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NF«B : Nuclear Factor-kappa B

NHR : Nuclear hormone receptor

NO : oxide nitrique

NOX : NADPH oxydase

NP40 : Tergitol-type NP-40

NQOL1 : NAD(P)H dehydrogenase quinone 1

NRF1 : Nuclear Respiratory Factor-1

Nrf2 : Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2

NS : NS398

O, : Anions superoxydes

OGDH : 2-OxoGlutarate DésHydrogénase

OHs- : Radical hydroxyl

OMEF : 3-O-methylfluoresceine

OMEFP : 3-O-methylfluoresceine phosphate

ONOO ' Peroxyde nitrique

p38MAPK : p38 mitogen-activated protein kinases
PARP-1 : Poly(ADP-ribose) polymérase-1

PBP : PPAR-binding protein

pBQ : para Benzoquinone

PBS : Tampon phosphate

PC : Pyruvate Carboxylase

PDH : Pyruvate DésHydrogénase

PDK : Pyruvate Déshydrogénase Kinase

PDK1 : 3-phosphoinositide dependent protein kinase-1
PERK : Protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase
PFK : PhosphoFructoKinase

PGAMS : Phosphoglycerate mutase family member
PGCla : Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
PGK : PhosphoGlycerate Kinase

PGM : PhosphoGlucoMutase



pH : Potentiel hydrogene

PhOH : Polyphénols

PI3K : Phosphatidyllnositol 3-Kinase

Pio : Pioglitazone

PKA : Protéine kinase A

PKC : Protéine kinase C

PKM : Pyruvate Kinase

PLCy : Phospholipase C

POX : Proline oxydase

PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
PPRE : Peroxisome Proliferator Responsive Element
PRD : Pyrrolidine-2,5-dione

PRDM16 : PR domain containing 16

Prx : Peroxyredoxines

PTEN : Phosphatase and tensin homolog

PTK : Protein tyrosine kinase

PTP1B : Protein-tyrosine phosphatase 1B

PUMA : p53 upregulated modulator of apoptosis
Rb : Rétinuloblastome

Regla : Regenerating gene 14

RNS : Reactive Nitrogen Species

ROS : Reactive Oxygen Species

RXR : Retinoid X Receptor

SCD1: Stearoyl-CoA désaturase

SDF-1a : Stromal cell-derived factor-1

SDH : Succinate DésHydrogénase

SDS : Dodécylsulfate de sodium

siRNA : Small interfering RNA

Sirtl : Silent information regulator 1

SMRT : Silencing mediator for retinoid or thyroid-hormone receptors
SOD : Superoxyde dismutase

Spl: Specificity protein 1

SRC-1: p160 Steroid Receptor Co-activator 1)
SREBPI1 : Sterol regulatory element-binding protein 1
Srx : Sulfiredoxines

STAT : Signal Transducers and Activators of Transcription
SUCL : succinyl-CoA synthase


https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&ved=0CEkQFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F21219236&ei=MWAMU_WkH6iU0AWewYC4Dw&usg=AFQjCNFZm2HnOelaFYlfWQ9u0whUPKzNTg&bvm=bv.61725948,d.bGQ

TAK 1: Transforming growth factor-p-Activating Kinase 1
TBS-T : Tris-Buffered Saline and Tween 20
TCA : Acides tricarboxyliques

TCF4 : Transcription factor 4

Tfam : mitochondrial transcription factor A
TGF: Transforming growth factor

TIMP : Tissue Inhibitor MetalloProteinase
TKTL1: Transketolase-like protein 1

TNF : Tumor Necrosis Factor)

TPI : TriosePhosphate Isomérase

TR : Thiorédoxine réductase

TRAIL : Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand
Tri : Trigonelline

Trolox (a-Tocophérol) : Tro

Trx : Thiorédoxines

TSP-1: Thrombospondine 1

TZD : Thiazolidinédiones

UCP2 : Mitochondrial uncoupling protein 2
UHRF1: Ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains 1
UPR : Unfolded protein response

UV : Ultraviolet

VDAC : Voltage-dependent anion channel
VEGEF : Vascular Endothelial Growth Factor
VHL : Von Hippel-Lindau tumor suppressor
WT : wild type

XIAP : X-linked inhibitor of apoptosis protein
XOX : Xanthine oxydase

B-TrCP : B-transducin repeat-containing protein
v-Toc : y-Tocophérol

APGJ2 : 15-déoxy-prostaglandine J2

Ym : potentiel membranaire mitochondrial

APio : A2-Pioglitazone
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I. Généralités sur les cancers coliques

