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RÉSUMÉ 

L' hyperthermie ou thermothérapie, 1' une des rares stratégies à adopter en tant que 
thérapie a lternative prometteuse, est utili sée dans le domaine médica l en combinaison 
avec la radiothérapie et/ou la chimiothérapie pour tra iter le cancer. E lle a recours à la 
chaleur (39-43 °C) pour détruire les ce llules cancéreuses . Bien qu ' utili sée 
effi cacement lors des essa is cliniques en E urope, au Japon, en Austra lie aux États­
Unis et dans d ' autres pays, il ex iste des zones d 'ombres sur son foncti onnement au 
ni veau de la ce llule. Les températures léta les (>42 °C) causent de multiples 
dommages a insi que la mo11 cellula ire, mais les températures plus douces (39-4 1 °C) 
causent de la thermoto lérance, qui est la rés istance aux chocs thermiques subséquents. 
L' hypothèse du projet est que l' hyperthermie léta le et douce cause un stress aux 
cellules, ce qui augmente la production des espèces réactives de l ' oxygène (EROs) 
qui pourra it modifier les niveaux d ' ant ioxydants et le transpo11 et le métabo lisme du 
glucose. Notre intérêt s'est porté particulièrement sur les peroxirédox ines (Prxs) qui 
sont des proté ines de type thi ol peroxydases jouant un rô le majeur comme 
antioxydants dans la détoxication des peroxydes et dans le contrô le de la signalisa tion 
du peroxyde d ' hydrogène (H20 2). Le glucose dans le sang est transpo11é dans les 
cellules par des proté ines transporteuses de la famill e GLUT et il y est métabo lisé 
grâce au glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6PD) dans la vo ie des pentoses 
phosphates pour leurs fo urnir du NADPH. Le N ADPH est éga lement essentie l pour 
maintenir l' antioxydant glutathion, un peptide thiol, dans sa fo rme réduite (GSH). Le 
GSH est oxydé en G SSG lorsqu ' il y a une augmentation des EROs dans les ce llules. 
A insi, les objectifs du proj et sont de déterminer l' implication des antioxydants te ls 
que les peroxirédox ines et le glutathi on dans la réponse de stress ce llula ire ind ui te par 
l' hype11hermie. Par la suite, on évalue si l' hyperthermie modifie le métabo li sme du 
glucose et son transport dans les cellules HeLa pour fo urnir du NA DPH pour 
maintenir du GSH. Enfin, on détermine le rô le des EROs dans l' inducti on des 
anti oxydants et le métabolisme du g lucose lors de l' hyperthermie. Les résultats 
montrent qu ' en condition d ' hype11hermie (42 et 43 ° C), les caspases-9 et -3 sont 
acti vées a ins i que l' apoptose après 3 h. Par contre on a une diminuti on de l' apoptose 
dans les ce llules thermoto lérantes (3 h à 40 °C) . L ' hyperthermie et la thermoto lérance 
entraîne auss i une augmentation du ni veau d ' express ion de Prx2, Prx3 et la fo rme 
oxydée Prx-S0 3 après 3 h. Le niveau intrace llula ire de GS H est augmenté après 1 h à 
3 h d 'expos ition à 40°C. L' hyperthermie et la thermoto lérance augmente auss i le 
niveau d 'express ion deGLUT I de 1 h à 3h. L' express ion de G6PD augmente après 3 
h à 42-43 °C mais son activité enzymatique est augmentée de 1 h à 3 h pour les deux 
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conditions (hyperthermie et thermoto lérance) . Le ni veau ce llulaire du N ADPH quant 
à ell e ne change pas après 3 h d 'expos iti on à 40°C et à 42 °C. L'augmenta tion de 
l'express ion de Prx-S0 3 et Prx3 a été inhibée par les anti oxydants, la PEG-cata lase et 
le MnT BAP, ce qui suggère que les EROs so nt impliquées dans l' induction de 
l' express ion de ces molécules par l' hyperthermi e. Ces résultats apportent plus de 
lumière sur le rô le des anti oxydants dans la réponse ce llula ire induit par le choc 
thermique. De plus, il s contribuent à approfondir nos connaissances sur les 
mécani smes de tox icité et mort ce llul a ire induits par l' hyperthermi e. De plus, cela 
nous permettra de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la 
thermoto lérance et la tox ic ité de l' hyperthermie chez les cellul es cancéreuses . 

Mots clés : hyperthermi e, thermoto lérance, perox irédoxi ne, glucose 6-phosphate 
déshydrogénase, glutathion, apoptose. 



CHAPITRE I 

INTROD UCTION 

1.1 Cancer 

1.1.1 Introducti on et hi storique 

Le cancer n ' est pas une maladi e qui date de l' époque contemporaine, au 

contra ire, il exi sta it déjà depui s la préhi sto ire et des traces de cancer ont été 

retrouvées dans des fragments de squelettes datant de cette époque. Entre 

3000 à 2000 ans avant (av) JC, les vestiges des momies huma ines en Égypte 

ont fourni la premi ère preuve de cancer chez l' homme. Les papyrus égyptiens 

ont décrit les tumeurs et ulcères de se ins et le cancer osseux de l' hum éru s a 

été mis en év idence. Les écrits d 'Edw in Smith qui sont supposés être les plus 

anciens disponibles décrivent 7 cas de tumeurs ou ulcères de poitrine et 

l' auteur conclu que la tumeur du sein est une maladi e sans option 

thérapeutique significat ive et recommande la cauté risation comme palli atif 

(Hajdu, 2004) . 

Bien longtemps après la premi ère définiti on du cancer est attribuée à 

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



de la ma lad ie dans le corps humain rappelait la démarche du crabe. Il a 

nommé la maladie Karakinos (mot grec qui sign ifie crabe). Il sera d ' a illeurs le 

premier à reconnaitre la différence entre les tumeurs mali gnes et bénignes. Il a 

utilisé le mot carcinos pour décrire une tumeur, carcinome pour décrire une 

tumeur maligne et cancer pour décrire un ulcère malin non guérissable 

(Zhang et Yue, 20 12). Le mot "carcinos" fut traduit en "cancer" et introduit 

au latin par le médecin romain Celsus (28 av. JC.-50 ap . JC; (Auerbach 

1955)) (Castig li oni , 1931 ). La définition du cancer selon Hippocrate est 

repnse ultérieurement par Ga lien (130-1 20 après (ap) JC) qui décrit plus 

précisément les tumeurs comme étant dues à un excès " d 'humeurs" de bile 

noire qui se solidifierait dans ce1taines parties du corps comme les lèvres, la 

langue et les seins. Il propose de traiter les malades avec des purgatifs pour 

diminuer l'accumulation de la bile noire . Aetaeus (81- 183 ap JC) a été le 

premier à compi ler les s ignes, les symptômes et le tra itement du cancer de 

l' utérus. Il a reconnu qu ' il existait deux formes distinctes de cancer: l'un éta it 

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 être chroniques et 

mortelles, mais la version ul cérée était particulièrement mauvaise et sans 

aucun espoir de guérison (Hajdu, 20 11 ). Les travaux de Galien et Hippocrate 

ont révol utionnés la recherche sur le cancer. Plusieurs médecins ont continué 

à croire que le cancer était causé par un excès de bile noire et que la maladie 

pouvait juste être 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 l' obstruction causé par le cancer à moins que ce dernier ne soit 

complètement excisé (Onuigbo , 1962). 

A l' ère de la renaissance les recherches ont pris une autre tournure avec la 

découverte du système lymphatique par Gaspard (1581 -1 626) qui a mis fin à 
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la théorie anctenne de cancer causé par 1' excès de bile no tre (Turner­

Warwick, 1959) . La nouve ll e théorie est ce ll e se lon laquelle le cancer est 

causé par des anomalies dans la lymphe et le système lymphatique. Jean 

Pecquet ( 1622-1 674) préconisa le retrait des gangli ons lymphatiques 

locorégionaux pour prévenir les maladies métastatiques . Du XVIIIème sièc le 

à 1 ' ère moderne, les recherches sur le cancer ont fait des progrès 

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 mi croscopes pour étudier les ti ssus cancéreux à la fin du 19 siècle 

(DeVi ta Jr et Rosenberg, 20 12) . La fin du 20e siècle vo it également des 

améli orati ons considérables dans la compréhension des mécanismes 

cellulaires li és à la cro issance et la di v ision cellulaire, et les connai ssances 

continuent de croître. 

1.1.2 Stati stiques et faits saillants 

Le cancer représente 1' une des causes majeure de décès dans le monde. Les 

experts de plusieurs organismes à l' instar de l' Organisati on mondiale de la santé 

(OMS) et l' Union internationale contre le cancer (UICC) travaill ent chaque j our 

pour pouvo ir prévenir cette maladie qui évo lue rapidement malgré les progrès 

noto ires dans la recherche pour son éradication. Selon 1 ' OMS 8.2 millions de 

personnes sont mortes du cancer en 2012 . 14.1 millions de nouveaux cas de 

cancer ont été recensés contre 12.7 millions en 2008 (Organi sation mondi ale de 

la santé, 20 12). 60% de nouveaux cas de cancer concerne les pays en vo ie de 

déve loppement, ces derniers représentent 70% des décès par cancer dans le 

monde. L' OM S estime que le nombre de cas de décès par an devrait augmenter 

de 14 milli ons en 201 2 à 22 millions au cours des 2 prochaines décenni es . 

3 
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Toutes les heures, env iron 22 personnes ont reçu un di agnosti c de cancer au Canada 

en 2014. Le nombre de nouveaux cas chaque année constitue un moyen de mesurer 

le fa rdeau que représente le cancer pour la population et le système de santé au 

Canada. Les tendances et le taux d ' inc idence peuvent être utili sés po ur prédire le 

fa rdeau futur du cancer (Soc iété Canadienne du cancer, 20 14) . Si on s'en tient aux 

dernières données statistiques de la Société canadi enne du cancer, on s ' attendrait à ce 

que 76 600 Canadiens so ient mo rts d ' un cancer en 2014. Ell e prévo it auss i qu ' un 

Canadien sur 4 mourra du cancer, la probabili té étant plus élevée chez les hommes 

(environ 1 sur 3,5) que chez les femmes (environ 1 sur 4,2) . Se lon leurs estimations, 

on prévo it que 19 1 300 nouveaux cas de cancers so ient diagnostiqués au Canada en 

201 4. Les principaux cancers au Canada sont le cancer de la prostate (23 600 

nouveaux cas attendu s, ou 24 % de tous les nouveaux cas chez les ho mm es) et le 

cancer du sein (24 400 nouveaux cas attendus, ou 26 % de tous les nouveaux cas chez 

les femmes). Le taux de morta lité va ri e en fo ncti on des prov inces, l' Atlantique et le 

Québec affi chent généralement les taux d ' inc idence les plus é levés, tandi s que la 

Co lombie-Britannique affi che les taux d ' incidence les plus fa ibles . 

La rn ise en corré lation des données sur 1' incidence avec les rense ignements sur les 

facteurs de ri sques régionaux, comme les taux relatifs au tabagisme ou à 1 ' obés ité , 

pourrait aider à mi eux c ibler les effotts de préventi on régionaux et locaux afin de 

diminuer les taux d ' incidence ou permettre un diagnostic ou un tra itement plus 

précoce, améli orant a in si les taux de survie et réduisant la morta li té (Société 

Canadienne du cancer, 20 14). 

1.1 .3 Développement du cancer 

Le terme cancer est utili sé pour un grand groupe de maladi es pouvant prendre 

naissance dans nos ce llules et toucher n ' importe quell e patt ie de l' organi sme. Notre 



5 

organt sme compte des milli ons de cellul es qui sont regroupées en organes et en 

tissus. Chacune de ces cellul es contient des gènes qui régissent son fo ncti onnement, 

et sa mort. Ma is il arrive parfo is que certa ines cellul es perdent cette facul té à se 

réguler et se mul tiplient de façon anarchique : on parle de cancer. Des milliers de 

mutations ponctuelles, des trans locations, amplifications et délétions de l' ADN 

peuvent contribuer au déve loppement du cancer. L' ADN est susceptible de muter à la 

sui te des dommages causés par des sources externes te lles que des radiations ou 

simplement de faço n nature ll e 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 à la transformation de la ce llul e (Ca irns et al. , 20 Il ; Halazonetis et al. , 2008; 

Halliwell 2002). A u-de là d ' un certa in temps ces groupes de ce ll ules anormales 

peuvent se mettre en circulation dans le sang ou le système immuni ta ire, ou encore 

fo rmer une masse appelée tumeur. Les tumeurs peuvent être bénignes e t rester 

loca li sées dans un e parti e du corps ou alors être malignes et envahir les part ies 

adjacentes de l' organi sme, puis essa imer dans d ' autres organes . On parl e a lors de 

métastase (Aznavoo ri an et al., 1993) . 

1.1 .4 Facteurs de ri sques 

La plupart des cancers semblent être liés à un grand nombre de facte urs de ri sques qui 

jouent des rô les plus ou moins importants dans le développement de ceux-c i. Parmi 

les facteurs de ri sques les plus connus on trouve le tabagisme, la consommation 

d ' a lcoo l, les infect ions virales et bactériennes, les expositions profess ionnelles à des 

produits tox iques, l ' obésité et le surpo ids, l' inacti vité phys ique. le traitement de la 

ménopause et l' expos ition aux rayons ul tra-vio lets. Le facteur de ri sque le plus 

important du ca ncer est le tabagisme. Il est en cause dans 27 à 30% de tous les 

cancers, et dans approximativement 90% des cancers du poumon (Boyle et al., 201 4) . 

11 est aussi lié aux cancers de la bouche, du larynx et de l' œsophage, de la vess ie, du 
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rein et du pancréas (Do ll el al. , 1994; Wogan et al. , 2004). Une étude menée aux 

États-Unis prouve que le cho langiocarci nome intra-hépat ique qui représente 15% des 

cas de cancer du foie est li é au diabète, au tabagisme et aux infect ions à l' hépatite C 

(S haib et al. , 2005). Un examen des données épidémiologiques sur le surpoids, le 

diabète et l' 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 ri sque supérieur à 2% de développer un cancer du sei n par rapports 

aux autres femmes qui est de 1,5% et que ce taux est plus grand lorsq u' on l ' associe à 

l' âge (La Vecchia et al., 20 11 ). Il est impératif de bien contrôler son alimentation car 

les ammes hétérocycliques, les afl atox ines B 1 et certains hydrocarbures 

po lycycliques aromatiques (benzo[a]pyrène) qui se retrouvent parfois dans les 

aliments peuvent être génétiquement toxiques à fo1te dose (Wogan et al. , 2004). Une 

surexpos ition aux rayonnements ultra-vio lets est susceptible de provoquer un cancer 

de la peau. E ll e est la cause de 90% des ca ncers de la peau en Amérique du nord 

(Société Canadi enn e du cancer, 20 14 ). Ces expos iti ons aux rayonnements ultra­

vio lets se font souvent dans le cadre du travail. En plus de cela les trava illeurs sont 

souvent exposés à d ' autres agents tels que l' am iante, l' aluminium, le chrome et les 

hydrocarbures po lycyc liques qui peuvent auss i causer le cancer. 

1.2 Traitements du cancer 

La mi se au point d ' un traitement pour chaque patient atteint du cancer nécessite la 

réunion de plusieurs paramètres et se fait en principe pour é liminer la tumeur au 

complet et dans la mesure du possible arrêter sa propagation aux tissus environnants. 

Pour cela on a généralement recours aux trois principaux traitements qui sont la 

chirurgie, la radi othérapie et la chimiothérapie (Sadat et al., 20 12). Ces traitements 

peuvent ne pas être efficaces ou appropri ées pour é liminer la tumeur ma is dans 

certa ins cas on a recours à des traitements plus spéc ia li sés te ll es que 
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l' immunothérapie, l' hormonothérapie, la thérapie génique, l' enzymothérapie, la 

thérapie photo-dynamique, la thérapie nutritionne lle (Vanneman et Dranoff, 20 12) et 

bien d' autres tels que l' hyperthermie (Issels, 2008). 

1.2 .1 Chirurgie 

La chirurgie a été pendant longtemps 1 unique moyen de traiter le cancer et reste à 

l' heure actuell e l ' une des méthodes les plus utilisées . E lle demeure parmi les seul s 

traitements qui permettent de respecter au maximum 1' intégrité corpore lle. La 

chirurgie est utili sée pour traiter les tumeurs so lides surtout lorsque celles-ci sont 

primitive (Causey et al., 20 12) . E lle consiste à enl ever la tumeur de façon partie ll e 

(chirurg ie limitée) ou totale (opération radicale) pour s ' assurer une marge de sécurité . 

Pour des cas extrêmes e lle peut être utili sée pour enlever une zone (résection de la 

zone cancéreuse) ou encore la totalité de l' organe malade (amputation) . Il ex iste 

plusieurs types d' interventi ons chirurgicales sui vant le type de cancer et le stade de la 

maladie. La chirurgie d ' exérèse à v isée curative est utili sée pour l' ablation des 

tumeurs primiti ves ou secondaires. La chirurgie cyto réductrice s ' utili se pour les 

tumeurs so lides chimio-sensibl es 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 évo lué ou 

non. Enfin, la chirurg ie des métastases est utili sée à un stade avancé de la ma ladie 

dans l' espo ir de réa li ser une exérèse des métastases (Pathak et al. , 20 13). 

1.2.2 Radiothérapie 

La radiothérapie est un traitement locorégiona le des cancers qui utilise des radiations 

qui causent des cassures sur l'ADN double brin et aboutit à la destruction des 
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cellules cancéreuses (Kaur et al., 2011 ). Elle est le plus souvent faite par voie externe, 

ma is e lle peut fa ire intervenir des sources radioacti ves qui sont placées directement 

dans l'organi sme (curi ethérapie). Dans certa in s cas (cancers de la thyroïde, ma ladi e 

de vaquez), la radiothérapie métabolique peut être utilisée . Elle consiste à administrer 

par inj ection intraveineuse ou par vo ie ora le une substance radioactive qui ira se fi xer 

préférentie ll ement sur les ce llules cancéreuses afin de les détruire. La radi othérapie 

de conformati on avec modul ati on d ' intensité (IRCM) est une nouvell e technique qui 

permet d ' adapter le vo lume d ' irradiation à la tumeur en protégeant les organes 

envi ronnants. E ll e est une arme thé rapeutique effi cace dans les cancers locali sés de la 

prostate (Azri a et al. , 2009) . E ll e représente aussi une méthode d ' optimisati on 

potenti ellement effi ciente pour mi eux épargner le tractus digesti f lors des irradiations 

du cancer du co l de uté rus (Bari Ilo t, 2009). La radiothérapie peut être utili sée seule ou 

en combina ison avec d'autres thé rapies anti-cancéreuses. En combina ison avec la 

chirurgie e ll e peut intervenir avant l'opérati on pour diminuer la ta ill e de la tumeur: on 

parl e de radio thérapi e préparato ire ou après cell e-ci pour détruire les cellules 

cancéreuses restantes : dans ce cas on parle de radiothérapie postopérato ire. Pendant 

l'opération e lle est utili sée pour envoyer une dose unique é levée de rayons sur la zone 

cancéreuse ce qui réduit l'irradiati on des ti ssus sa ins (Kapite ijn et al., 2001 ). La radi o­

chimiothérapie consiste elle à admini strer des médicaments de chimiothérapie en 

même temps que la radi othérapie (Li ao et al., 2007). E lle est utili sée dans le cas du 

cancer du co l de l'utérus, du cana l ana l de l'œsophage, etc (Kup et al., 20 15) . 

