisme
puissant par lequel les cellules détoxifient I'effet de certains EROs (Holmgren et Lu,
2010). La mobilisation des systémes redox-tampon peut étre considérée comme la
premicére ligne de l'adaptation cellulaire au stress contre les EROs. La régulation
positive de I'expression des enzymes antioxydantes telles que la SOD, la catalase, les
peroxydases est un autre mécanisme d'adaptation important, ce qui fournit une
protection plus durable contre I'augmentation du stress dii aux EROs. Cependant, ces
processus d'adaptations semblent avoir une capacité limitée dans les cellules
cancéreuses, qui subissent une forte exposition aux EROs car ces derniers ont
tendance a utiliser largement des mécanismes d'adaptations et peuvent épuiser la

capacité des antioxydants (Pelicano et al., 2004).

En conclusion cette étude fournit une preuve supplémentaire que le choc thermique
augmente le stress oxydatif dans les cellules et permet d’apporter plus de
connaissances sur les mécanismes mis en jeu dans I’élimination des EROs en cas de

choc thermique par les antioxydants tels que les Prxs, et le glutathion.
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Perspectives futures

On sait que les enzymes de la famille des Prxs agissent grace a I’action des Trxs qui
sont leurs cofacteurs. Il sera donc bénéfique d’étudier de plus prés dans le futur les
mécanismes complets mis en jeu par cette collaboration pour éliminer les EROs. On
sait que, apreés un certain temps d’exposition & la chaleur (par exemple 3 h pour les
Prx2 et Prx3), on a une augmentation de leurs expressions mais qu’en est-il de celle
des thiorédoxine 1 et thiorédoxine 2 ainsi que et des thiorédoxine réductase let
thiorédoxine réductase 2 leurs cofacteurs respectifs? Est-ce que leurs expressions
augmentent avant ou aprés ou encore en méme temps que les Prxs? Cette étude
pourra permettre de cerner de fagon définitive le role de chacun des acteurs et son
niveau d’implication dans I’élimination du H,O; aussi bien dans la mitochondrie que
dans le cytosol. Aussi afin de compléter nos expériences, on pourrait étudier 1’effet
de la PEG-catalase et du MnTBAP dans les conditions d’hyperthermie douce et
1étale sur le GSH et le GSSG. Cela permettrait de vérifier si ces derniers sont aussi
bien inhibés que le Prx3 et le Prx-SO;. Ainsi on pourra confirmer ou pas le rdle des
EROs sur leurs augmentations. Vu que la certitude sur I’origine des EROs produits
lors du stress thermique n’est pas encore bien établie, il serait tout & fait judicieux
d’étudier leur source de génération intracellulaire afin de déterminer leur implication

dans les mécanismes de toxicité du choc thermique.
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