A. La cancérogénése
La cancérogénése présente trois étapes distinctes (Figure 1) :
- L’initiation tumorale correspond a une mutation non Iétale de I’ADN entrainant
I’activation d’oncogenes (C-MYC, RAS, C-FOS, C-JUN...) ou une inhibition des genes
suppresseur de tumeurs (P53, APC, MLHI, MSH?...). Cette mutation peut &tre provoquée par
des agressions génotoxiques, des radiations ionisantes, des agressions virales (méme si elles
sont rares chez ’homme) ou encore des erreurs "spontanées" et non réparées de réplication de
I'ADN. II s’en suit un arrét du cycle cellulaire afin de permettre la réparation des dommages.
- La promotion tumorale correspond a 1’expansion clonale de la cellule transformée par une
augmentation de la survie et de la prolifération et/ou une inhibition de 1’apoptose, dues a la
présence continue de molécules qui favorise la promotion tumorale. Ces molécules sont
capables d’inhiber les défenses antioxydantes, accumulant ainsi la production d’especes
réactives de I’oxygéne (ROS). Leur concentration est suffisamment basse pour assurer la
stimulation de la croissance cellulaire. Ce processus est réversible.
- La progression tumorale correspond a la transformation de la cellule bénigne en cellule
maligne. Cette étape est marquée par une accumulation de dommages génétiques responsables
de modifications moléculaires, de la dérégulation de la croissance cellulaire et de la formation
de tumeurs. Cette derniere est accompagnée par un processus d’angiogenese permettant la

survie des cellules tumorales et le développement des tumeurs .

INITIATION PROMOTION Cellules stade
prénéoplasique
Lésion focale

Réversible

Q Prolifération . I
—_—  —

Cellule Rep.u ation  (allyle -\poptose
normale ADI initiée

Donmn.l ges

PROGRESSION

Irréversible

.’ Cellules stade
Tumeur @ D * néoplasique

Figure 1: Les étapes de la cancérogénése (Adaptée de ')

Les 3 étapes de la cancérogénése sont présentées (initiation, promotion, progression), ainsi que les mécanismes
cellulaires qui y sont associés.

B. Incidence des cancers coliques
A I’image de I’Europe Occidentale, la France se classe parmi les pays ayant une fréquence
¢levée de cancer colique (juste derriere les Etats-Unis et 1’Australie), contrairement a

I’ Amérique du sud, I’ Asie et surtout I’Afrique 2. Si 1’on considére les deux sexes séparément,
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la fréquence du cancer du colon, en France, vient au troisieme rang chez ’homme, derriére le
cancer du poumon et le cancer de la prostate, et au deuxiéme rang chez la femme, derricre le

cancer du sein (Figure 2) 2.
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Figure 2 : Estimation du nombre de cas, en France, par localisation en 2012, chez ’homme et la femme *

Dans 95 % des cas, les cancers colorectaux touchent des personnes de plus de 50 ans

(Figure 3) %.
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Figure 3 : Incidence et mortalité du cancer du cblon par dge pour I'année 2012 *

Le taux d'incidence, ou de mortalité, rapporte le nombre de nouveaux cas observé, ou de déces, dans une
population pendant une période donnée.

2



Introduction

En 2012, le cancer du colon représente la deuxiéme cause de déces par cancer, derriere le

cancer du poumon, soit 42% de décés, soit presque 18000 morts chaque année (Figure 4) *.
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Figure 4 : Estimation du nombre de décés par localisation en 2012, chez I’homme et la femme 2

Le nombre de nouveaux cas détectés par an ne cesse de s’accroitre. On observe une hausse de

pres de 100% du nombre de nouveaux cas entre 1980 et 2012 (Tableau 1) 2,

Année
Sexe 1980 1990 2000 2005 2010 2012
Incidence  Homme 12 681 15589 18903 20 756 22570 23226
Femme 11625 14 075 16 146 17 406 18 569 18 926
Mortalité  Homme 7595 7995 8409 8745 9142 9275
Femme 7569 7531 7 559 7780 8 246 8447

. r oS A ;2
Tableau 1 : Nombres estimés de cas et de décés du cancer du colon en France selon ’année

Cependant, le taux d’incidence standardisé qui était en augmentation constante jusqu’en 2000,
s’est stabilisé entre 2000 et 2005, avant de diminuer entre 2005 et 2012 (Tableau 2). En
revanche, le taux de mortalité standardisé n’a cessé d’étre freiné entre 1985 et 2012