1.2.3 Chimiothérapie 

La chimiothérapie est l'utili sation des médicaments (agents chimiques cytotox iques) 

pour détruire les ce llul es cancéreuses ou empêcher leur croissance (Feng et Chien, 

2003). Cette thérapie est le plus souvent utilisée pour é liminer les cellul es 

cancéreuses qui se sont dispersées dans 1 ' o rgani sme. Avant une intervention 
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chirurgica le ou une radi othérapie, elle peut être utilisée pour réduire la ta ill e de la 

tumeur ou après ces deux interventions pour détruire les ce llules cancéreuses qui 

auraient échappé aux tra itements. Il ex iste un grand nombre d 'agents 

chimiothérapeutiques qui peuvent être subdi visés en plusieurs catégories comprenant 

les agents alkylants, les antimétabo liques (antipurines, antipyrimidine, antifolates) , 

les a lca loïdes végétaux (vinca-alcalo ides, taxanes et epothilons), les antibiotiques 

anti-tumoraux et les inhibiteurs de la topo iso mérase (doxorubic ine) (Brannon-Peppas 

et Blanchette, 20 12). Les cellules cancéreuses ayant la caractéristique de se multiplier 

rapidement et anarchiquement, la maj orité de ces agents anticancéreux agissent sur le 

cycle ce llul a ire en inhibant les enzym es nécessa ires à la synthèse de l'ADN e t par là, 

la di vision cellula ire (Brannon-Peppas et Blanchette, 20 12). Les agents a lkylants te ls 

que le cyclophosphamide et le c isplatine sont utili sés dans le tra itement du cancer 

ovarien (Tattersall , 2002). Les taxanes (Pac litaxel et D océtaxel) sont utili sés pour 

tra iter le cancer du se in avancé (Earhart, 1999). Ces agents cytotoxiques peuvent être 

utili sés indi vidue ll ement ou être combiné entre eux. Il a été démontré que la 

combinaison de ces agents permet une éradication plus effi cace du cancer du poumon 

et du co l de 1 ' utérus (Pere ra et al. , 2014 ) . 

1.2.4 Immunothérapie 

Le système immunita ire est normalement considéré comm e offrant une protection 

contre les ma ladi es infectieuses (Bergman, 2009). La capacité du système 

immunita ire à reconnaître et à é liminer le cancer est la raison fondamentale de 

l' utilisation de l'immunothérapie comme thérapie anticancéreuse. Le rétabli ssement 

spontané des pati ents atte ints de cancer sans traitement, la présence des ce llules T 

cytotoxiques tumorales spécifiques à l'intéri eur des tum eurs ou dans les gang li ons 

lymphatiques, la présence de monocytes, lymphocytes et pl asmocytes dans les 

tumeurs sont plusieurs ra isons qui s'aj outent à l'a ugmentati on de l'incidence de 
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certaines types de cancer chez les patients qui sont immunodéprimés et la 

documentation des rémi ss ions de cancer avec l'utilisati on des immuno-modul ateurs 

pour renforcer 1' idée se lon laquelle 1' immunothérapie serai t une option thérapeutique 

majeure en cancérologie (Bergman, 2009). 

L ' immunothérapie peut être active, pass ive ou adoptive. Lorsqu ' ell e est active, elle 

stimule et renforce la réponse du système immunitaire afin de lui permettre d ' attaquer 

et de détruire les cellules cancéreuses. Cette immunothérapie active peut être non 

spécifique à base d ' interfé ron ou d ' interleukine. Dans ce cas, elle stimule ou active le 

système immunitaire de manière très générale. L' immunothérapi e spécifique a 

reco urs à des vacc ins capables de maintenir la capacité des cellul es effectri ces du 

système immunitaire à reconnaitre et à lyser les cellules tumorales . 

L' immunothérapie pass ive fa it appel notamment à des anticorps monoclonaux qui 

agissent de la même faço n que certaines parties du système immunitaire et qui 

attaquent des cellules spécifiques. Ces anti corps sont produits en laborato ire. Il s se 

lient aux antigènes des cellules tum orales et induisent une cascade d 'évènements 

menant à leurs destructi ons (Baura in et al., 2008 ; Weiner et al. , 2009). 

L' immunothérapie adoptive la plus souvent utilisée pour traiter les cancers so lides 

consiste à apporter au patient des cellules immunologiquement compétentes stimulées 

in vitro (Ludewig et Hoffmann, 2005). 

Au cours des deux dernières décennies, l'immunologie des tumeurs a connu un réel 

bouleversement et un fo isonnement de découvertes fondamentales qui se sont 

traduites en applica tions c liniques. Un certain nombre de vaccins contre les cancers 

sont très prometteurs et sont en phases Il/Ill actuellement (Copier et al., 2009; 

Verga ti et al., 201 0). Le récepteur de mort programmé PD-1 est un régulateur négati f 

de mécani smes des ce llules T effectri ces qui limite la réponse immunita ire contre le 

cancer. Des tests préliminaires sur des patients souffrant des cancers avancés du 

poumon, de la peau ou enco re des reins montrent un avenir prometteurs aux 
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tra itements anti PD-1 («Programmed Death-1 ») et anti-PD-Ll («Programmed Death 

Ligand-! ») pour amé liorer la surv ie de ces derni ers (H amid et al., 20 13; Topali an et 

al., 201 2). 

1.3 Hyperthermie 

1.3 .1 Introducti on et historique 

L'hyperthermi e, encore appelée thérapie thermi que ou thermothérapi e, est une 

méthode de tra itement de cancer qui consiste généralement à exposer les patients à 

des températures é levées (39-43 °C) pour endommager et détruire les ce llules 

cancéreuses, ou pour les rendre plus sens ibl es aux effets des radiati ons et de certains 

agents anti cancéreux (Pa lazz i et al., 201 0). 

L'utili sati on de l'hypet1hermi e date de plusieurs s iècles avant l'ère moderne. Les 

papyrus médicaux égyptiens seraient d'a illeurs les plus v ieux écrits portant sur 

l'hyperthermi e. Il s rapportent que le cancer du sein fut traité à cette époque grâce à 

des bâtons chauffés (Bettaieb et al. , 20 13). Ayurverdic, un médecin indi en a ura it 

pratiqué une hypet1hermi e loca le et une hypet1hermie globa le (sur le corps entier) 

3000 ans av JC (Baronzio et al. , 2006). Plusieurs publica tions concernant 

l'hyperthermi e c itent auss i Hippocrate (460-370 ans av JC) qui préconi sa it la 

cautéri sati on pour traiter les tu meurs (van der Zee, 2002) . Entre le 19ème et le 20ème 

siècle, avec l'o bservation de la guér ison soudaine du cancer chez des patients 

souffrant d'infect ions diverses , Busch conclut que la fi èvre indui t par certa ines 

bactéries comme l'érés ipè le peut ca user une régress ion de la tumeur ou guérir le 

cancer. En 189 1, le Dr Co ley un améri ca in va incorporer la bactérie serratia 

marcenscens dans le vacc in streptococcique pour former ce qu 'il appe llera "Co ley's 

tox in" un mé lange qui lu i permettra de contrô ler la cro issance tumora le. Le tra itement 
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est administré par vo ie intrave ineuse et la dose de tox ine est effi cace sauf si ce ll e-c i 

est accompagnée par de la fi èvre (39-40 degrés Ce ls ius) (Baronz io et al. , 2006). 

L' intérêt in ternati onal pour l'hyperthermi e s ' est vu accro ître avec le premier congrès 

sur l'utilisation de l'hyperthermie en oncologie à Washington en 1975. Un nombre 

important de publications intéressantes sur l' hyperthermie vo ient le j our chaque 

année et les résultats c liniques sont de plus en plus prometteurs (Baronz io et al., 

2014; Twombl y, 2010). 

1.3.2 Les di ffé rents types d ' hyperthermie 

La plupart des thérapies anticancéreuses (chimiothérapie, radiothérapi e, chirurgie, 

etc) ne touchent pas les ce llules au centre de la tumeur. Le but étant de cibler et de 

détruire la tumeur en limitant la cytotox icité des tra itements aux ti ssus sa ins, 

di ffé rents types d ' hyperthermi e sont utili sés pour y arri ver dépendamment du type de 

cancer, de sa locali sati on et du stade auquel i 1 se trouve (Baronz io et al., 201 4 ) . 

1.3.2. 1 Hyperthermie globale 

L' hyperthermi e globa le (HTG), utili sé pour tra iter les cancers métas tas iques, 

implique un réchauffement g lobal du corps à des températures étant le plus so uvent 

autour de 41.8- 42 °C à l' aide de plusieurs so urces de chaleurs te ll es que les ondes 

radio, les ultrasons, la perfusion et l' énergie électromagnétique. Ces di fférentes 

techniques peuvent être utili sées seule ou combinées (Baronz io et al., 2006; Pa lazzi et 

al. , 20 1 0) . Le caractère commun à ses di ffé rents types de traitement est 1' introduction 

de l' énergie dans le co rps en prévenant les pertes d ' énergies et en restaurant les 

fluid es électro lytes. Dépendamment du sous type d 'HTG, les pati ents peuvent subir 

une anesthésie générale ou une sédation profonde lorsqu ' il s sont soumi s à une HTG 
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extrême (élévation de la température à 42 °C pendant 60 min) ou alors à une HTG 

modérée (é lévation de la température entre 39 .5-41 °C pendant 4 h) (Chiche! et al. , 

2007). Des études récentes ont démontré que l' hyperthermi e g lobale était utilisé de 

façon efficace en clinique pour lutter contre le cancer de l' ovaire, les sarcomes de 

ti ssus mous et le mélanome malin (Palazz i et al. , 201 0) . De plus, I'HTG combiné 

avec les agents chimio-thérapeutiques (doxorubicin et 1' interféron-a ) pour traiter des 

enfants souffrant d ' un carcinome avancé des ce llules rénales s ' est avéré effi caces et 

sans compli cations (Ismail-zade et al. , 2005) . Néanm oins quelques effets secondaires 

te ls que la diarrhée, la nausée, et les vomissements peuvent être associés à l' HTG 

(Chiche! 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 ti ssus te lles que les cav ités 

corporelles, les organes ou les membres. Selon le type de cancer et sa localisation 

plusieurs composantes de l' HTR peuvent être utilisées. Par exemple: l' HTR profonde 

est utili sée pour tra iter les cancers du co l de l' utérus et de la vess ie. La perfusion 

péritonéa le est utili sée pour les cancers affectant la cavité péritonéa le à l' instar du 

cancer péritonéal primaire et de 1' estomac. Enfin , la perfus ion régionale est appliquée 

pour les cancers des j ambes et des bras ou enco re les cancers des organes te l que le 

foie et les poumons (Chi che! el al. , 2007). L ' HTR combinée avec la radiothérapie est 

une méthode prometteuse pour une é liminati on plus effi caces des cancers avancés et 

récurrents de la prostate (Tilly et al. , 2005) . Elle permet aussi de pro longer la survie 

des patients dans certa ins cas de cancer du pancréas primaire ou avancé lorsqu ' elle 

est associée à la radio- et la chimiothérapie (Maluta el al., 20 Il ) . 
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1.3.2.3 Hyperthermie loca le 

L'hyperthermie locale (HTL) est dédiée à l'élimination des petites tumeurs (infér ieur 

à 3 cm de hauteur et 5-6 cm de diamètre) . Elle peut être appliqué grâce à la méthode 

externe, intra-luminaire ou encore interstiti elle pour traiter les cancers de peau, du 

se in ou enco re 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 à la tumeur. Au cours du traitement du cancer par l' HTL, juste une 

petite zone cancéreuse est ciblée. Cette zone est chauffée auss i fort et auss i 

longtemps que les tissus sains envi ronnant peuvent le supporter. Auss i pour prévenir 

les effets secondaires du chauffage , les appareil s sont équipés de boulus d ' eau au 

ni veau de leurs points de contact avec la peau permettant ainsi de maintenir la 

température de la peau à environ 37 °C (Baronz io et al. , 20 14; Chichel et al., 2007). 

Il a été reporté que la combinaison de l'HTL avec la radiothérapie permetta it de 

mieux éliminer la tumeur et de réduire les risques de récidi ves chez les patients 

so uffrants de tumeur superficielle par rapport à la rad iothérapie seule (Lartigau et al. , 

2008 ; Scott et al., 1984 ). Auss i 1 ' utilisation de la doxorubi cine liposomale à faible 

température combiné avec 1' HTL est un traitement sûr et efficace pour les patients 

ayant subi un prétraitement lourd pour le cancer du sein local récurrent et réc idivi ste 

(Zagar et al., 20 14). 

1.3.3 Combinaison de l' hyperthermie et les autres thérapies anticancéreuses 

La combinaison de l' hyperthermi e avec les autres thérapies anticancéreuses s' avère 

plus effi cace que l' hyperthermie utili sée seule avec une bonne réponse accompagnée 

d ' un meilleur contrôle de la tumeur, des effets palliatifs et un taux de survie amélioré. 

En généra le, I' HT combiné à la rad iothérapie ne provoque pas une augmentat ion de la 

toxicité des rayonnements aux tissus sa ins. Auss i la toxicité de la chimiothérap ie aux 
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ti ssus sa ms est nettement diminuée dépendamment du mode d ' administration des 

deux séquences de tra itement et de la faço n donc les ti ssus sont chauffés (Baronz io et 

al. , 20 14; van der Zee, 2002). 

1.3.3. 1 Hyperthermie et chimiothérapie 

La chaleur modifie la cytotoxic ité de nombreux agents chimiothérapeutiques (Isse ls, 

2008). Les médicaments montrant une dépendance à la chaleur lors de leurs 

utili sat ions sont des agents chimiothérapeutiques parfa its pour être combiné à I' HT 

car cette dernière augmente de façon significa tive leur effi cacité dans la zone où se 

trouve la tumeur. En effet I' HT permet une bonne di ffus ion des médicaments dans la 

zone tumorale ce qui permet une diminution des concentrations des médicaments à 

utili ser et donc une diminution du temps de traitement par chimiothérapie et des effets 

secondaires . 

Il a été démontré dans une étude in vivo que l' effi cacité cytotox ique de certa ins 

agents chimiothérapeutiques éta it max imisée à des températures all ant de 40.5- 43 °C 

(Chae et al. , 201 4 ; Urano, 1999). De même, dans ces investi gations, l' effet du temps 

d' admini stration des deux traitements est éva lué in vitro. Il en déco ul e que pour 

certa ins anticancéreux comme la doxorubicine, les dérivés du platine (le c isplatine, le 

carboplatine), les agents alkylants bifo ncti onnels (melphalan) et les antimétabolites 

(méthotrexate), l' activ ité cytotox ique maximale est obtenue lorsque les agents 

anti cancéreux et 1' HT sont admini strés de faço n rapprochée. Des études sur 

1 ' expos ition à des séquences chaleur/médicaments montrent que 1 'admini stration des 

médi caments juste après I' HT est plus effi cace sauf pour certa ins antimétaboliques 

te ll es que la gemc itabine ou un interva lle de temps de 24 h est req uis pour un effet 

synergique in vivo et in vitro (Isse ls 2008). 
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Les mécani smes par lesq uels l' hyperthermi e améliore la toxicité de ces médicaments 

ne sont pas enti èrement connus. Néanmoins, les mécanismes possibles comprennent 

l'amé lioration de l' administration de médicaments à la tumeur due à l' augmentation de 

la perfusion sanguine, l' augmentation de l'absorption intracellul a ire des médicaments, 

et 1 ' augmentation du taux de réact ion des méd icaments avec des cib les thérapeutiques 

(Baronzio et al., 2006; Bettaieb el al. , 20 13). Des expériences in vivo montrent aussi 

que le médica ment de choix à température physiologique n 'est pas forcément le 

médicament de choix à température é levée (Urano, 1999). Ce la a été prouvé pour les 

agents a lkylants qui sont plus efficaces à température é levé pour plusieurs types de 

cancer (Takemoto et al. , 2003). 

La multi-résistance aux médicaments est un obstac le majeur dans le traitement du 

cancer et représente environ 90% des échecs thérapeutiques. L ' addition de l' HT et la 

chimiothérapie est capab le de renverser la résistance de nombreux médicaments 

anticancéreux telles que la doxorubicine, le cisp latine, 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 MOR (phénomène de résistance aux médicaments) 

impliquant la glycoprotéine-P (PgP) (Wrza l et al., 2008) ou la multi-résistance 

protéine 1 (MRP l) (Souslova et Averi ll-Bates, 2004) et lorsque le melphalan ou 

adr iamyc ine ont été combinées avec des modulateurs de la PgP tels que la 

cyc losporine A ou le vérapamil (voir revue, Bettaieb et al. , 20 13). De plus, I' HT 

augmente nettement l'expression de la protéine pro-apoptotique Bax et l' activ ité de la 

caspase-3 dans les ce llules cancéreuses (Bettaieb et al. , 20 13; Glory et al. , 20 14). 

L ' HT associée avec la 5-bromotetrandrine et la doxorubicine diminue sensiblement 

l' express ion de la PgP et de la protéine anti-apoptotique Bcl2 et augmente nettement 

l' express ion de la protéine pro-apoptotique Bax inversant par-là la multi-résistance 

méd icamenteuse dans le traitement de la leucémie (Ren et al. , 20 1 2). 
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1.3.3.2 Hyperthermie et radiothérapie 

L' HT est considérée comme l' un des puissants radio-sensibili sateurs. En effet, ell e 

augmente la perfusion et donc l' oxygénati on des cellules hypox iques tumorales, qui 

sont trois fo is plus rés istantes aux rayonnements ioni sants que les ce llules sa ines; par 

conséquent 1 ' action de la radi othérapie (RT) dev ient de 1 ,5 à 5 fois pl us effi cace 

(Pa lazzi et al. , 201 0). Les cellules tumorales qui sont rés istantes aux radiations 

incluant celles qui sont hypoxiques, qui ont un pH fai ble, qui sont privées de 

nutriments et qui sont en phase S sont précisément les cellules qui sont sensibles à 

I' HT. L' HT permet alors d ' améli orer leurs sensibilités à la radiothérapie par 

induction de l' apoptose et d ' autres mécani smes de mort ce llula ire. Cela entra ine une 

diminution des doses d ' irradiations de 15% à 25%, une augmentation de l' effi cac ité 

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

L' HT a un impact c linique significati f et améliore la survie lorsqu ' elle est utili sé de 

manière synergique avec la RT. Ce la a été prouvé dans le traitement des tumeurs 

loca les et avancées du co l de 1' utérus (Franckena, 20 12; Heijkoop et al., 20 12) et du 

poumon (Babincova et al., 20 14). Cette combinaison pourrait être auss i prometteuse 

pour le traitement des gli oblastomes (Man et al. , 201 5). Une étude a démontré que la 

combinaison de I' HT avec la chimiothérapie et la RT pour traiter les pati ents atte ints 

d ' un cancer avancé du co l de l' utérus est réa li sable et effi cace avec une amélioration 

globale de survie de 15% comparé aux patients à ceux traiter avec une radio­

chimiothérapie standard (Westerm ann et al. , 2005). 

1.3.3.3 Effets moléculaires de l' hyperthermie 

Plusieurs facteurs affectent la réponse de la tum eur à la chaleur, entre autres, les 

caractéristiques intrinsèques de la tumeur et son environnement. Selon les 
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scientifiques, la mort par apoptose des cellul es cancéreuses soum1 ses à une 

hyperthermie sera it due aux lés ions causées au niveau de la membrane pl asmique, du 

cytosquelette et du noyau cellulaire (Baronzio et al. , 2014; Betta ieb et al., 201 3). Les 

cellules cancéreuses existent dans un environnement à pH bas , dû à l' incapacité à 

éliminer les métabo lites anaérobi es ce qui les rend plus sensibl e à I' HT. L ' HT rompt 

la stabilité des proté ines ce llula ires et les détruit (Baronz io, et al., 2006) . 

La sensibilité de la cellule à la chaleur va rie avec la phase du cycle cellul a ire dans 

laquelle elle se trouve. L ' hyperthermie cause des changements au ni veau de la mitose 

en arrêtant généralement la phase G et causant la perte de la capac ité de reproducti on 

de la cellule (Betta ieb et al., 20 13). De façon général e, la synthèse de l' A DN et de 

l' ARN ainsi que le mécanisme de réparation de l' ADN et de la respiration cellulaire 

vont être inhibées. Des études réa li sées sur di ffé rents types de ce llules inc luant les 

ce llules HeLa montrent que l' hyperthermie (42-43 °C) peut causer la condensatio n de 

la chromatine et une fragmentati on de 1 ' A DN condui sant à 1' a po ptose (Betta ieb et 

Averiii-Bates, 2005 ). Aussi, lorsque la RT est suiv ie d ' un tra itement par HT on 

ass iste à une diminution de la synthèse de l' ADN après 60 min d ' incubation . 

L ' enzyme A DN po l ymérase-~ intervenant dans plusieurs processus de réparation 

étant fortement inhibée peut être considérée comme une bonne c ible grâce à sa 

sens ibilité thermique déjà connue (Baronz io et al., 2006). 

Au niveau de la membrane, plus ieurs changements sont observés comme ce lui de 

l' augmentati on de la fluidité et la diminution de la stabilité membranaire et du 

changement de la forme de la cellule affectant le transport transmembranaire 

(Baronz io el al., 201 4) . Une augmentati on de la fluidité membranaire a été o bservée 

chez les ce llules thermosens ibles et pas chez les cellul es thermotolérantes suggérant 

que les alté rations membranaires représentent une cible impo1iante dans la mort 

cellul aire par HT (Bates et al. , 1985 ; Stevenson et al., 1981 ). Ces changements ont 

donné lieu à des nombreuses investi gati ons qui permettent de constater une 
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modifi cation du potentiel membranaire de la cellule (Bettaieb et A verill-Bates, 2005) 

et la modul ation des pompes à flux transmembranaire, menant la cellul e vers une 

mort apoptotique (Hildebrandt el al. , 2002) . 

L' hypetthermie induit auss i la mort cellulaire par apoptose en passant par la vo ie des 

mitochondri es et la voie des récepteurs de mort (Bettaieb et A verill-B ates, 2008 ; 

Bettaieb et Averill-B ates, 2005). Ces deux vo ies impliquent l'activation des caspase-9 

et caspase-8, respectivement, suiv i par l' activati on de caspase-3 dans la phase 

d ' exécution d ' apoptose. Év idemment, cet effet apoptotique accrue s ' accompagne 

d ' une modification de l' express ion des protéines apoptotiques p5 3, Bcl-2 et Bax 

(Liang et al. , 2007) . Une étude récente a d 'a illeurs montré que l' hyperthermi e crée un 

déséquilibre entre les membres de la famill e Bcl-2 en faveur des protéines pro­

apoptotique te ls que Bax et Bak, au ni veau cellul aire et mi tochondriale (G lory et a l. , 

201 4) . 

D ' autres part, on ass iste à une dilatation des crêtes mitochondri ales, et à une 

augmentation du flu x des espèces réactives de l'oxygène qui vont induire en partie la 

cytotox icité (Baronz io el al., 2006). L'hyperthermie provoque une diminution du 

potentiel de la membrane mitochondri ale, le recrutement de la protéine pro­

apoptotique Bax à la membrane mitochondriale et la libération du facteur pro­

apoptotique cytochrome c dans le cytoso l (Bettaieb et A verill-Bates, 2005). La 

libération du cytochrome c conduit à l'acti vation de la caspase-9 initiatrice. 

L ' activati on de la caspase-9 conduit à son tour à l'activati on des caspases exécutrices 

3, 6 et 7 menant à la mort de la cellule par apoptose. Cette mort de la cellule en 

réponse à l' hyperthermie est médi ée par la génération des EROs (Bettaieb et Averill­

Bates, 2008). La source probable des EROs dans la mi tochondri e suite à une 

hyperthermie est la chaine des transporteurs d ' é lectrons (vo ir revue, Bettaieb et a l, 

20 13). L' hyperth ermi e entra îne sûrement une augmentati on de la formation du 

surperoxyde par la chaine des transporteurs d 'é lectron. Ce superoxyde est ensuite 
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transformé en peroxyde d ' hydrogéné qui est susceptible d ' être di ffusé hors de la 

mitochondrie. La grande sens ibilité des cellules tumorales à la chaleur dépend du 

bon déroulement des effets biochimiques ci-dessus, mats aussi du 

mi croenvironnement dans lequel les cellules tumorales se trouvent. 

En situation d' hyperthermi e, les protéines de chocs thermiques vont être synthéti sées 

de façon accrue (Multhoff et al., 1995) . En effet, lorsque soumises à un choc 

thermique, seules les cellules cancéreuses présentent à leur surface des proté ines de 

choc thermique. Cela va stimul er les macrophages et les cellul es dendritiques qui 

vont secréter les cytokines et activer les défenses ce llulaires pour éliminer ces cellules 

cancéreuses . Aussi l' induction des proté ines de choc thermique est en corrélati on 

avec d ' autres évènements te ls que le développement de la thermoto lérance (Bettaieb 

et A verill-B ates, 2005) et l' augmentation de la cytotoxicité au niveau des protéines 

assoc iées à la matrice nucléa ire (Baronzio et al. , 2006) . Les protéines de choc 

thermique sont la rgement associées à la rés istance des tumeurs à la chimiothérapie 

(Baronz io et al. , 2014 ). Il a été démontré que 1' express ion de protéines de choc 

thermique 1 A est associé à la radiorés istance (Ka ur et al., 20 Il ) . 

Par contre, la cellule es t capable de déve lopper une réponse adaptative suite à son 

expos ition à des températures allant de 39. 5 à 40 °C (température observée lors des 

fi èvres) et devenir rés istante à un stress subséquent comme le choc thermique : cette 

réponse est la thermotolérance. Elle peut également protéger les ce llules et les ti ssus 

contre les dommages causés par d'autres fo rmes de stress te ls que le stress oxydatif 

(Martindale et Holbrook, 2002) et les facteurs de stress environnementaux. La 

thermotolérance peut être développée par expos iti on à co urt terme (3 0 min par 

exemple) à des températures létales (de 42 à 45 °C) . E lle peut auss i être développée 

par chauffage continue (par exemple 24 h) à des températures non-l étales (39 .5 à 41 .5 

0 C) (Przybytkowski et al., 1986). La thermoto lérance est transito ire et diminue 

généralement en quelques jours, ce qui n' affecte pas l' utili sation de l' hyperthermi e en 
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clinique. Il a été démontré que la thermotolérance protège les cellul es contre 

l' activation de la vo ie des récepteurs de mort et de la vo ie mitochondriale causé par le 

choc thermique et le peroxyde d ' hydrogène év itant ainsi à la cellule de mourir par 

apoptose (Bettaieb et Averill-Bates, 2005; Pallepati et Averill-Bates, 201 0; Pall epati 

et A verill-B ates, 20 Il) . 

1.4 Le stress oxydati f 

Dans un contexte phys io logique, il ex iste un équilibre entre la producti on d ' ERO et 

les systèmes de défenses anti oxydants. Le stress oxydatif est une condition 

biochimique caractérisée par le déséquilibre entre un ni veau relativement élevé des 

espèces réacti ves tox iques principalement constituées des espèces réacti ves 

oxygénées (EROs), et des espèces réacti ves azotées (RNS) et les mécani smes de 

défense antioxydants de l' organisme (Carmody et Cotter, 2001 ; Thannickal et 

Fanburg, 2000). Cette situation peut résulter d ' un dysfonctionnement de la chaîne 

mi tochondri ale, d ' une acti vati on de systèmes enzymatiques (xanthine oxydase, 

NADPH oxydase, glucose oxydase, monoamine oxydase) , d ' une oxydati on des 

molécules comme le glucose et l' hémoglobine ou encore d ' une libération de fer libre 

à partir des protéines ché latrices. Pour finir, une alimentati on pauvre en anti oxydants 

contribuera également à l' apparition d ' un stress oxydant (Pincemail et al., 2002) . 

1.4.1 Les espèces réactives oxygénées et leurs effets nocifs 

Les EROs sont des molécul es organiques ou inorganiques ayant un nombre impair 

d 'é lectron. E lles sont fortement réactives et form ées in vivo par des réactions 

d 'oxydo-réductions. Elles sont essenti e lles à la vie grâce à leur rôle dans de 

nombreux processus v itaux te ls que l' acti v ité bactéric ide des phagocytes et la 
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transduction du s ignal. E lles peuvent serv ir de messager dans la voie de transduction 

de signaux cellul a ires, et peuvent auss i promouvo ir la cro issance et la pro li fé rati on 

cellula ire en interagissant avec les récepteurs spéc ifiques et en modulant l' état redox 

des molécules et les mécanismes de signalisations responsables de la stimulation et de 

la cro issance des cellules (Pe li cano et al., 2004). Bien que l' oxygène so it impot1ant 

dans le métabo li sme oxydatif, il peut aussi être parti ellement réduit pour fo rmer des 

EROs (Aslan et Ozben, 2003; Ozben, 2007). 

Les EROs sont consti tués des espèces radica la ires et non radica laires . On en 

dénombre plusieurs donc les principales sont l' anion superoxyde (0 2 •-) , le radi ca l 

hydroxyle (OH•), le radica l peroxyle (ROO.), le radica l a lkyle (R •) et le peroxyde 

d ' hydrogène (H20 2). L' 0 2 •- est le premier ERO qui se fo rme dans l' organisme. Il 

prov ient le plus souvent d ' une transformati on incomplète de 1' 0 2 en H20 

principa lement causé par les é lectrons qui se sont échappés du système de transport 

d ' é lectrons au niveau de la mitochondrie. L ' 0 2 en milieu protoné subit généralement 

une réaction spontanée qui aboutit à la fo rmation du H20 2 et de l' oxygène. Le H20 2 

quant à lui est capable d ' oxyder les groupements thio l des rés idus cysté ines. Il se 

dégrade en radica l hydroxyle (OH•) en présence des métaux de transition Fe2
+ ou 

Cu 1
+ (vo ir fi gure 1 .1 ). Les radi caux a lkyles so nt les derniers dans la chaine de 

production des EROs. Il s résultent de l' action oxydant du oH• sur la chaine d ' ac ide 

gras po ly-insaturées (RH) (Halliwell , 2007; Shi et al. , 2005). Les OH• sont les 

espèces réactives les plus dangereuses et les plus réactives comparativement au H20 2 

et à I' 0 2 · -. 
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Ca a rase 

SOD 

Réaction de Fenton 

~ 
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Figure 1.1 Les rad icaux libres oxygénés représentant les di ffé rents états de 
réducti on du dioxygène. 

U ne producti on é levé d ' oxyde nitrique (NO•) prédi spose la ce llule à une 

tumorigénèse à travers les lés ions de l' ADN, l' inhibition de la réparation de l ' ADN et 

l' a ltération ou l' acti vation de la vo ie de pro liférati on cellula ire (Haddad, 2004; Kim et 

al., 2001 ; Ward et al. , 2000). Lo rsqu ' on perd l' équilibre redox, les EROs peuvent 

aussi contribuer à une prolifé rati on ce llula ire incontrô lée compromettant par-là les 

fonctions de régulati on du cyc le ce llula ire abouti ssant au déve loppement du cancer 

(Gopalakri shna et Jaken, 2000; Pe li cano et al. , 2004) . L'A DN mitochondri a l est plus 

vulnérable aux dommages causés par les EROs que 1 'ADN nucléa ire. Les mutations 

de 1 ' ADN sont le plus souvent détectées dans les ce llul es cancéreuses à proximité des 

li eux de producti on des EROs dans les mitochondries. Ces mutati ons sont 

susceptibles d ' affecter la fo nction des proté ines pour les lesque lles l' ADN 

mitochondrial code, entrainant un dysfonctionnement dans la chaine resp irato ire, 

donc une amplification de la production des EROs (Copeland et al. , 2002; Jackson et 



24 

Loeb, 2001 ; Peli cano et al. , 2004) . Les dommages au niveau de la membrane des 

mitochond ries peuvent causer une libérati on des cytochromes c et activer l'apoptose 

(Peli cano et al. , 2004). 

1.4.2 Rô le du stress oxydati f dans l' induction de l' apoptose 

Les radi caux libres en parti culi ers les EROs sont connus comme étant des médiateurs 

de l' apoptose. Une générati on aigue, transitoire ou élevée des EROs est souvent 

observée dans l'apoptose induite par di vers agents anticancéreux. L ' expos ition des 

cellules cancéreuses aux EROs générés par les agents anticancéreux, épuisent la 

capacité de défense anti oxydant de la ce llule et entraine la mort par apoptose au-delà 

d ' un seuil des EROs. Il a d ' ailleurs été démontré qu 'en incubant des ce llules 

cancéreuses avec des agents oxydants exogènes on ass iste à une mort cellulaire par 

apoptose (Haddad, 2004; Kehrer, 2000 ; Pall epati et Averill-B ates, 2010). En absence 

d ' une défense efficace par les antioxydants les dommages produits par le stress 

oxydati f peuvent conduire à l' activation des gènes responsables de l'apoptose. 

L' augmentation des EROs est auss i associée à l' activation de la vo ie de s ignali sation 

redox JNK/SAPK qui est très impliquée dans l' activation transcriptionnell e des 

gènes de modifi cati on post-traductionnell es des protéines nécessa ires à l' apoptose 

(Haddad, 2004). 

1.4.3 Mécanismes d ' élimination des EORs par la cellule 

L ' excès de productions des ERO peut mener la cellule à la mort. Cependant, les 

orgamsmes vivants ont développés des puissantes défenses antioxydantes et une 

signali sation très fin e qui repose sur des systèmes de défense composés d ' enzymes 

SO D, CAT, GPx, couple thi orédox ine/thiorédoxine réductase, hème oxygénase, 
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peroxyrédox ine), de molécules antioxydantes de petites ta illes (caroténoïdes, 

v itamines C et E, g lutathion, acide urique, bilirubine, ac ide lipoïque, ubiquinone.) 

(vo ir fi gure 1.2) . Enfi n, un système secondaire de défense composé de 

phospholipases, d ' ADN endonucléases et li gases et de macroxyproté inases empêche 

l' accumulati on dans la cellul e de lipides, d ' ADN et de protéines oxydés et parti c ipe à 

l' élimination de leurs fragments tox iques (Pincemail et al., 2002; Sies, 1997). Ces 

systèmes font intervenir des enzym es anti oxydantes, et des molécules anti oxydants 

endogènes et exogènes (vo ir tableau 1.1 ) . 
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Figure 1.2 Régulation de la production des espèces réactives de l' oxygène 
(EROs) par les systèmes de défenses antioxydantes (Pincemail et al., 2002) . 
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Tableau 1.1 Liste des différents antioxydants : Les antioxydants peuvent 
être classés en antioxydants endogènes synthétisés par l'organi sme et en anti oxydants 
exogènes apportés par l'alimentati on. Leurs acti ons varient se lon la nature de 
l'antioxydant. Certains d'entre eux assurent une protection continuelle a lors que 
d'autres agissent suite à un stress et assurent par conséquent une détox ification acti ve 
ou pass ive (Bettai eb, 2009) . 

Vole 
Antl-oxydant Nivuq de difellle edon 

d'apport 

Tran :lcrrbae 

Lactorurtne Ligne de dl!fcnso 

Hf-lcl&ille 
Endogène 

continue llo 
ran~pon de fer e1 de cutvn: 

C.rnloplasm.ine 

Ligne de ddfcnso Prévention des réaction$ radicalaii'C$ dans Jc::s 
Ceeazyme QIO Endogène 

continuelle mitochondries 

ÜgJICdc 
cutrult tion des RL d ns les companimen1 

Addear1q.e Endo~ c dttodficaûon 
Ir cllul i~t> 

p&Mhc 

Ligneck 

Mcbtonlne Eodog~c d~ lfic:aticln Hormone anti·<r<ydante 

(\USÏ\C 

Ligne de 

Albumine Endo~ n~ dl!tOl<Ï fi cation 
p t mes hé lrices de rui ... Tc: 

continuelle 

Cu OD Liane de 

ZnSOD Endog~ne déto ificlltion Ncu!Tal~tion ct transformation des rad.aw 

1\111 SOD liCtÏIIC supcroxydes en peroxyde d'hydrogène 

GSH-«nn.réraw 

G B-sBEanm 

Mpeadaate 
Ligne de 

Ehmmauon du peroxyde d'bydrogèn et de~ 
Eadogènc déto lficatlon 

OD lîpopc:roxydcs 
active 

GSH-I'nllld"'raH 



Acide pbyUque e ~ ~ ~ t 

Solfo... 

end n 

Liifl de 

dito ification 

puslvc 

Ligne: de 

(O jfj llhOn 

•~o'tive 

Liane&. 

dtto ific:auon 

1.4.3.1 Famille des perox irédox ines 

l .nlllll:Se oocc :1.11 ùc m,u~r.• J t q ' ' 

œ.t tl.ll tk 

Iodlait des CJIZ)1DC$ de dé 

s' oppown i LI form.lhoa du rwlic.al 

superox)dc 

nzyme uuli nt le Pli lul.•1 i 

pour ncutr<Jhscr 1 s ciJC't d lU 

Jjnzyme qui cmpê(lle 1• réduction 

monov lcnle des q1unot1Ci vi l' utJllsution de 

0 11 

J' 1 tc 

27 

Les peroxirédox ines (Prxs) furent initi a lement identifi ées sur la base de leur capacité 

à protéger les protéines contre les dommages oxydati fs induits par les EROs en 

présence de dithiothré itol (OTT). Elle fut appelée protéine de protecti on ou encore 

antioxydant thi ol-spécifique avant d' être rebapti sée Prx (Rhee et al. , 2001 ) . Prx est 

une famille de peroxydases présente dans tous les organi smes et ayant des po ids 

moléculaires qui varient entre 20 et 30 kDa. De nombreuses espèces contiennent plus 

d'une Prx; les mammifères ont s ix Prxs di fférentes. Chaque isoform e est unique. E ll es 

présentent différents profil s au cours du développement, sont di stribuées 

diffé remment dans les organell es et interviennent dans di fférentes réacti ons pendant 
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la catalyse (Rhee et al. , 2001 ). Prx 1 et Prx2 sont des protéines cytoso liques, Prx3 est 

présente dans les mitochondri es et Prx4 dans le réti culum endoplasmique et les 

lysosomes et peut également être sécrétée dans l' espace extracellulaire (Kang et al., 

1998). Prx5 est située dans les peroxysomes, les mitochondries et le cytoso l et est 

classée dans le sous-groupe 2-cys atypique. Prx6 est loca li sée dans le cytoso l. E lle est 

le seul membre de la famille appartenant au sous-groupe 1-Cys perox irédox ine (Kang 

et al., 1998). Les Prxs 1-4 ont deux cysté ines co nservées et appartienn ent donc au 

so us-groupe 2-Cys typique. E ll es sont présentes sous forme d'homodim ères non 

covalents di sposés dans une fo rm ation en tête-à-queue (Poynton et Hampton, 20 14). 