(Tableau 2) *.
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Année

Sexe 1980 1990 2000 2005 2010 2012

Incidence Homme 347 381 394 392 388 384
Femme 230 245 246 243 239 23,7

Mortalité Homme 199 182 160 149 138 133
Femme 125 10,6 9,2 8,6 8,1 7,9

Tableau 2 : Taux d’incidence et de mortalité standardisés dans la population francaise selon ’année 2

Le taux d’incidence standardisé rapporte le nombre de nouveaux cas d’une pathologie pour 100 000 personnes
dans le monde. De méme, le taux de mortalité standardisé rapporte le nombre de décés pour 100 000 personnes
dans le monde.

Actuellement, en France, plus de 42 000 nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année, dont
61% localisés au niveau du colon, 27% dans la région rectale et 12% a la jonction entre
rectum et célon sigmoide. D’apreés les estimations, le nombre de cancers colorectaux devrait
augmenter dans les prochaines années, pour atteindre 45 000 nouveaux cas annuels en
2020 °,
C. Les différents types de cancers coliques et leurs origines génétiques

Plus de 85% des cancers colorectaux ont une origine sporadique, les autres sont héréditaires :
il s’agit du syndrome FAP (pour Familial Adenomatous Polyposis) et du syndrome HNPCC
(pour Hereditary NonPolyposis Colorectal Cancer). Dans ces cas, la mutation d’un seul géne,
accompagnée par une perte d’héterozygotie, peut entrainer la maladie. En revanche, pour les
cancers sporadiques une succession de plusieurs événements génétiques est nécessaire pour

I’apparition de carcinomes (Figure 5).

COX-2 TGF-pRII Ccox-2 Smads p53

v v v ¥ ¥

Epithélium Epithélium Adénome Adénome Adénome .
Métastase
normal hyperprolifératif précoce intermédiaire tardif

Figure 5 : Evénements génétiques associés a la transformation d'un épithélium coligue (Adaptée de *)

Pour le syndrome FAP, il s’agit principalement de la mutation du géne APC (pour
Adenomatous Polyposis Coli). Ce gene contr6le la prolifération des cellules coliques en
inhibant la voie Wnt/Bcaténine. Sa mutation entraine donc une activation de cette voie de

signalisation (Figure 6).
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Figure 6 : Voie de signalisation APC/B-caténine (Adaptée de *)

La voie de signalisation APC/B-caténine est responsable de la prolifération des cellules souches coliques
humaines. Ces derni¢res sont localisées dans les deux tiers inférieurs des structures glandulaires, qui constituent
I’épithélium colique.

A : En absence de signal de prolifération (No signal), la B-caténine (f-catenin) est associée a un complexe
constitué de I’axine (axin), la protéine APC (pour Adenomatous Polyposis Coli) et la GSK3B (pour glycogen
synthase kinase 3 f). La formation du complexe est favorisée par ’interaction entre la protéine APC et la B-
caténine. APC joue le r6le d’un inhibiteur fonctionnel: I’interaction favorise la phosphorylation, par GSK3p, de
la B-caténine, qui est ensuite ubiquitinylée et dégradée par le protéasome.

B : L’activation de la voie de transduction (Wnt Signal) passe par la liaison de glycoprotéines, appelées Wnt
(pour Wnt/Wingless), a un récepteur appelé Frizzled. Ce dernier est associé au récepteur LRP6, qui appartient a
la famille des récepteurs des lipoprotéines. La fixation de Wnt entraine I’inhibition de ’activité de GSK3p, puis
I’accumulation de la B-caténine dans le cytoplasme. Elle est ensuite transloquée dans le noyau, ou elle s’associe
au facteur de transcription Tcf (pour 7-cell factor). Ce complexe se lie a un élément de réponse, localisé dans le
promoteur de genes-cibles et accroit leur transcription. Un des génes impliqués est PPARS. Les autres sont soit
impliqués dans la prolifération des cellules, tels que c-myc ou la cycline D1 (cyclin DI), soit responsables de la
synthése de ligands impliqués dans ce processus, tels que BMP4 (pour Bone morphogenic protein 4).

Dans les cancers du colon, APC est fréquemment délété, ce qui conduit a une activation constitutive de la voie de
signalisation.