Il a été démontré que chez ces derniers le NH2-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 li aison disulfure intramo léculaire 

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

Les Prxs sont une c lasse de peroxydases thio l qui comme la cata lase et le g lutathion 

peroxydase partic ipent à la dégradati on du peroxyde d' hydrogène en eau à l' aide du 

système thiorédox ine (Trx)/thiorédoxine réductase (TrxR) en présence de NADPH 

(vo ir fi gure 1.3) . Le mécanisme d 'é limination du H20 2 par les Prxs implique 

l' oxydati on de cette dernière et ell e est ensuite réduite par son cofacteur la Trx 

permettant de la régénérer pour qu ' elle puisse se lier à une nouve ll e molécule de 

H20 2. Trx2 à son tour est réduit par TrxR par transfert d 'électron du NADPH à Trx2 

(Cox et al., 2009) (vo ir fi gure 1.4). Toutefo is, les données récentes sur la réactiv ité et 

l'abondance des Prxs ont révélé qu ' e ll e peut être auss i l' un des membres éminents du 

réseau de défense antioxydant. Auss i le rô le des Prxs comme antioxydants de 

défense est plus complexe que la suppress ion des H20 2. Les Prxs peuvent être 

fac il ement inacti vées par du peroxyde d'hydrogène . La désactivation de l' activité 

peroxydase limite ainsi leur capacité à agir en tant qu'antioxydants (Yang et al. , 

2002) . 
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La combina ison des multipl es connaissances sur les Prxs conduisent à l'hypothèse 

que les Prxs ag issent comme des capteurs redox et e ll es régulent les vo ies de 

transducti on des s ignaux lors de l'oxydation (Fourquet et al., 2008). Les capteurs 

redox ayant le rô le de détecter des perturbations dans l'homéostas ie redox, cela fa it 

des Prxs des entités idéa les pour surveiller les signes de stress oxydatif (Poynton et 

Hampton, 2 01 4 ). Il a été prouvé que les Prxs pourraient être des ci ble potentie ll es 

pour la radi othérapie dans le traitement du cancer car e ll es peuvent être induites par 

rayonnement et donc leurs statuts d'expressions pourraient détermine r la 

radiosensibilité des cellul es cancéreuses (Zhang et al., 2009). 

o- • H .. •OH +OH-

6 -Phospho­
g luconate 

Figure 1.3 Élimination du H20 2 . L'anion superoxyde réagit avec e lle-même 
pour former du peroxyde d'hydrogène (H20 2) et de l'oxygène par une réaction 
spontanée et par une réaction enzymatique de di smutation. Le H20 2 est réduit en ea u 
(H20 ) par la perox irédoxine, le glutathion peroxydase, ou la ca ta lase. Adapté de 
(Lu bos et aL., 2008). 
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Figure 1.4 Réaction redox d ' élimination des EROs catalysée par le système Trx. 
La source d ' électron du système est le NADPH qui prov ient de la vo ie des pentoses 
phosphate. Le Trx oxydé (Trx-S2) est réduit par le NADPH et l' enzyme TrxR. Le Trx 
réduit (Trx-SH2) par la suite va catalyser la réducti on du di sul fure de Prx oxydé (Prx­
S2) en Prx réduit (Prx-SH2) permettant la régénération de ce dernier afin qu ' il attaque 
une nouvell e molécule de H20 2 ou ROOH. Adapté de Lu et Holmgren 201 O. 

1.4.3 .2 Famill e des thi orédox ines 

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 ex iste différentes formes de Trx : Trx 1 qui est une enzyme cytoso lique et 

extracellulaire et T rx2 qui est s itué dans les mitochondries (Lilli g et Ho lmgren, 

2007). TrxR est un sélénoenzyme avec trois isoformes : TrxRl dans le cytosol, 

TrxR2 dans les mitochondries et TrxR3 ou TGR (Trx GSH réductase) présents 

principalement dans les testicules (Holmgren et Lu, 20 l 0). Trx et TrxR interviennent 

dans plusieurs voies de s igna li sati on. Ce sont des acteurs étroitement liés à de 

nombreuses maladi es (vo ir fi gure 1.5). Les taux plasmatiques de Trx l et de TrxRl 
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ont été utili sés comme un marqueur de l'inflammation dans le cas du cancer et de 

l'infection par le VIH (Holmgren et Lu, 201 0). 

Figure 1.5 Système Trx de mammifères, un acteur central étroitement lié à de 
nombreuses maladies humaines . li joue un rôle essentiel dans les mécani smes 
biochimiques. L'express ion des protéines du système Trx est modifiée dans de 
nombreuses maladies à 1' instar du cancer, du diabète, des maladies cardiovasculaires 
et des maladi es neurodégénérati ves . Dans des conditions de vieilli ssement, 
d'inflammation et infections virales les niveaux de Trx sont éga lement modifi és. Trx 1 
réduit la ribonucléotide réductase (RNR), qui est essentiell e pour la synthèse de 
l'ADN. Trx fournit des électrons à la méthionine sulfoxyde réductase (MSR) et aux 
peroxyredox ines (Prxs) pour réparer respecti vement des rés idus méthionine sulfox ide 
dans les protéines ou pour protéger contre le stress oxydatif via l'é limination du 
peroxyde d'hydrogène et le peroxynitrite. Le système Trx intervient dans la 
signali sation redox cellulaire en contrôlant l'activité de plusieurs facteurs de 
transcription tels que NF-k~, p53 , Ref-1 , HIFa, PTEN, AP-l , et un récepteur de 
glucocorticoïdes . Trx-(SH2) peut se lier, inactiver 1 'ASKl et régule ASK 1 apoptose 
dépendante. Trx interagissant avec TXNIP (« thioredox in interacting prote in») qui se 
lie à Trx-(SH2) et régul e l'acti vité Trx. TrxR peut réduire une protéine disulfure 
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isomérase (PDI) un acteur critique pour la formation de liaisons di sulfure. T rx-(SH2) 

affecte l'acti vité de certaines protéines clés te lles que les caspases par contrô le de la 
protéine S-nitrosylation et dénitrosylation. Adapté de Holmgren et a l 201 O. 

La Trx combinée avec la TrxR et le N ADPH forme le système Trx. Il a été découvert 

par Peter et ses coll aborateurs en 1964 comme étant un donneur d ' hydrogène pour la 

synthèse de la cytidine désoxyribonucleos ide diphosphate par la ribonucléoside 

réductase (RN R) d ' E. coli (Laurent et al. , 1964 ). Ils ont plusieurs rôles dans la 

synthèse de l'ADN, la défense contre le stress oxydatif et l' apoptose. La description 

la plus générale du système Trx est son rô le en tant que protéine di sulfure réductase . 

L'enzyme fonctionne en prenant des électrons de NADPH via TrxR . Ceux-ci sont 

transférés dans le site actif de la T rx, qui est en générale disul fure-réductase. Le TrxR 

des mammifères se compose de deux sous-unités dans un arrangement tête à queue 

avec un grand nombre de formes d'épi ssage (A rnér, 2009). Les électrons provenant 

du NADPH permettent de réduire le di sulfure et le transfert au C-terminal du site 

actif du sélénothiol (Sec) lui-même localisé dans la séquence qui est conservée dans 

toutes les isoformes de TrxR. De là, les é lectrons se déplacent au Trx, ce qui réduit 

les protéines thiols comme la Prx ou d'autres substrats (Holmgren et Lu, 201 0) . Ce 

système Trx/Trx R est responsable de la réduction de la 2-Cys Prx tant que T rx et 

T rxR sont présents à des concentrations infé rieures dans les cellules que les Prxs. Des 

études in vitro indiquent que la réduction du di sulfure est l'étape limitant la vitesse 

dans le cyc le catalytique du Prx (Parsonage et al., 2005 ; Thannickal et Fanburg, 

2000). 

1.4.3.3 Voie des pentoses phosphates 

L'histoire du rô le métabolique de la vo ie des pentoses phosphates (VPP) a commencé 

en 1926, lorsque l'introduction de nouveaux médicaments antipaludiques, comme la 
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primaquine, a conduit à la première description médicale des médicaments induisant 

l'anémie hémolytique en corrélation avec un manque de GSH (Beutler et al. , 1985; 

Ri gan ti et al. , 20 12). La VPP est branchée avec la g lyco lyse dans la première étape 

du métabolisme du glucose . Ell e 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 g lycolyse 

supplémentaires, tels que le fructose 6-phosphate (F6P) et le glycéraldéhyde 3-

phosphate (G3P), qui peuvent être convertis en phosphates pentose et vice versa. La 

branche oxydative génère le NADPH et les ribonucléotides (Horecker, 2002) (voir 

figure 1.6). 

La VPP est particulièrement critique pour les cellules cancéreuses parce qu ' elle 

génère non seu lement les pentoses phosphates pour compenser leur taux é levé de 

synthèse d'acide nucléique, mais produit également le NADPH qui est nécessaire à la 

fois pour la synthèse des ac ides gras et la surv ie des cellules dans des conditions de 

stress. Ce dernier est consommé au cours de la synthèse des acides gras et est 

nécessaire pour piéger des EROs. Par conséquent, la VPP joue un rôle essentiel en 

aidant les cellules cancéreuses à métaboliser le glucose pour répondre à leurs 

exigences anabo liques et de lutter contre le stress oxydatif (Patra et Hay, 20 14). 

Le g lucose 6-phosphate déshydrogénase (G6PD) est 1 ' enzyme critique dans la voie 

des pentoses phosphates . Il existe so it sous forme de monomère inactif ou de dimère 

actif. Un comp lexe d'ordre supérieur (un tétramère) a éga lement été rapporté 

(Horecker, 2002). Il catalyse l'étape limitant la vitesse dans la branche oxydative de la 

VPP qui génère la première molécule de NADPH (voir figure 1.6). Par conséquent, 

son expression et son activité sont strictement réglementées. Des mveaux 

relativement é levés de cette enzyme sont présents dans de nombreux tissus à 

métabo li smes normaux, tels que le foie , les tissus adipeux, et les glandes surréna les et 

mammaires (Hi lf et al. , 1975; Rudack et al., 197 1) . Les cellul es cancéreuses 
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expriment égal ement des niveaux relativement élevés de cette enzyme (Patra et Hay, 

2014). Son activité est étroitement li é avec le rapport NADP+INADPH dans la 

cellule. Le NADPH régule négati vement l'activité de la G6PD, a lors que le NADP+ 

est nécessa ire pour son activité enzymatique et sa conformation correcte (Horecker, 

2002; Patra et Hay, 2014 ). Les espèces réactives de l'oxygène sont capables d'induire 

la modification des macromolécul es biologiquement fond amentales, y compri s 

l'oxydation du GSH et des proté ines du groupe SH. Une étude a montré que l' ajout de 

la di amine un oxydant potentie l des groupes thiols dans les cellules souches 

embryonnaires de souri s ou Je G6PD a été supprimé, diminue Je taux de NADPH 

pour maintenir la forme réduite de GSH. Ce la conduit les cellules à une mort par 

apoptose . Il apparaît ainsi que G6PD joue un rôle essentiel lorsque la cellule doit 

répondre rapidement à une attaque exogène du stress oxydati f, en reconstituant le 

réservo ir intracellula ire de GSH (Fi losa et al., 2003). 

Vu son importance dans le bon fo nctionnement de la cellule, la VPP peut être une 

cible intéressante pour le traitement du cancer (Riganti et al., 20 12). On sait que 

l' augmentati on de son activité dans les cellules cancéreuses permet de produire des 

quantités importantes de NADPH pour diminuer la quantité des EROs. Cela génère 

simultanément des ni veaux élevés de nucléotides pour la synthèse et de réparation de 

1 ' ADN. Ces activités de la VPP peuvent provoquer une rés istance à certains 

traitements contre le cancer qui accroissent le stress oxydatif et les dommages de 

l'ADN . Entre autres la radiothérapie et chimiothérapie (S harma el al., 201 0) qui 

provoquent des niveaux élevés des EROs et déclenchent une réponse adaptative en 

augmentant l' activité de la VPP. De nombreuses études sur les changements 

qualitatifs et quantitatifs des ce llules tumorales, montrent que la VPP augmente la 

proli fération cellulaire et la progress ion tumorale, protège les ce llules tumorales 

contre l'apoptose et compromet les thérapies anticancéreuses class iques, telles que la 

chimiothérapie et la radiothérapie (Ri gan ti et al. , 20 12). 
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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 (fl èches rouges) , le 
glucose 6-phosphate est oxydé et décarboxylé en ribul ose 5-phosphate. Ce dernier est 
ensuite isoméri sé en ribose 5-phosphate une composante essenti e lle des nucléotides. 
Deux molécul es de N ADPH par mole de g lucose 6-phosphate entrant dans la VPP 
sont aussi produites et fo urni ssent des équi va lents réducteurs pour la régénération du 
GS H via le g lutathion réductase, la synthèse des ac ides gras et des stéro ls, la 
détoxification des xénobiotiques et la synthèse de l' ADN. Dans la branche non 
oxydati ve (fl èches bleu), les pentoses phosphates subi ssent un échange de deux 
carbones et tro is carbones dans des réactions réversibl es, pour donner finalement du 
fructose 6-phosphate et du g lycéraldéhyde 3-phosphate, qui peut entrer dans la vo ie 
de la glyco lyse, et être reconvertis en glucose 6-phosphate ou enco re oxydé en 
réponse aux demandes de la cellul e en A TP, en pentoses phosphates, en G6PD, en 6-
phosphogluconate déshydrogénase, en GSH, trans-céto lase et en trans-aldolase 
(Ri ganti et al. , 20 12) . 
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1.5 A poptose 

1.5.1 lntroduction 

La mott cellulaire programmée fut c lairement identifiée pour la première fo is par 

John Kerr en 1972 même si e lle a été observée bien plutôt par Fleming en 1885. Il 

nomma ce phénomène apoptose en référence à la chute des feuilles à l' automne. En 

effet ce nom découle des mots grecs apo qui signifie élo ignement et ptose qui signifie 

chute (Kerr et al., 1972). De 1976 à 1981 , tro is groupes de chercheurs examinent par 

électrophorèse la chromatine des tissus irradiés et constatent qu ' elle se fragmente en 

produits ayant un modèle de type échell e suggérant que les fragments so nt de 

multiples nucléosomes. Pui s en 1984, Wyllie et ses coll aborateurs ont lié ce modèle 

typique en éche lle au phénomène de l' apoptose (Majno et Joris, 1995) . 

L' apoptose (suppress ion cellula ire ordonnée) est un mécani sme 

génétiquement contrô lée , un mode ubiquitaire de mort cellulaire qui joue un rôle 

opposé à celui de la mitose dans la régul ation des populations cellulaires animales 

(Giansanti et al., 20 Il ; Haddad, 2004) . Elle intervient dans les processus te ls que le 

développement embryonnaire et fœta l, l'élaboration du système immunita ire et dans 

l' homéostas ie des ti ssus hormona -dépendants permettant de maintenir l' homéostas ie 

cellul aire. 

La mort cellulaire est le plus souvent conduite par trois mécanismes principaux que 

so nt l' apoptose, la nécrose ou l' autophagie. De façon brève, l' identification d ' une 

ce llule apoptotique repose sur des critères morphologiques stéréotypés dominé par le 

rétrécissement de la ce llule, la condensation de la chromatine nucléaire, la 

fragmentation de la cellul e en corps apoptotiques et leurs phagocytoses par les 

ce llul es vois ines (Kerr et al. , 1972). L'autophagie est un processus subcellulaire qui 

digère les organelles endommagées ou en surplus (Yang et al., 2010). Le résultat de 

la nécrose quant à e lle est le gonflement et éclatement de la cellule à cause du bris de 
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la membrane. E ll e n ' entra îne pas de floculation de la chromatine et de gonflement de 

la mitochondri e. De même la nécrose peut se produire s ' il y a une inhibition 

pharmaco logique ou une ablation génétique de la vo ie apoptotique suggérant que la 

nécrose est induite comme une vo ie a lternative permettant d 'assurer la mort cellula ire 

lorsque l' apoptose a écho ué (Wu et al. , 201 0). 

1.5.2 Vo ies apoptotiques 

Il existe différentes vo ies de signa li sati ons pouvant aboutir à l ' apoptose (vo ir revue : 

Pallepati et Averiii-Bates, 201 2) . Entre autres , il y a la vo ie intrinsèque qui met en j eu 

la mitochondrie et occupe une place importante et centrale dans le phénomène de 

l' ap optose, la voie extrinsèque ou vo ie des récepteurs de mort initiée à la surface des 

cellules par les récepteurs membranaires et la dernière vo ie est ce lle du réticulum 

endoplasmique (RE) (Giansanti et al. , 20 Il ). 

1.5.2 .1 Voie des récepteurs de mott 

La voie extrinsèque de moti par apoptose implique des récepteurs de la membrane 

plasmique tels que le facteur de nécrose tumoral TNFRJ (p55/CD 120a) , Fas 

(APOI /CD95), p75NGFR (facteur de cro issance nerveux), les deux récepteurs de 

TRAIL, DR4 (TRAIL-Rl /AP0-2) et DR5 (TRAIL-R2/KTLLERITRl CK2), et les 

récepteurs DR3 et DR6 (Pallepati et Averiii-Bates, 20 12). Ces molécul es possèdent, 

dans leur port ion intracytoplasmique C-terminale, une région conservée appelé 

domaine de mort (DD) et fo rmant s ix hé lices alpha. Leur porti on extracellula ire est 

composée d ' un nombre va ri able de domaines riches en cysté ine, et leurs 1 igands sont 

des molécules tran s-membranaires ayant une fo rme so luble issue d ' un épi ssage 

alternati f ou du c li vage de la porti on extracytoplasmique C-terminale par une protéase 
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(Russo et al., 201 0). Un domaine extrace llula ire appelé PLA D («pre li gand-binding 

assembly do main») est utile pour l' interaction du ligand et de son récepteur et ce la 

nécessite bi en év idement la triméri sa tion de chacun d ' entre eux . 

La s ignali sation de l' apoptose par Fas et TN FRI requiert la partic ipation du dom aine 

de mort (DD) dans la portion cytoplasmique de chacun des récepteurs . Ce de rnier 

recrute les protéines cytoso liques présentes dans le domaine homo logue. Par 

exempl e, les récepteurs Fas ou TN F-a o ligomerisés recrutent et interagissent avec les 

proté ines adaptatrices FADO («Fas Assoc iated Dea th Domain») ou TRADD 

(«Tumor Necros is Factor Recepto r Type 1-Associated Death Domain prote in») qui 

vont se lier à eux v ia leurs propres DO. Une fo is la triméri sation du récepteur Fas 

avec son ligand réalisée c ' est la proté ine cytopl asmique FADO possédant un moti f 

amino-termina l appe lé domaine effecteur de mort (DED) qui va recruter la 

procaspase 8 par sa prédominance sur ce dernier. Mais par contre , s i le s igna l 

prov ient de TNFR 1, a lors c ' est la mo lécul e adaptatrice TRADD qui interv ient (vo ir 

fi gure 1.7). Donc le s igna l activant la mort peut être transmi s de la membrane 

pl asmique à la caspase 8 par FADO ou par T RADD . A insi se fo rme le complexe 

DISC («Death Inducing Signa ling Complex») au sein duque l le rapprochem ent des 

procaspases 8 conduit à leur acti vation (Baatout et al., 2002). En fonction du type 

cellul a ire on peut auss i avoir un recrutement de la procaspase 10 au lieu de la caspase 

8. 

Une importante activati on des caspases 8 entra îne une activation directe des caspases 

effectrices 3 6 et 7 . Il en résul te un c li vage de leurs substrats spéc ifi ques te ls que 

l' enzyme nuc léaire PARP (poly-A DP-ribose-polymérase) et de l ' inhibiteur des 

endonuc léases ICA D («Caspase-activated DNase») menant à l' apoptose . Une fa ible 

acti vation des caspases 8 entra îne l' acti va ti on des caspases 3 par l' intermédia ire 

d ' une boucle d ' amplification fa isant intervenir la mitochondrie (vo ir fi gure 1.7). 
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-Apoptosis Surv1val 

Figure 1.7 Voie des récepteurs de mort : Le recrutement des molécules adapta trices 
cytoplasmiques (TRADD , F ADD) est induit grâce à la triméri sati on de TNF, des 
ligands Fas et TRAIL avec leurs récepteurs respecti fs (TNFRl , Fas ou DR4 o u DRS). 
Ces molécules adaptatrices vont ensuite recru ter les procaspases 8 et 1 0, deux 
mo lécules homodimères qui s ' assemblent pour former la caspase mature . Cette 
dernière va se c li ver et activer d 'autres caspases telles que les caspases 3,6 et 7 qui 
vont c liver leurs substrats clés , orchestrant la mort par apoptose de la ce llule 
(Pallepati et Averill-B ates, 20 12) . 

1.5.2.2 Vo ie mitochondria le 

La mi tochondrie a une place considérable dans la description de la mort programmée 

et de ses mécanismes de régul ation. E ll e semble en effet impliquée dans la phase de 

contrô le et la phase effectrice de l' apoptose. A insi, en part ic ipant à l' activation des 

caspases comme à la libération dans le cytoso l de facte urs « apoptogéniques » 
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indépendants des caspases te ls que l' endonuclease EndoG et AIF («A poptos is 

Inducing Factor»), la mitochondrie apparaît comme un acteur clé des processus 

apoptotiques (C ircu et Aw, 2010; Séga l-Bendirdji an et al. , 2005 ). 

La vo ie de la mort cellulai re intrinsèque est déclenchée par des signaux de morts 

cellulaires te ls que les dommages à l'ADN, la privati on en nutriments, des facteurs de 

cro issances et le stress oxyda ti f (Wei et al. , 2001 ). E lle est étro itement règ lementée 

par les protéines de la famill e Bcl-2. Le membre fo nd ateur de cette famill e de 

protéines est le produit du proto-oncogène Bcl-2 , identifié au point de cassure t( 14; 

18) dans un lymphome fo lliculaire humain B (Séga l-Bendirdjian et al. , 2005 ). La 

famill e de protéines Bcl-2 est constituée de plus de 20 membres qui sont c lassé selon 

leurs domaines d ' homologie à Bcl-2 (BH 1 à 4) dans la région de l' hé lice alpha et 

selon leurs fonctions dans les process us apoptotiques. Les protéines pro- apoptotiques 

de la famille Bcl-2 se situent principalement dans le cytoplasme et peuvent s ' insérer 

dans la membrane mitochondria le externe (OMM) si nécessa ire. E lles regroupent les 

protéines à domaine multiples BH 1 à 3 (Bax, Bak, Bok) et les protéines à un seul 

domaine BH3 te lles que Bad, Bik, Bim et d ' autres (vo ir fi gure 1.8). Les protéines 

anti-apoptot iques de la famille Bcl-2 (Bcl-W, Bel-xL et Bcl-2) se trouvent dans 

l' OMM et inhibent l' apoptose . Ell es empêchent l' ouverture de VDAC («Vo ltage 

Dependant A nion Channel») et donc la libération du cytochrome cen se li ant avec les 

protéines pro-apoptotiques de la famille de Bcl-2 ou par inhibition de l' assemblement 

supramoléculaire fo rmé par les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 

(Kannan et Jain, 2000). Ces proté ines pro et anti-apoptotiques peuvent former des 

hetérodimères ains i que des homo- et des oli gomères en se liant à leurs domaines 

BT-I. Il a été démontré par Korsmeyer et ses collègues que tBid peut o ligoméri ser Bax 

et Bak et a insi fo rmer un compl exe capable de libérer le cytochrome c dans le 

cytoplasme et induire 1' a po ptose (Wei et al., 2001 ) . 
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Figure 1.8 R eprésentation des domaines structuraux des protéines pro- et anti­
apoptotiques de la famille Bcl-2 . Il y a les domaines conservé BH (1 à 4) chez la 
majorité des protéines. Les protéines pro-apoptotiques sont divisées en deux groupes. 
Ceux possédant les domaines BH l , BH2 et BH3 et ceux ayant un seul domaine BH3. 
Certains possèdent un domaine transmembranaire (TM) à leurs extrémité C-terminal 
leurs permettant de s ' insérer dans les membranes (Taylor et al. , 2008) . 
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La principale vo ie de libérati on du cytochrome c dans la mitochondrie est le pore de 

perméabili té transito ire mitochondriale (PTP). C'est un compl exe multimérique 

composé du VDAC, d ' une cyclophiline D, d ' un récepteur périphérique des 

benzodiazépines et de la translocase de nucléotides adényliques (ANT). L' ana lyse des 

mitochondri es de ce llules engagées en apoptose met en év idence une diminution de 

leur potentiel transmembranaire (~ 'I.J'm), caractéri sée par un gonflement de la 

mitochondri e et expliquée par l' ouverture de mégapores, dits PTP (Mercié et Bell oc, 

2001 ). L' ouverture de ces pores semble finement réglée par Bcl-2 et ses partenaires 

(S usin et al. , 1997). Les protéines pro-apoptotiques (Bax et Bid) quant à e lles peuvent 

induire l'ouverture du PTP en interagissant directement avec VDAC. De même, il s 

peuvent induire la mobili sation du ca lcium à partir du RE et entrainer un 

déclenchement de l' ouverture du PTP dont on rappelle l' ancrage dans la membrane 

externe des mitochondries, et la capac ité de se comporter comme des canaux 

ioniques . Le PTP s' associe à la matrice mitochondri ale et permettre la libération des 

stocks de cytochrome c situé dans l' espace interstitie l (Voir fi gure 1.9) . 

L ' ouverture de pores PTP serait responsa ble de la libérati on dans le cytoplasme de 

facteurs qui vont déc lencher l' activation des caspases ou leur c livage protéo lytique. 

La protéase AIF « apoptosis-induc ing fac tor » semble capable à e lle seul e d ' induire la 

protéo lyse et la fragmentation nucléa ire caractéristique de l' apoptose (Golstein, 1997; 

Susin et al., 1997). Dans le cytoso l, le cytochrome c va s ' assoc ier au fac teur de 

protéase apoptotique-1 (Apaf-1 ). Ce dernier va s ' agréger avec d ' autres molécules 

d 'Apaf-1 , et cet ensemble va se li er finalement à la procaspase 9 pour former 

l' apoptosome (voir fi gure 1.10). Apaf-1 fi xe auss i de I' ATP et du dATP, nécessa ires 

à l' activation efficace de la caspase 9. On ass istera ensuite à la transactivation des 

procaspases 9 complexées , en caspases 9 actives qui vont c li ve r et donc activer 

d ' autres caspases en ava l. S' ensuivra alors le c li vage de substrats clés te ls que PARP, 

ICAD, !amin B entraînant la mort par apoptose . 
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Figure 1.9 Régulation de l'apoptose par les protéines Bcl-2 . Dans les ce llules 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 à un stimulus 
apoptotique, les protéines « BH3-seulement » sont activées (par régul ati on 
transcriptionne lle, relocali sation subcellulaire, déphosphorylation ou protéo lyse). 
Elles peuvent alors so it inhiber l' action anti-apoptotique de Bcl-2, so it directe ment 
induire un changement de confo rmation des protéines Bax et Bak conduisant à leur 
o ligoméri sation et à leur insertion dans la membrane mitochondri ale où e lles vont 
fo rmer des pores perm ettant la libération des facteurs pro-apoptotiques dont le 
cytochrome c. Celui-ci contribue à la fo rmation de l' apoptosome et à l' activation de 
la cascade des cas pas es . Smac/Diablo et Omi/HtrA2 inhibent les IAP ( «lnhibitor of 
apoptos is») dans le cytoso l, tandi s que 1 ' AIF ( «apoptos is inducing factor>>) et 
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l' endonuc léase G (EndoG) entrent dans le noyau part1c1pant à la dégradation de 
l' A DN . La caspase 12 peut être activée après re largage du Ca2

+ du RE. Par a ill eurs, 
les ions Ca2

+, l' annex ine 5 et la calpaïne-1 peuvent relayer des signaux du RE à la 
mitochondri e (Séga l-Bendirdjian et al. , 2005). 

WD40 
~c 

Apa -1 

dA P 

changement de 
conformation 

oligomérisation 
(apoptosome) 

procas pa se 9 

l activation 
de.s caspaces 
3, 6et7 

récrutement et activation 
de la proca~pase 9 

Figure 1.10 Apoptosome. A u co urs de l' apoptose, le cytochrome c (cyt c) rela rgué 
de la mitochondrie va se fixe r sur la région carboxy-terminale d ' Apaf l , ri che en 
répétitions WD40. Cette fi xati on induit un changement de conformation de cette 
proté ine qui , en présence de l ATP, va s' o li goméri ser en une structure heptamèrique 
( « en roue »), l' apoptosome. Cette structure va recruter et activer la procaspase 9. 
Celle-ci , à son tour, active la cascad e des caspases dont les caspases 7 et 3 (Séga l­
Bendirdjian et al., 2005) . 

1.5.2 .3 Voie du réticulum endoplasmique 

Les proté ines de conformation ano rm ale constituent un grave danger pour les ce llules 

v ivantes . Le RE représente le siège de la synthèse et de maturation de la majo rité des 

proté ines membranaires et secrétées. Au cours de leurs synthèses, ces proté ines 

pénètrent dans la lumière du RE où e ll es sont repli ées et assemblées en compl exes 

multiproté iques avant d ' être transportées . Malgré tous les processus mi s en j eu p ar le 

RE pour que le repli ement des protéines so it une réuss ite, il y a touj ours des proté ines 

de confo rmati ons incorrectes qui sont produites. Celles-c i peuvent être prises en 

charge par les chaperonnes pour corri ger leur conformati on ou a lors être transloquées 
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par I' ERAD («endoplasmique reticulum-associated degradati on») et dégradées dans 

le cytoplasme par le protéasome . Parfo is la quanti té de protéines anormales est 

fo rtement é levée et ce la met le RE dans un état de stress indui sant a insi la réponse 

UPR («Lmfo lded protein response») ou encore réponse aux protéines ma l repliées 

(Pallepati et Averiii-Bates, 20 12) . 

La réponse UPR peut so it augmenter les capac ités cellulaires de repliement des 

protéines ou déclencher le processus d' apoptose en cas de stress intense ou de longue 

durée. Elle possède plusieurs composantes, la première consiste à activer la 

transcription des gènes codant pour les chaperonnes rés idants dans le RE, des 

protéines de la vo ie de sécrétion et les protéines du système ERAD. Ceci permet de 

rendre la vo ie sécrétrice plus performante et amplifie l' activité de repli ement des 

proté ines. La seconde consiste à inhiber la traduct ion des ARNm ce qui réduit le flu x 

de nouvelles protéines dans le RE pour év iter la surcharge de l' organite (Garl atti et 

Barouki , 2002) . 

La réponse transcriptionnelle à un stress du RE met en Jeu trois vo1es de 

signalisations qui impliquent les protéines transmembranaires Ire 1 («endonuclease 

inos itol requi s 1 »), A TF6 («acti vating transcription factor>>) et PERK («PKR-Iike 

Kinase») (Schri:ider et Kaufman, 2005; Shen et al., 2004). Ire l est maintenu dans sa 

fo rme inactive par la chaperonne GRP 78/Bip en absence de protéines mal repliées . 

A insi, lorsque des protéines mal repli ées sont fo rm ées dans le RE ell es sont 

reconnues par la chaperonne GRP78/Bip qui se dissocie de !re l permettant à ce 

dernier de s ' activer par un processus d ' o li goméri sation et d ' autophosphorylation en 

trans. Les Ire l grâce à leurs activités endoribonucléas iques, c livent l' ARNm de XBP-

1 non épi ssé dont la transcription du gène est activée par les facteurs de transcription 

p50ATF-6a. et ~ provenant du c li vage protéo lytique de I' ATF6. Cela mène à 

l' activation des gènes cibl es de I' UPR (chaperonnes et enzymes de dégradation 

ERAD) (Garlatti et Barouki , 2002) . 
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Un autre mécani sme d ' activation des protéines peut être déclenché par la libération 

de la Grp78 de l' extrémité N-termina l de l' ATF6 . En effet, au li eu d ' être o ligomérisé, 

ATF6 va être libéré de la Grp78 . ri sera ensuite transloqué dans l' appare il de Go lg i où 

des protéases vont le prendre en charge pour le cliver à un site près de la membrane. 

Ce facteur de transcript ion libéré dans le cytoso l va migrer vers le noyau pour réguler 

l' express ion des gènes (vo ir figure 1.11 ) (Ye et al. , 2000). 

L ' inhibit ion de la traduct ion se fa it par 1' intermédiaire de PE RK. Il a une homo logie 

structurale avec les protéines Ire 1 a et ~ et le mécanisme d ' activation de son activ ité 

kinase est semblabl e à celui de lre 1 de mammifè re (Harding et al. , 1999). Pendant le 

stress du RE, PERK est libéré du chaperon Bip et e ll e s ' o li goméri se et 

s ' autophosphory le en trans. PERK ainsi activé entra îne la phosphorylation du facteur 

d ' initiation de la traduction e1F2a bloquant la fo rmation du complexe de pré-initi ati on 

de la traduction aboutissant à une inhibition de la synthèse des proté ines (fi gure 1.11 ) 

(Xu et al., 2005) . 
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Figure 1.11 Événements de transductions des signaux associés au stress du RE . 
La chaperone Grp78 li e les extrémités N-terminales de Ire 1, PERK et A TF6, 
empêchant leur activation. La présence des proté ines ma l repliées dans le RE 
entraine la libération de Ire ! , PERK et ATF6 par la Grp78 . Suite à cette libération 
Ire ! et PERK s' oli gomérisent dans les membranes du RE. IREI oligoméri sé se lie à 
T RAF2, ensuite en aval la signalisation des kinases acti vent NF-k~ et c-Jun (AP-l ), 
ce qui provoque l'expression de gènes associés à la défense de l'hôte (a larme). 
L'acti vité de ribonucléase intrinsèque de Ire 1 conduit également à la production de 
XBP-1 , un facteur de transcription qui induit l'expression de gènes impliqués dans la 
restauration, le repliement des proté ines ou la dégradati on des protéines dépliées. 
L ' oligoméri sa tion de PERK active son activ ité kinase intrinsèque, ce qui entraîne la 
phosphorylation de eiF2a. et la suppress ion de la traduction de I'ARNm. Dans ces 
condi tions, seul s les ARNm sélectionnées, y compri s A TF4, sont traduits . A TF4 
induit l'express ion de gènes impliqués dans le rétabli ssement de l'homéostas ie du RE. 
La liberation de Grp78 de ATF6 permet à ce ll e-ci de transloquer dans l'appare il de 
Go lg i par un process us protéo lytique pour libérer A TF6 actif, qui contrôle 
l'expression des gènes UPR (Xu et al., 2005). 
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Un stress plus agressif causé par des agents toxiques ou métaboliques est susceptibl e 

de déclencher l' apoptose par le RE qui se traduit par une induction de l' expression du 

gène codant pour le facteur de transcription CHOP («C/EBP homologous protein-

1 Ü») connu auss i sur le nom de GADD 15 3. Il appartient à la famille des facteurs de 

transcription «CCAA T/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 c linique est limité car un grand 

nombre de tumeurs acquièrent une résistance à plusieurs médicaments différents 

(phénomène de résistance aux médicaments), raison pour laquel le il est nécessaire de 

continuer à développer des traitements alternatifs. C ' est dans cette perspective que 

notre laboratoire étudie l ' effet de l ' hyperthermie sur les cellules cancéreuses 

(Betta ieb et al. , 20 13). En effet, l' hyperthermie locali sée (40-45 °C) est d ' un grand 

intérêt dans le traitement du cancer chez 1 ' humain. Du fait des progrès dans le 

domaine des technologies ultrasons et ondes ultracourtes, on peut actue ll ement 

chauffer localement des tissus cancéreux. L ' hyperthermie est utilisée en c linique 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 l' indice thérapeutique; l'apport 

loca li sé de chaleur pourrait augmenter la cytotoxic ité du médicament dans la tumeur 

et en même temps diminuer les effets secondaires toxiques sur les tissus normaux. 

Des essais c liniques en Europe, au Japon et aux États-Unis ont démontré des progrès 
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prometteurs chez des patients atte ints de tumeurs de la vess ie, du co l utérin , de la tête 

et du cou, du rectum, du sein, du poumon, du cerveau, et pour certains sarcomes et 

mélanomes (Pa lazzi et al., 201 0; Twombly, 20 1 0) . 

J .6.2 Hypothèse 

L ' hyperthermie létale ( 42-43 °C) et 1' hyperthermie douce ( 40 °C) augmente la 

producti on des EROs, qui pourrait causer des changements dans les nivea ux 

d ' express ion des antioxydants et des molécules impliqués dans le métabolisme du 

glucose à 1' intéri eur des ce li utes cancéreuses. 

1 .6 .3 Objectifs du proj et 

Quelques travaux antérieurs dans notre laboratoire ont permi s de démontrer que 

l' hyperthermie (42-45 °C) cause la mort des cellul es par apoptose qu ' elles so ient 

sensibles ou rés istantes à la chimiothérapie (MDR) et pourrait être utile pour 

l' é limination des cellul es rés istantes aux traitements conventionnels (Wrzal el al. , 

2008). L' hypetthermie augmente la génération des EROs (Pallepati et Averiii-B ates, 

201 0), et induit 1 ' apoptose par les vo ies des mitochondries (Bettaieb et Averiii-B ates, 

2005) et des récepteurs de mort (Bettaieb et Averiii-Bates, 2008) dans les cellules 

HeLa. La catalase, une enzyme an ti oxydante, empêche 1 'activati on du récepteur de 

mott Fas et l' acti vation de la caspase-8 en réponse à une hyperthermi e létale (42-

450C). De plus, une tolérance thermique douce induite à 40 °C (température de 

fi èvre) protège les cellules HeLa contre l' apoptose indui te par la chaleur léta le à 42-

45 °C (Betta ieb et A veriii-B ates, 2008) . La to lérance thermique modérée atténue 

1' induction des EROs et du li gand de mo tt FasL, qui constitue les événements 

d ' initiation de l' activation de l' apoptose par les récepteurs de mort cellul aire induite 
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par l' hyperthermie (42-45 °C) . Des événements liés à l' apoptose et situés en aval te ls 

que l' acti vation de la caspase 3, le clivage de PA RP, a insi que la condensati on de la 

chromatine nucléa ire, sont éga lement diminués chez les cellules to lérantes à la 

chaleur. 

1.6 .3 .1 Objecti f général 

Dans le souci de continuer à apporter plus de lumière pour une utilisati on plus 

effi cace de l' hyperthermi e, l' obj ectif général du proj et est de comprendre les 

mécani smes impliqués dans la tox ic ité de l' hyperthermie chez les ce llules 

cancéreuses et l' effet protectrice de la thermoto léreance . 

1.6 .3.2 Les obj ecti fs spécifiques 

1. Déterminer si la réponse de stress cellul aire induite par l' hyperthermi e 

douce (40°C) et léta le (42-43°C) inclut l' induction d ' anti oxydants te ls que les 

peroxirédox ines et le g lu tathion. 

2. Déterminer le rô le des EROs dans l' induction des antioxydants par 

1 ' hyperthermie. 

3. Évaluer si l' hypetthermie modifie le métaboli sme du glucose et son 

transport dans les cellul es HeLa pour en fournir du N ADPH par la vo ie des pentoses 

phosphates pour le maint ien du GSH. 
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1.6.4 Choix du Modèle 

Comme modè le ce llul aire pour ce proj et nous avons cho isi les cellul es HeLa 

provenant d ' un carcinome du co l de l' utérus. Cette lignée cellula ire fut iso lée et mi se 

en culture pour la première fois en 195 1 par Georges Otto Gey et a été obtenue via 

1 ' American Type Cul ture Co llection (A TCC no CCL-2). E lles sont couramment 

utili sées dans les laboratoires de recherche et ont été cho is ies comme modèle à cause 

leur caractère immortel, leurs ténac ités et leur pro li fération rapide. De plus, e lles sont 

un bon modèle car l' hyperthermi e fo nctionne effi cacement sur le cancer du co l de 

l' utérus en c linique. 



CHAPITRE II 

RESULTATS EXPÉRlMENTAUX 

2.1 Préface 

Ce chapitre est constitué d ' un artic le qui décrit les résultats expérimentaux du projet 

mené durant ma maitrise dans le laborato ire du Dr Diana Averill. Cet artic le sera 

soumts au journal «Archives of Biochemistry and Biophys ics» et son titre est 

Induction des mécanismes de défenses cellulaires par choc thermique : 

peroxirédoxine et glucose 6-phosphate déshydrogénase. Les auteurs de cet a rticle 

sont moi-même Marceline Tchouagué en premier acteur, Audrey Glory en second 

auteur et il a été rév isé par le Dr Diana Averill. Marceline Tchouagué auteur principal 

a fa it les expérimentations et la rédaction de l' arti c le a insi que la recherche 

bibliographique pour les fi gures 2 , 3, 4 et 5. Audrey Glory second auteur a fa it les 

expérimentations pour la fi gure 1 ainsi que la légende et la description de cette même 

fi gure, elle a aussi traduit l' introducti on, les résultats et la discussion de l' article en 

anglais. Ce proj et m 'a permi s d ' étudier les mécanismes impliqués dans la tox icité de 

l' hyperthermie et l' effet protecteur de la thermoto lérance chez les cellules 

cancéreuses . 
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ABSTRACT 

Hyperthermia is a promtsmg new anti cancer treatment used in combinati on with 
radiotherapy and/or chemotherapy . It uses heat (42-45°C) to kill cancer ce ll s. Milder 
temperatures (39-41 °C) can ca use thermoto lerance, a phenomenon that triggers 
cellul ar defense mechanisms to protect ce ll s against subsequent expos ures to 
hyperthermi a. Although hyperthermia has proven effecti ve in clini ca l tria ls, th ere are 
stiJl many things to learn about its mechanisms at the cellular leve!. Mild (40°C) and 
lethal ( 42-43°C) hyperthermia increase the producti on of reactive oxygen species 
(ROS) in ce ll s. Thi s study focuses on the role of ROS and defense molecules such as 
antiox idants in the cellul ar stress response to mi id and lethal hype11hermia, in order to 
better understand the mechani sms involved. Hyperthermi a ( 42-43 °C, 3 h) caused 
acti vation of caspases 9 and 3, as weil as apoptos is in HeLa cell s. The induction of 
apoptos is was decreased in mild thermotolerant (40°C) cells. Hyperthermia (42-43°C, 
3h) and thermoto lerance (40°C, 3 h) caused increased express ion of the antioxidants 
peroxiredox in-2 (Prx2) and Prx3 , as we il of the hyperox idized fo rm Prx -S0 3. The 
heat ( 42°C)-induced increases in Prx3 and Prx-S0 3 were inhibited by the antioxidants 
PEG-cata lase and MnTBAP, suggesting that ROS generated by hyperthermia were 
invo lved in their induction. Glucose, when metabo lized by the pentose phosphate 
pathway, produces NADPH, which is needed to maintain the anti oxidant g lutathi one 
in its reduced fo rm, GSH. GSH Jevels increased after 1 h to 3 h at 40°C. The 
express ion of the glucose transporter GLUT I increased after 1 h to 3h at 40, 42 and 
43°C. Glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD) is the rate- limiting enzyme in the 
pentose cyc le. Express ion 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 ro le of anti oxidants in the cellular response induced by heat 
shock at both mild and lethal temperatures . 

Keywords: Hypet1hermia, thermoto lerance, perox iredoxin, glucose 6-phosphate 
dehydrogenase, glutathione, apoptos is 
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INTRODUCTION 

Hyperthermia is a cancer treatment where tissues can be targeted by exposure to hi gh 

temperatures (42-45°C) that can damage and kill cancer cells (Horsman & Overgaard , 

2007; Hurwitz & Stauffer, 20 14; Issels, 2008; Lutgens et al. , 20 10; van der Zee, 

2002; van der Zee et al. , 2008). lt is mainly used in combination w ith radiotherapy 

and chemotherapy, reducing their side effects to normal tissues and enhancing their 

therapeutic efficacy. Incidentall y, 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 a l. , 2006; van der Zee, 2002). 

The mechanisms underlying cytotoxic ity of hyperthermia (~42°C) are not yet full y 

understood (Mi ll eron & Bratton, 2007). However, hypertherm ia can cause prote in 

denaturation and aggregation, inhibition of DNA repa ir mechanisms, cell cycle arrest 

and cytoskeletal disrupti on (Wust et a l. , 2002). Furthermore, hyperthermia can cause 

cell death by apoptos is and/or necros is in a variety of cell types (Betta ieb et a l. , 

20 1 3). 

Thermotolerance is an adaptive survival response that can be acquired by preheating 

ce lis at elevated temperatures. lt can be induced by shoti term ex po sure ( 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 -4 1.5°C) . Thermotolerant cells become res istant to 

subsequent stresses such as heat shock, oxidative stress, anticancer drugs, 

radiotherapy and environmental stressors (G ill et al. , 1998; Holsapple & Wallace, 

2008; Martindale & Holbrook, 2002; Pallepat i & Averiii-Bates , 20 Il ; Przybytkowski 

et al. , 1986; Subjeck et a l. , 1982). Thermotolerance is transient and usually declines 

within a few days, therefore it does not interfere with hyperthermi a treatments when 
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they are conducted outs ide of the thermotolerance w indow. Lower doses of heat 

stress such as 40°C can induce defense mechanisms in ce lls, such as beat shock 

proteins (HSPs) (Singh & Hasday, 20 13; Subj eck et al. , 1982; Przybytkowski et al. , 

1986) and anti ox idants (Pallepati & A veriii-Bates, 201 0) . However, little is known 

about the mechanisms invo lved in the response to lower doses of heat stress. This 

phenomenon could prov ide new perspectives fo r the treatment of pathologies such as 

ischemi a-reperfusion and protecti on aga inst drug tox icity and environmenta l tox ins. 

Reacti ve oxygen species (ROS) and anti oxidant defense mechanisms are in 

equilibrium under norma l phys iological conditions (Halliwell & Gutteridge, 2007). A 

di sruption of thi s redox equilibrium leads to a state of oxidati ve stress, whi ch could 

be caused by a dysfunction in the mitochondria l respiratory chain or exposure to 

stress facto rs such as environmenta l tox ins. When present at doses exceedin g 

phys io logical levels, ROS can ox idize lipids, nucleic acids and proteins and can also 

decrease ce llul ar leve ls of ATP and NADPH (Chandra et a l. , 2000). To counteract 

ox idative stress, ce ll s possess non-enzymatic anti oxidants such as reduced glutathi one 

(GSH) and enzymatic antiox idants that can transform or eliminate ROS. The 

superoxide radica ls produced in the mitochondria l respiratory chain are the substrate 

of the enzyme superoxide di smutase (SOD), producin g another ROS, hydrogen 

perox ide (H20 2) (Halliwell & Gutterid ge, 2007). H20 2 is considered one of the most 

important ROS due its implication, at phys iological concentrati ons, in normal cellular 

functions such as growth, proliferati on and di ffe rentiati on (Burdon, 1995; Groeger & 

al. , 2009; Hancock et al. , 2001 ; Pallepati & Averill-Bates, 201 2; Sies, 2014). It is 

reduced to water fo r e limination by the enzymes glutathione peroxidase (GPx) , 

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

Many of the properties and bio logica l functi ons invo lving prote in structure, enzymes 

and redox pathways are dependent on the properties of thi o l groups (Bindo li et a l. , 

2008 ; Sies, 20 14). The perox iredox ins are a family of thio l peroxidases (Poynton & 
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Hampton, 20 14). There are 6 di ffe rent perox iredox ins: Prx 1, 2 and 6 Iocated in the 

cytoso l, Prx3 in mitochondria, Prx4 in the endoplasmi c reticulum and Prx5 in both 

mitochondri a and perox iso mes (Cox et al. , 2009) . They can a li be class ified as 2-cys 

typical or atypical prote ins except for Prx6 which is class ified as a !-cys protein 

(Kang et a l. , 2005). Peroxiredox ins are antiox idant enzymes responsible for the 

reduction of H20 2 to H20 and for the reduction of hydroperox ides to a lcohol using a 

catalytic system in vo lving thioredox in (Trx) and thi oredoxin reductase (TrxR) (Kim 

et al. , 2005). T he electrons necessary for these reactions are prov ided by NADPH 

generated in the cytoso l v ia the metaboli sm of glucose in the pentose phosphate 

pathway and in mitochondri a via the substrates of the respirato ry chain (Bindo li et a l. , 

2008). Mitochondrial Prx3 is associated with Trx2 and TrxR2 whereas cytosoli c Prx2 

is associated w ith Trx 1 and TrxRI ; both require NAD PH (Park et a l. , 2006) . The 

sequestration of H20 2 by Prx3 invo lves oxidation of the Iatter's 2 cyste ine res idues, 

which are then reduced to regenerate Prx3 by Trx2. Thi s a llows Prx3 to bind to a new 

H20 2 molecule. Subsequently, Trx2 will be reduced by Trx R2 by an e lectron transfer 

from NADPH to T rx2 (Cox et a l. , 2009; Kang et a l. , 2005). Prx3 is more effi c ient 

than Prx5 and can react with 90% of the H20 2 present in mitochondria (Cox et al. , 

2009). 

GSH is a major low molecul ar we ight thio l antiox idant invo lved in redox homeostas is 

in mammalian cells. Jt is synthes ized in the cytoso l in a two-step process catalyzed by 

g lutamate-cysteine li gase and g lutathi one synthetase (Ma i lioux et a l. , 201 3). Jt then 

trave ls to mitochondria where it is stored and represents about 15 % of total GSH 

cellular content (Murphy, 201 2). GSH, along with GPx, is required to trap H20 2 and 

plays a crucial part in the elimination of hydroperoxides. Two GSH molecules are 

ox idized by H20 2 to fo rm glutathi one di sulfide (GSSG) usin g GPx. The GSS G 

produced can then be reduced by glutathione reductase (GR) and NA DPH to 

regenerate GS H (Mai lioux et a l. , 201 3) . GSH can also modul ate protein functi ons by 

ox idation or by disulfide bond fo rmation with cysteines (Murphy, 201 2; S ies, 20 14) . 
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Glucose transport and metabolism are two maJor processes that can alter the 

mechanisms of ce l! death via apoptosis (Mo ley & Mueckler, 2000). A slight decrease 

in glucose levels can lead to a Jack of A TP and then to activatio n of the mitochondrial 

pathway of apoptos is. Glucose enters ce lls from the blood using the GLUT family of 

transporters. Tt is then metabolized either by glyco lys is to produce A TP or by the 

pentose phosphate pathway to produce NADPH. The pentose phosphate pathway is 

one of the main pathways for metabolism of glucose. lt plays a central part in the 

ce llular redox state by maintaining antioxidants functiona l to counter oxidative stress. 

This pathway is the main ce llular source of NAD PH that is used to regenerate GSH 

fro m GSSG (Patra & Hay, 20 14). Glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD) is 

criti ca l in the pentose phosphate pathway because it cata lyzes the limiting step that 

produces the first NADPH molecule. lncidentally, 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 ce llular redox state. 

Our earlier studies showed that heat shock increases oxidative stress in HeLa cell s at 

moderate (40°C) (Pa llepati & Averil l-Bates , 201 0) 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 ox idative stress in orchestrati ng 

changes in key redox molecules such as peroxiredoxins, glutath ione and G6PD, 

during low and high doses of heat shock. 



MA TE RIALS AND METHODS 

Cell culture 

HeLa cell s (A TCC no. CCL-2) were grown tn mono layer in tissue cu lture flasks 

(Sarstedt, St Laurent, QC, Ca nada) in Dulbecco's modified Eagle's medium 

(lnvitrogen 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% 

C02 in a water jacketed incubator (Betta ieb and A veri ll-Bates , 2005). Cell culture 

medium was replaced with fresh medium 24 h before experiments . Cell s were grown 

to near confluence and then harvested usin g 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 

Confl uent ce ll s were heated for 1 h, 2 h and 3 h at 40 °C, 42 oc and 43 °C, relative to 

contra is (37 °C), in temperature control led precision waterbaths (±0.02 C) (Haake 

D8, Fisher Scientific, Montreal , QC) (Bettaieb and Averiii-Bates, 2005). One mL of 

cell suspens ion reached a temperature within 0.1 oc of the waterbath temperature 

within 3 min. The antioxidants, manganese (Ill) tetrakis ( 4-benzoic ac id) porphyrin 

ch loride (MnTBAP) (5 f.!M) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA , USA) and 

polyethylene g lyco l-cata lase (PEG-catalase) (300f.lM) (Sigma Aldrich Co. , Saint­

Louis, MO, USA) were added to cell s for 1 h and 3 h, respectively, prior to 

experiments (G iory et al. , 20 14). ln HeLa ce li s, PEG-catalase increased intracellular 

cata lase act iv ity by 47%, from 3.7 1±0.67 to 6.20±0.30 mmol/min/ 1 06 cell s (n=3). 
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Morphological analysis of apoptosis 

Cells were labe ll ed with Hoechst 3325 8 (5 fl g/ml) (blue-green fluorescence) (S igma­

A ldri ch Co .), which binds to condensed nuclear chromatin of apopto tic cell s (Tanel 

and Averill-Bates, 2005). Observations were made by fl uorescence mi croscopy 

(mode! IM, Carl Zeiss Canada Ltd, St. Laurent, QC) and photographs were taken by 

digital camera (camera 3CCD, Sony DXC-950P, Empix imaging lnc, Miss issauga, 

ON). Images were analyzed using Northern Ec lipse software (Empix lmaging). 

Fractions of apoptotic cell s were ca lculated relative to tota l cells. For each condition, 

at !east 200 cell s were counted (n=6). 

Caspase activity 

Caspase activity was measured as described prev iously (Tanel and A verill-Bates, 
0 

2005). Ce lls were lysed at - 80 C fo r 30 min . The kineti c reaction was fo llowed fo r 

30 min after addit ion of the appropriate caspase substrates at 3 re using a Quadruple 

Monochromator M icroplate Rea der (Infinite M 1000, Tecan US, NC, USA). Cas pa se 

acti vities were measured by cleavage of the fo llowing flu orogeni c peptide substrates: 

Ac-DEVD-AMC fo r caspase-3 and Ac-LEHD-AFC for caspase-9 (Ca lbiochem, La 

Ja lla, CA, USA). Activities of caspases are represented as relative cumul ative 

fluorescence of the kineti c reaction and compared to untrea ted contra is (n= 7). 

Preparation ofwhole cells Iysates 

Ce lls were washed by centrifugati on ( 1000 x g, 3 min) in buffer A ( 100 mM sucrose, 

1 mM EGTA, 20mM MOPS, pH 7.4). The supernatant was di scarded, and pell eted 

cell s were resuspended in lys is buffe r B (buffer A plus 5% Perco ll , 0.01 % digitonin, 

and a cockta il of protease inh ibitors: 1 mM phenyl methyl sul fo nyl flu oride (PMSF), 

10 mM aprotinin, 10 mM pepstatin A, 10 mM leupeptin, 25 mM ca l pain inhibitor 1, 

pH 7.4), and then incubated on ice fo r 1 h (Tanel and Averill-Bates , 2005) . Whole 
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cel! lysates were iso lated in the supernatant by a 10 min centrifugation step at 2500 x 

g to remove nuclei and unbroken cell s. 

Su bcellular fractiona ti on 

Subcellul ar frac tionati on was performed as described prev iously (Bettaieb and 

Averill-Bates, 2005), w ith modificati ons. Cells were washed in buffer A, and then 

resuspended in buffer B containing 0.1 mM dithiothreito l (DTT). M embranes were 

broken using a dounce homogenizer (200 strokes/sample). Aft:er 30 min incubation 

on ice, debri s and un broken cells were removed by centri fugati on (500 x g, 10 min) 

and then supernatants were centri fuged (2500 x g, 5 min) to separate nu clei (pellet). 

Supernatants were then centrifuged ( 15,000 x g, 15 min) to separa te mitochondri a. 

The pellet containing the mitochondrial fraction was then resuspended in buffer C 

(3 00 mM sucrose, 1 mM EGTA, 20 mM MOPS, cocktail of protease inhibitors, pH 

7.4) containing 0.1 mM OTT. Supernatants were centrifuged (1 00,000 x g, 1 h) 

further to separate the cytoso lic f raction (supernatant). The purity of cytoso li c and 

mitochondrial fractions was confi rmed by Western blotting using g lutathione S­

transferase (GST -p 1) (Ca lb iochem) and cytochrome ox idase (Molecular Probes, 

Eugene, OR, USA) , respecti ve ly. The average purity of mi tochondrial and cytoso lic 

fractions was at !east 90% (n=4) (data not shown). 

Western blot analysis 

Proteins (3 0 f.l g) were analysed by SD S-polyacry lamide gel e lectrophoresis (SOS­

PAGE) ( 10- 15%) and detected by Western blotting using primary antibodies against 

Prx3 (1 :2000), Prx2 ( 1 :2000), GLUT l (1 :5 00), G6PD ( 1 :5 00),(Santa Cruz 

Biotechnology) and Prx-S03 (1 :2000) (Cedarlane Canada, Burlington ON, Canada) 

and appropriate secondary antibod ies (Tanel and Averill-Bates, 2005). Protein 

express ion was analysed relative to g lyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH) for cytoso lic fractions and vo ltage-dependent anion channel (VDAC, 
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1 :500) fo r mi tochondri al fractions, usmg a laser scanmng densitometer (A lpha 

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

Dosage ofNADPH 

NADPH was determined as described prev iously (K iingenberg, 1985 ; Lord-Fonta ine 

and Averiii-Bates, 2002). Ce ll s (1 06/tn L) in PBS-1 % bovi ne serum albumin (BSA) 

were placed on ice and 1 M KOH was added. The extract was heated at 90°C fo r 5 

min, kept on ice fo r 5 min and then triethanolamine phosphate (TEA, 0.5 M; 

KH2P04, 0.4 M; K2HP04, 0 .1 M) was added until the pH reached 7.8. After 10 min, 

the extract was centri fuged at 4°C fo r 5 min at 30,000 x g. The clear supernatant and 

substrate mixture (0.1 M sodium oxoglutarate w ith 0.2 M NH 4CI) were mixed in a 

microplate weil and glutamate dehydrogenase (240 V/mL) (S igma Aldrich Co.) was 

added to start the reaction. The absorbance was read at 340 nm after 10 min using an 

Infinite M 1000 multi we ll plate reader (TECAN US) . The NAD PH concentrati on/! 06 

ce ll s was ca lculated usin g mo lar extinction coeffi c ient ofNADPH e =0.163 mM -1 cm-

Dosage of glutathione 

Total glutath ione and GSSG were determined as prev ious ly described (Anderson, 

1985 ; Lord-Fontaine and Averill -Bates, 2002) . Glutath ione reductase catalyzed the 

conversion of 5,5-di thiobi s (2-nitrobenzo ic ac id) in the presence of NADPH in 

deproteinized ce l! supernatants ( 16,000 x g, 2 min) in 0. 143 M sodium phosphate, 

conta ining 6.3 mM EDTA (pH 7.5) . The rate of fo rm ati on of 5-thio-2-ni trobenzo ic 

ac id, which is propo11ional to total glutathi one concentrati on (GSH + GSSG), was 

fo llowed at 4 12 nm during 2 min at 30°C in a spectrophotometer (TECAN Infinite 

M 1 000) . Sample va lues were ca lcul ated using a standard curve of nm ol g lutathi one 

versus rate and expressed as nmol/1 06 cell s. GSSG was determined using the same 
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method, but after preincubation for 60 min with 2-vi nylpyridine to bind GSH. GSH 

was obtained by subtracting the amou nt of GSSG from total glutathione. 

Dosage of G6PD 

G6PD activity was determined using an assay kit (#700300, Cayman Chem ical Co., 

Ann Arbor, MI, USA) . The convers ion of NADP+ to NADPH is catalyzed by two 

enzymes in the pentose phosphate pathway. G6PD cata lyzes the conversion of 

glucose 6-phosphate to 6-phosphogluconolactone, which is hydro lyzed 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) . Cel ls (3 x 1 06
) 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 ce ll s were sonicated on ice. The suspension was 

centrifuged at 10,000 x g for 10 min at 4°C. The supernatant (10 fll) was mixed in a 

microwell plate with 150 ~LI of assay buffer (50 mM Tris-HCI , pH 7.4 containing 10 

mM MgCb), 10 fll of NADP+ cofactor, 10 fll of enzyme mixture and 1 Üfll of 

fluorometric detector. The assay was initi ated by addition of 10 fll of glucose 6-

phosphate substrate. The plate was incubated for 20 min at 3 7°C and the fluorescence 

was read using an excitation wavelength of 530-540 nm and an emission wavelength 

of 585-5 95 nm in a spectrofl uorimeter (TECAN infinite M 1 000). Sam pies va lues 

were ca lcul ated 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 g lucose 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 !east three independent experiments performed 

in dupli cate . When not shown, error bars lie w ithin symbols. Compari so ns among 

multiple groups were made by one-way ANOVA, which measures the linear contrast 

of means. The Bonferroni-H olmes adjustment was used to contro l for the fa mily-wise 

error rate at a desired leve! (a=5%). The software used was JMP Stati sti ca l Discovery 

4.0 (SAS lnstitute Inc., Cary, N C, USA). For significant di fferences, P< 0.05. 



RESULTS 

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

developed at 40 °C 

The exposure of HeLa ce ll s to hyperthermia (42-43°C) for 3 h caused activation of 

caspases 3 and 9 (F igure 1 A and 1 B). Under these conditions, hyperthermi a caused 

condensation of nuclear chromat in, an end stage point in the execution phase of 

apoptotic cell death (F igure 1 C). However, in thermotolerant cell s that were pre­

heated at 40°C for 3h, there were signifi cant decreases in hyperthermia -induced 

caspase activat ion and chromatin condensation (F igure 1 A-1 C). Therefore, mild 

thermotolerance (40°C) prevented aga inst the pro-apoptotic changes caused by 

hyperthermi a (42-43°C) . 

Role of antioxidants in the heat shock response 

Mild thermoto lerance deve loped at 40°C induces anti ox idants such as SOD and 

catalase (Pallepati et Averiii-B ates, 20 1 0). This study determines futiher whether 

hyperthermia and/or mild thermoto lerance can induce the Prx/Trx system of 

antioxidants, w hich plays a critica l ro le in the elimination of peroxides from cells. 

Hyperthermi a (42-43°C) caused s ignificant increases in protein express ion of Prx2 

(F igure 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 

ce li s ( 40°C), there were sm a li 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 heati ng times of 1 h and 2 h (data not shown). 

Prxs can undergo futther ox idation to generate a hyperoxidi sed fo rm Prx-S03 

(Poynton and Hampton, 20 14). The exposure ofce ll s to hypetthermi a (42-43°C) fo r 3 
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h led to increased expression of Prx-S03 in mitochondria (Figure 2C) . Aga in, there 

was a very sma ll increase in Prx-S03 levels in thermotolerant cell s at 40°C, w hi ch 

suggests that thermotolerance could protect cell s aga inst 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 ce ll s (Betta ieb and 

Averiii-Bates, 2008) . To determine the role of ROS in the induction of Prxs by 

hypetihermi a, ce ll s were pretreated with the antiox idants PEG-cata lase and 

MnTBAP, a SOD mimetic. The hyperthermi a (42°C)-induced increases in the 

express ion of Prx3 (Figure 3A), and its hyperoxidi sed form Prx-S03 (Figure 3B-3C), 

were compl etely inhibited by PEG-catalase and MnTBAP. The sma ll increases in 

Prx3 and Prx-S03 at 40°C were not modified by these anti ox idants (data not shawn). 

This suggests that ROS are involved in the induction of Prx3 in mitochondri a during 

heat stress ( 42-43 °C) . 

Hyperthermia increases levels of glucose-associated molecules that maintain the 

glutathione redox cycle 

In thermotolerant cell s, levels of GSH increased after 1 h at 40°C resulting in a 3-fo ld 

increase afte r 3 h (Figure 4A) . GSH leve ls did not change after shOJier times of 15 

and 30 min (data not shawn). There was no increase in leve ls of the ox idized fo rm 

GSSG at 40°C, but rather a decrease (- 24%) occurred (Figure 48). We next 

determined whether hyperthermi a can affect glucose transport and metabo lic 

activities, w hich produce NAOPH through the pentose phosphate cycle. NADPH is 

essential for maintenance of the glutathi one redox cyc le. Glucose transpotier 1 

(GLUT 1) is a uni porter protein that facilitates glucose transport across membranes of 

epithe lia l cells (O ison and Pessin, J 996). Hyperthermia (42-43 °C) caused an increase 

in protein expression of the glucose transporter GLUT J after 1 h to 3 h, which also 
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occurred in thermotolerant cell s (Figure SA). There was also an increase in protein 

expression of the key pentose phosphate cyc le enzyme G6PD afte r 3 h at 42 and 43°C 

(F igure SB), 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 1 h to 3 h, 

and thi s a Iso occu rred in thermoto lerant cell s (F igure SC). The levels of NAD PH did 

not change in heated cell s (Figure 50). 
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DISCUSSION 

Thi s study shows fo r the fi rst t ime that hyperthermia (42-43°C) induces protein 

express ion of the antioxidants Prx2 and Prx3 , along with the g lucose-associated 

molecules GLUT I and G6PD that maintain the glutathione redox cycle (Scheme 1, 

red arrows). Prx2 and Prx3 were induced in the cytoso lic and mitochondri al fract ions, 

respectively. The redox status of Prxs is extremely dependent on increases in H20 2 

(Cox & al. , 2008). The inducti on of these antioxidant defenses probably ari ses as 

result of increased generati on of ROS, which occurs during beat stress in HeLa ce ll s. 

The increased accumulation of Prx-S0 3, the hyperoxidised form of Prx 111 

mitochondria suggested increased generation of ROS by hyperthermi a 111 

mitochondri a. This was confirmed by complete inhibition of Prx3 induction 111 

mitochondria at 42°C by the anti ox idants PEG-catalase and M nTBAP. 

MnTBAP is a MnSOD (the mitochondrial isoform of SOD) mimetic and it had be 

suggested to be located in mitochondria (M yers & al. , 2011 ). MnTBAP scavenges 

superoxide but also peroxyni trites (Batinié-Haberle & al. , 2009) . Because superox ide 

is rapidly transformed into hydrogen perox ide by superox ide dismutases, the leve! of 

the superox ide anion in the mi tochondria can have a direct impact on leve! of Prx3 

and Prx-S0 3. Moreover, perox iredoxins are known to have a role in the detoxification 

of peroxynitrites (Trujill o & al. , 2009) , thus contributing to the modul ation of Prx3 

and Prx-S0 3 levels by MnTBAP. A conjugati on of polyethylene g lyco l to catalase 

(PEG-cata lase) prolongs the circul atory half- life of the native enzyme and enhances 

their intracellul ar access. Because PEG has surface active properties and can induce 

cell fusion, thi s assumes that PEG conjugation could enhance cel! binding and 

association of normall y membrane-impermeable enzymes (Beckman et a l, 1988). 

However, even if it is known that PEG can bind the outer membrane of mitochondri a 

(Chen & al. , 2009), it has not yet been shawn if it can enter them. We suggest that the 

fact that H20 2 can free ly move th rough into the cytoso l to the mi tochondri al 
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membranes can explain the effect of PEG-cata lase on Prx3 and Prx-S0 3 v ia the 

impact of the reduction of the cytoso lic poo l of H20 2 on the mitochondria l poo l of 

that particular ROS (Nohl & Jordan, 1980) . Giving that the outer mi tochondrial 

membrane is permeable; it is probable that PEG can cross it, therefore bringing 

cata lase to its endogenous location. Our results also show that stimul ati on of the 

pentose phosphate cycle, invo lving increased acti vity of the rate-limiting enzyme 

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

The cellular defense molecules Prx2, Prx3 , GL UT l , G6PD and GSH were al so 

induced during mild thermotolerance developed at 40°C (Scheme 1, green arrows), 

a lthough to a lesser extent than at the higher temperatures (42 and 43°C). T his is 

likely expla ined 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 mechani sms in HeLa cell s, such as heat shock proteins (HSPs) 

(Bettaieb & Averiii-Bates, 2008) and the antiox idants cata lase and MnSOD (Pallepati 

& Averiii-B ates, 201 0). MnSOD is the mitochondrial isoform of SOD. T he acti vities 

of GPx and the cytoso lic form of SOD, CuZnSOD, d id not change at 40°C. Mild 

thermoto lerance ( 40°C) was shown to protect HeLa ce lis aga inst hyperthermia ( 42-

450C)-induced apoptos is through the mitochondri al pathway (Betta ieb & Averiii­

Bates , 2005 ) . 

The induction of mitochondria l antiox idants such as Prx3 and MnSOD by 

hyperthermi a suggests that mitochondria are the principal cellul ar source of ROS 

during beat shock. This would likely ari se through superox ide generati on fro m the 

electron transpo11 chain . Superox ide is converted to HzOz either spontaneo usly or by 

the action of SOD. I-h 0 2 is able to diffuse out of mitochondria, w hich co uld explain 

the induction of anti ox idants such as Prx2 and cata lase in other subce llular 

compartments by hyperthermia. Other potenti al but minor sources of increased ROS 
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generation by hyperthermia would be increased activity of enzymes such as NAD PH 

ox idase and xanth ine ox idase that produce superox ide. 

Leve ls of ROS were shown to increase during both mild (40°C) and lethal (42-45°C) 

heat shock in HeLa ce ll s (Bettaieb & Averill-B ates, 2008 ; Pallepati & Averill-B ates. , 

20 1 0). Elevated temperatures can increase the rates of biochemica l reacti ons, whi ch 

would increase cel! metabo li sm and cause oxidative stress (Bettaieb & al, 20 13) . A 

small increase in ROS generati on can induce cellular defense molecu les. However, if 

the ox idative stress insult is too severe, then damage occurs to cellul ar targets such as 

proteins, nucleic ac ids, lipids and cell membranes, and eventually ce lls die by 

apoptos is and/or necros is. Prxs are among the most abundant cellular proteins, 

representing about 1% of total so luble proteins (Chae & al. , 1999; Cox & al. , 2009). 

These proteins are the most effici ent ce llul ar scavengers of H20 2 and hydroperoxides, 

compared to GPx and catalase (Peskin & a l. , 2007; Poynton and Hampton, 20 14). A 

kineti c study showed that 90% of peroxides in mitochondri a react w ith Prx3 (Cox & 

al. , 2009). T herefore, th ey pl ay a key ro le in ce llul ar detox ification of perox ides 

(Brown & al. , 2008) . 

ft was reported that Prx3 is invo lved in the regulation of apoptosis in mitochondria 

(Cox & al. , 2008). Prx2 and Prx3 were reported to be upregulated in breast, cervix 

and Jung cancer (Kim & al. , 2005; Park & a l. , 2006). Moreover, Prx3 was shown to 

protect aga inst ox idati ve stress and apoptos is in cells from cervical cancer (Li & al. , 

20 13). Given that cancer cell s grow exponentia lly and levels of oxygen are low, ROS 

production from mitochondria is increased. Given that Prx3 is a sensitive responder 

to increased ROS, its inducti on in cancer cell s could serve to remove ce llu lar RO S 

and inhibit apoptos is, which wo uld prov ide a favo rable mi croenv ironment fo r tumor 

cell proli feration (Beev i & al. , 2007). Therefore, the Prx family could render cells 

res istant to cancer treatments such as chemotherapy and radi otherapy that generate 

increased leve ls of ROS and ki l! ce ll s by apoptos is. 
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The redox equilibrium between ROS generation and antioxidants needs to be weil 

balanced to maintain cellular homeostas is. If there is increased ROS production 

andlor depleti on of antiox idant defenses, then the ce ll becomes susceptible to 

oxidative damage to macromolecules and elimination by ce l! death processes . 

Increased generation of ROS during heat shock co uld cause an imba lance in the 

cellular redox equilibrium. Glucose is metabolized mainly through glycolys is to 

prov ide A TP and through the pentose phosphate cyc le to generate NAD PH. The 

intracellular glucose transporter GLUTl was induced by hyperthermia along with 

G6PD, the rate-limiting enzyme of the pentose cycle. N ADPH is important fo r 

regeneration of the reduced forms of glutathi one (GSH) and Prxs, once they become 

ox idized. The cellul ar ratio of GS H:GSSG is usually hi gh under phys io logica l 

conditions (Halliwell & Gutteridge, 2007). Depletion of intracellular GSH along with 

ox idation of Prxs occurs during ox idative stress . Accordingly, levels of GSH and 

NADPH, which are important mo lecul es fo r the detox ifi cati on of ROS such as H20 2 

and hydroperox ides, were weil mainta ined during hyperthermia. ln 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, particul a rly in mitochondria , appears to be a centra l actor in 

apoptos is (Adj eitey & al. , 20 13). A decrease in mitochondri al levels of GSH rend ers 

ce li s more susceptible to oxidative stress (Mai lioux & al. , 20 13). Indeed, H20 2 causes 

a loss of mitochondrial membrane potential, w hich precedes the release of 

cytochrome c from mitochondria and acti va tion of the mitochondrial pathway of 

apoptos is (Pallepati & Averill-Bates, 201 0). An important mechani sm for the 

detox ification of perox ides invo lves the GPx-cata lysed oxidation of GSH to GSSG . 

The regenerati on of GS H from GSSG invo lves glutathi one reductase and the 

reducing power of NADPH generated by the activity of G6PD in the pentose 

phosphate cycle (Prév ill e & a l. , 1999) . Acco rdingly, the increased leve ls of GSH 
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during mild thermotolerance at 40°C could protect cells against the loss of 

mitochondri al membrane potentia l and apoptos is v ia mitochondria. 

The genes coding for GLUTJ and G6 PD are upregul ated in a vari ety of human 

cancers (Furuta & a l. , 201 0) . Overexpression of GLUT 1 is characteri stic of head and 

neck carcinomas . GLUTl was shown to be overexpressed in oral squamous cell 

carcinoma and indicated a poor prognos is in patients (Kunkel & al. , 2003). Glucose 

metabolism is high in tumors and occurs by glyco lys is. The increased g lucose uptake 

via GLUTI led to increased glycolytic metabo li sm that favo rs tumor ce ll survival 

(Kunkel et a l. , 2003). 

Relative ly hi gh leve ls of G6PD can be fo und in high metabo lic ti ssues such as liver 

and adipose ti ssue (Cohen & Rosemeyer, 1969), as we il as in cancer ce ll s (Ma illoux 

& al. , 20 13). The pentose phosphate pathway is regul ated by many factors inc luding 

ROS such as H20 2 (Palmer, 1999) . Levels of NADPH can inhibit G6PD activity, 

whereas its acti v ity is stimulated by NADP+. However, GSSG can regul ate the 

pentose phosphate cycle by co unteracting the NAD PH inhibition of G6PD (Eggleston 

& Krebs., 1974) . Under normal conditions, leve ls ofNAPDH exceed those of N ADP+ 

by at (east 1 00-fo ld , whi ch mainta ins pentose phosphate cycle activity at low levels. 

During an oxidant stress, acti vity of the pentose cyc le can increase by about 200-fo ld 

above basa l levels to mainta in the reducing (NADPH) environment in the ce ll (Au & 

al. , 2000; Tuttl e & al. , 2009) . In cancer cell s w ith high consumption of NADPH, 

G6PD activity is increased (Mai lioux & al. , 201 3) . 

Hyperthermia ( 42-43°C) increased the acti vity of mitochondrial caspase 9 and 

execution phase events such as caspase 3 activat ion and nuclear damage after 3 h. 

These pro-apoptotic events were dimini shed in thermotolerant cells at 40°C. The 

induction of GLUTl and G6PD by hypeti hermia (42-43°C) could indicate a cellular 

surviva l response to increased stress . However, pro longed heat stress would 

eventuall y result in cell death, w hi ch occurred by apoptos is after 3 h. The inducti on 
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of Prx3 and its hyperox idi sed fo rm by hyperthermi a (42-43°C) occurred during the 

same time frame (3 h) as caspase activation and apoptos is. T he ox idized fo rm of Prx3 

could be considered as a marker of apoptosis (Cox & al. , 2008). The rote of Prx3 in 

apoptos is caused by stresses such as hyperthermia is not weil understood and requires 

further investi gati on. 
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Figure legends 

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

OC) 

Activ ities of caspase-9 ( 1 A) and caspase-3 (1 8 ), and levels of apoptos is (1 C) in 

thermotolerant (3 h at 40 °C) compared to non-thermoto lerant (3 h at 37 °C) cells. 

Means ± SEM are from at )east three independent experiments. For significant 

di fferences between heated (42-43 °C) ce ll s and the non-thermoto lerant contro l (3 7 

0C), p<0.05 (*), p<O.Ol (**), p<O.OO 1 (***). For significant di fferences between 

thermotolerant and non-thermoto lerant ce li s at each temperature, p<0.05 (#), p<O.O 1 

(##), p<O.OO 1 (###). 

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

Protein expression of Prx2 (2A) in the cytoso li c fraction, and Prx3 (28 ) and Prx-S03 

(2C) in mitochondrial fracti ons fo ll owing 3 h of heat shock (40-43 °C) . Western blots 

are representative of at )east fi ve independent experiments. M eans and SEM are 

shown fo r densitometric analys is of protein expression, which was normali sed to 

loading contra is and is relative to controls at 37 °C (1.0) . For s ignificant differences 

between hyperthermi a-treated (40-43 °C) ce ll s and contro ls (37 °C), p<0.05 (*), 

p<O.Ol (* *)and p<O.OOI (***) . 

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

peroxiredoxins by PEG-catalase and MnTBAP. 

Cell s were pretreated with PEG-catalase or MnT8AP and then heated (42 °C) fo r 3 h. 

Western blots fo r protein express ion in mitochondrial fracti ons are representative of 

at )east three independent experiments. Means and SEM are shown fo r densitometric 

analys is of proteins Prx3 (3A) and Prx-S0 3 (3 8 , 3C). Protein express ion was 

normali sed to VDAC loading controls and is re lat ive to non-treated controls at 37 °C 
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(1 .0). For significant differences between heated (42°C) ce lls and contro ls (37 oq , 
p<O.O 1 (**) . For signifi ca nt differences between antioxidant treated and non-treated 

ce il s at each specifie temperature, p<O.OO 1 (###). 

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

antioxidant GSH. 

HeLa ce ll s 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 !east three independent 

experiments. For significant differences between thermotolerant (40 °C) ce ll s and 

contro ls (37 °C), p<0.05 (*) , and p<O.OOl (***). 

Figure S. Increases in 1eve1s of GLUTl and G6PD in heated cells. 

Ce ils were heated for 1 h to 3 h at 40-43 °C. Protein expression of GLUT 1 (SA) and 

G6PD (SB) was normalised to load ing contro ls and is relative to controls at 37 °C 

( 1.0). Western blots are representative of at !east three independent experiments. 

Means and SEM for G6PD (SC) activity and NADPH (50) levels are from at !east 3 

independent experiments. For significant differences between hyperthermia-treated 

ce lls and contro ls (37 °C), p<0.05 (*) , p<O.OI (**)and p<O.OOI (***). 

Scheme 1. Summary of changes to intrace llular leve ls of antioxidant molecules and 

enzymes caused by 42-43°C hyperthermia (red arrows) and mild thermotolerance 

induced at 40°C (green arrows) in the cytoso l and mitochondria. 
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CHAPITRE Ill 

CONCLUS IONS 

Les thérapies anticancéreuses les plus couramment utili sées actu ellement sont la 

chimi othérapie et la radiothérapie . Deux traitements qui sont le plus souvent limités 

pour le premier par le phénomène de rés istance multi-drogues et pour le deuxième par 

le fa it que son acti on reste loca li sée dans la zone irradi ée. Ensuite nous avons la 

chirurg ie et plus récemment 1' immunothérapie. Cette dernière c ibl e le système 

immunita ire donc, de faço n spécifi que l' organe qui est en cause. Ceci permet de 

diminuer les effets secondaires qui pourraient apparaitre dues aux compli cations auto­

immunes causées par les médicaments utilisés . Un résultat semblable est obtenu en 

cas d ' utili sation de l' hyperthermie , ce qui en fa it un traitement loca lisé et efficace, à 

combiner aux traitements class iques déj à existants pour améliorer ces derniers et 

surtout diminuer les effets secondaires. C ' est pourquoi l' hyperthermie est l' un des 

traitements altern ati fs du cancer les plus utili sée en c linique de nos jours (Baronzio et 

al., 2014; Chiche! et al. , 2007; Palazzi et al. , 2010). Néanmoins, très peu d'études ont 

investi gué en déta il les mécanism es biochimiques et molécul aires de la tox icité du 

choc thermique et certa ines incompréhensions et zones d 'ombres dans son 

fonctionnement sont encore un grand obstacle pour rendre plus effi cace son 

utili sation. Le traitement de plus ieurs cancers n ' étant pas effi cace avec la 

radiothérapi e et la chimiothérapie, 1 ' hyperthermie apparait comme étant un bon 

adjuvant qui améliore ces thérapies class iques (Franckena 201 2; Heij koop et al. , 
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201 2; Westermann et al., 2005). Le nombre important de revue et d ' artic le publié 

cette dernière décenni e sur les recherches in vitro et in vivo sur l ' hyperthermie nous 

pousse à cro ire que l' hyperthermi e fa it parti e des tra itements futur du cancer les plus 

prometteurs (Twombly, 201 0) . L' étude de la thermoto lérance est aussi très 

importante car c ' est un état de rés istance transitoire qui apparaît lors du traitement du 

cancer par les températures douces (39 .5- 41.5 °C) . Cet état peut être d ' un grand 

handicape dans le tra itement du cancer car e ll e permet 1' induction des défenses 

cellulaire te ls que les HSPs et la rés istance à un choc thermique subséquent plus fort 

tels que 42-45 °C. Les régimes de traitement avec l' hyperthermie sont admini strés 

aux intervalles pour éviter la thermoto lérance parce que c ' est un état transitoire. Ce 

qui permet d ' é liminer cet handicape en clinique lors du traitement par l' hyperthermie. 

(Bettaieb et Averill-Bates, 2005) . 

Des études précédentes ont démontrés que l' hyperthermie augmente la génération des 

EROs dans les cellules HeLa (Bettaieb et Averiii-Bates, 2008 ; Pallepati et Averill­

Bates, 201 0). Une augmentation des EROs, jusqu ' à une certaine dose, peut induire 

une augmentation des défenses antioxydants dans les cellul es . Si la dose des EROs 

est trop élevée, il y aura plutôt des dommages aux macromolécules et la mort 

cellulaire. La présente étude montre qu ' en état de stress causé par la chaleur à 40 °C 

et éga lement à 42-43 °C, la cellule répond en augmentant la production 

d ' anti oxydants Prx2 et Prx3 pour é liminer ces EROs. Les Prxs sont des proté ines très 

abondantes dans les cellules, et représentent environ 1% des protéin es so lubles (Cox 

et al , 2009) . Ces proté ines sont les plus effi caces parmi les antioxydantes qui 

é liminent les peroxydes (Poynton et Hampton, 2014). Il a été démontré auparavant 

que lors d' un choc thermique doux à 40 °C la production des anti oxydants te ls que la 

MnSOD, la catalase et le glutathion était augmentée dans les cellules HeLa (Pa llepati 

et Averill-Bates, 201 0) . Les systèmes de défenses contre les stress oxyda ti f agissent à 

presque tous les ni veaux dans la cellule, ma is les systèmes de défenses anti oxydants 
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mitochondriales semblent j ouer un rô le crucial dans la régulation de l' apoptose 

(Pa llepati et Averill-Bates, 2011). 

Les sites de production des EROs causés par le choc thermique n ' étant pas connu, la 

mitochondri e apparaît comme étant le meilleur candidat probable vue qu ' e lle loge la 

chaine respiratoire (Betta ieb et al., 20 13). Il a été démontré que la génération des 

E ROs peut être le résultat d'un dysfonctionnement de la chaine respirato ire 

mitochondriale, ou d'activ ité enzymatique touchant les N A DPH oxydases, les 

lipoxygénases ou les NO synthétases (Rutkowski et al., 2007) . L' augmentation de la 

producti on d ' un antioxydant tel que la Prx3 qui fait partie des antioxydants agissant 

en première li gne de défense contre le stress oxydati f dans la mitochondri e suite à un 

choc thermique suggère que la cha leur pourrait augmenter la production des EROs au 

niveau la mitochondri e. De plus, une inhibition de la production des EROs par la 

PEG-catalase et le MnTBAP entra îne une diminuti on de l' express ion de Prx3 et de 

Prx-S0 3 déclenché par le choc thermique. Cela confirme le rô le des ERO s dans 

l ' inducti on de Prx3 au niveau de la mitochondrie. Les EROs comme le H 20 2 peuvent 

di ffu ser de la mitochondri e dans le cytosol, ce qui pourra it expliquer l' induction de 

Prx2 dans le cytoso l par le choc thermique. 

D' autre part, le glucose est un facteur très important dans la survie de la cellule. En 

cas de stress indui t par un choc thermique, la cellule a beso in du g lucose pour lui 

fourni r de l ' énergie et aussi pour maintenir les antioxydants tels que GSH/GSSGet 

Prxs qui lutte contre les EROs (Mo ley et Mueckl er, 2000). Cette étude rapporte qu ' en 

cas de stress, l' expression du transporteur de glucose GLUTI augmente pour 

permettre plus de transport du glucose du sang dans la cellul e où il sera métabo li sé. 

La réponse cellul aire au choc thermique dépend de l' équilibre entre les pro-oxydants 

et les antioxydants. Il a été montré qu ' une privation en glucose pouvait perturber cet 

équilibre et induire la mort ce llulaire médiée par le stress oxydatif (Lord-Fonta ine et 

Averill-Bates, 2002). Cet effet po urra it être attribuée à deux mécani smes combinés 



96 

que sont : l' augmentation de la production de E ROs endogènes tels que H20 2 et la 

diminution de la capacité à détox ifier ces espèces tox iques par l'acti on concertée du 

cycle glutathi on-redox et la vo ie des pentoses phosphates . Par conséquent, le glucose, 

par l'activ ité de la vo ie des pentoses phosphates et de la régulation indirecte du ratio 

GSH 1 GSSG, est important dans le maintien de défenses antioxydantes cellul aires 

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

Notre étude montre auss i qu ' on a une augmentation de l' express ion et de l' activ ité du 

G6PD. Le G6PD est une enzyme qui intervient dans la vo ie des pentoses phosphates 

et permet, entre autre, la producti on du NADPH . Lors du choc thermique, les ni veaux 

de NADPH ont été bien maintenus dans les cellules, ce qui indique que le niveau de 

métabo li sme de glucose par la vo ie des pentoses phosphate a été suffi sant. Le 

NA DPH permet de régénérer le GSH lorsqu ' oxydé en GSSG pendant le stress 

oxydati f (Patra et Hay, 201 4 ). De plus, le N ADPH permet de régénérer les fo rmes 

réduites de Prx3 dans la mitochondrie lorsqu ' oxydées, ainsi que le Prx2 dans le 

cytoso l (Kang et al., 2005) . L' induction de l' express ion de G6PD par le choc 

thermique pourrait expliquer l ' augmentation du ni veau de GSH au co urs de la 

thermotolérance douce à 40 °C. Cette augmentation de GSH pourrait contribuer à 

protéger la cellule contre la perte du potentiel membranaire de la mitochondrie au 

cours de l' apoptose induit par le stress thermique à 42-45 °C (Ahmed et Averiii­

Bates , 2005). Nos résultats montrent que la régul ation à la hausse des anti oxydants à 

des températures douces comme 40 °C (Pallepati et Averill-B ates, 201 0) pourra it 

constituer un piège pour les EROs mitochondriaux et jouer un rô le important dans la 

régulation de l' apoptose par le choc thermique (42-43 °C). Ces niveaux plus élevés 

des antioxydants tels que les Prxs et le GSH pourraient jouer un rôle compl émentaire 

aux HSPs dans l' effet protecteur de la thermoto lérance douce à 40 oc contre la 

cytotox icité de l' hypetihermie (42-43 °C) . De plus, le métabolisme du glutathion peut 

être modul é par les HSPs (Baerk et a l. , 2000 ; Ca lebrese et a l. , 2004) . Ces derniers à 

l' instar de la HSP 27, favori sent l'activ ité des enzymes impliquées dans le 
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métaboli sme du glutathion (Arri go et al. , 2005); entre autres; la glutathion réductase, 

la glutathion peroxydase et la g lutathion transférase, ce qui augmente le rapport 

GSHIGSSG et réduit le stress oxydati f dans les ce llules thermoto lérantes (Bettaieb et 

A verill-Bates, 2005) . 

Les cellules sont capables de réguler une va ri été de mécanismes d'adaptation dans 

une tentative de faire face au stress oxydatif. Les mécanismes de défense cellulaire 

contre les EROs comprennent des systèmes tampons redox et di verses enzymes 

antioxydantes. Le système de glutathion (GSSG /GSH) est l' un des couples redox les 

plus importants dans l'équilibre redox ce llulaire (Schafer et Buettner, 2001 ). Le 

système de thiorédox ine et les peroxyrédox ines constituent un autre mécani sme 

puissant par lequel les cellul es détoxifient l' effet de cet1ains EROs (Holmgren et Lu, 

201 0) . La mobili sa tion des systèmes redox-tampon peut être considérée comme la 

première ligne de l'adaptation ce llulaire au stress contre les EROs. La régulation 

pos iti ve de l'express ion des enzymes anti oxydantes te ll es que la SOD, la catalase, les 

peroxydases est un autre mécanisme d'adaptat ion important, ce qui fournit une 

protection plus durable contre l'augmentation du stress dCt aux EROs. Cependant, ces 

processus d'adaptations sembl ent avo ir une capacité limitée dans les cellules 

cancéreuses, qui subi ssent une forte expos ition aux EROs car ces derniers ont 

tendance à utiliser largement des mécanismes d'adaptations et peuvent épui ser la 

capac ité des antioxydants (Pelicano et al. , 2004) . 

En conclusion cette étude fournit une preuve suppl émentaire que le choc thermique 

augmente le stress oxydatif dans les cellul es et permet d ' apporter plus de 

connaissances sur les mécanismes mi s en jeu dans l' é liminati on des EROs en cas de 

choc thermique par les antioxydants tels que les Prxs, et le g lutathi on. 
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Perspectives futures 

On sa it que les enzymes de la fam ill e des Prxs agissent grâce à l' action des Trxs qui 

sont leurs cofacteurs. Il sera donc bénéfique d' étudier de plus près dans le futur les 

mécani smes compl ets mi s en jeu par cette co llaboration pour éliminer les EROs. On 

sa it que, après un certa in temps d 'exposition à la chaleur (par exemple 3 h pour les 

Prx2 et Prx3), on a une augmentat ion de leurs expressions mais qu ' en est-il de celle 

des thiorédoxine 1 et thiorédoxine 2 ainsi que et des th iorédox ine réd uctase 1 et 

thiorédoxine réductase 2 leurs cofacteurs respectifs? Est-ce que leurs express tons 

augmentent avant ou après ou encore en même temps que les Prxs? Cette étude 

pou rra permettre de cerner de façon défini tive le rô le de chacun des acteurs et son 

niveau d ' implication dans l' élimination du H20 2 auss i bi en dans la mitochondrie que 

dans le cytoso l. Auss i afi n de compléter nos expériences, on pourra it étudier l ' effet 

de la PEG-cata lase et du MnTBAP dans les conditi ons d ' hyperthermi e douce et 

létale sur le GSH et le GSSG . Ce la permettra it de vérifier si ces derniers sont auss i 

bien inhibés que le Prx3 et le Prx-S03. Ainsi on pourra confirmer ou pas le rô le des 

EROs sur leurs augmentations. Vu que la certitude sur l' ori gine des EROs produits 

lors du stress thermique n' est pas encore bien établie, il serait tout à fa it judicieux 

d ' étudier leur source de générati on in tracellulaire afin de déterminer leur impli cation 

dans les mécani smes de tox icité du choc thermique. 
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