Il est a noter que dans 1’épithélium intestinal, la R-spondinel humaine (hRSpol) accentue I’accumulation de la
B-caténine induite par Wnt. En effet, cette spondine est capable d’activer la voie canonique Wnt/B-caténine
décrite gi-dessus, mais elle agit également selon un autre mécanisme qui n’a pas encore été décrit précisément a
ce jour .

Pour le syndrome HNPCC, les mutations concernent un des genes de réparation des
mésappariements (hMSH2, hMLH1 et/ou hPMS?2). Les personnes porteuses de ces mutations
ne développeront pas forcément un cancer, mais elles représentent une population a risques.
L’¢tude de ces formes héréditaires a permis de mieux comprendre le développement des
cancers sporadiques. En effet, 85% des cancers sporadiques sont des cancers a CIN
(instabilité chromosomique), c’est pourquoi, ils présentent des similarités avec le syndrome
FAP. On observe ainsi de nombreuses délétions affectant les génes APC, DCC (pour Deleted

in Colorectal Cancer) ou des mutations affectant p53 et K-Ras. Leurs mutations sont
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nécessaires a la transformation maligne d’un polype ou d’un adénome en carcinome. Les
autres cancers sporadiques sont des cancers & MIN (instabilités des microsatellites). Ils se
caractérisent par une réparation déficiente de I’ADN ou MMR (pour MisMatch Repair) due a
une transformation des génes AMSH?2 et hMLH1, ce qui les rapproche du syndrome HNPCC.
L’inactivation de ces geénes aboutit a la formation de mutations affectant, par exemple les
genes BAX (pour Bcl-2—associated X protein), E2F ou TGFf3 (pour Transforming growth
factor beta 3) °.

D. Implication de I’alimentation dans I’incidence des cancers coliques
La différence géographique de ’incidence des cancers coliques pourrait s’expliquer par une
alimentation différente. En effet, une étroite corrélation entre une alimentation riche en
graisses et la survenue de cancers colorectaux a été démontrée. Plus précisément, Reddy et al.
ont montré qu’un régime riche en acides gras oméga-6 augmentait la formation de tumeurs
chez les rats F344 traités par ’azoxyméthane (AOM), un inducteur de tumeurs. En revanche,
un régime riche en acides gras oméga-3 diminue I’incidence tumorale induite par AOM .
L’effet délétere des acides gras oméga-6 a é¢galement été observé chez le modele de souris
Apc™™ (pour Multiple Intestinal Neoplasia) . Ce modéle présente une prédisposition & la
formation d’adénomes intestinaux en raison de la perte d’un allele fonctionnel du géne APC,
provoquée par une mutation non sens au niveau du codon 850 ?_ Enfin, Peffet protecteur du
DHA (pour acide docosahexaénoique), un acide gras oméga-3, a ¢t¢ également mis en
¢vidence dans un autre modele de souris, ou la perte d’un allele fonctionnel d’APC est

obtenue par une mutation non sens au niveau du codon 716 .

II. Le récepteur nucléaire PPAR et ses agonistes

A. Présentation des récepteurs PPAR
Les récepteurs PPAR (pour Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) sont des facteurs de
transcription ligands inductibles, qui appartiennent a la famille des récepteurs nucléaires des
hormones (NHR). Il existe trois isotypes de ce récepteur (PPAR a, /3 et y), codés par des
génes différents, avec des fonctions et des expressions tissulaires différentes. Ils sont activés
par des ligands hydrophobes, les acides gras poly-insaturés et leurs dérivés, qui sont amenés
dans le noyau par des protéines cytoplasmiques FABPs (pour Fatty-Acid-Binding Proteins).
Les acides gras poly-insaturés activent les 3 isotypes avec une faible affinité, tandis que leurs

dérivés métaboliques sont des ligands spécifiques.

PPARa est exprimé principalement dans des tissus présentant un catabolisme des acides gras

et un métabolisme des peroxysomes important. Il est ainsi impliqué dans 1’homéostasie

6
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énergétique, mais également dans la diminution de la réponse inflammatoire. Les fibrates sont
des agonistes de ce récepteur. Leur propriété hypolipémiante est utilisée pour traiter

différentes formes de dyslipidémie .

En revanche, le récepteur PPARP/6 est ubiquitaire, avec des variations d’expression selon les
tissus. Il est activable par des acides gras polyinsaturés et par les prostacyclines de la série

13,14 n
314 ot le controle du

12 '%. Son activation est impliquée dans le développement placentaire
métabolisme des lipides. Il occupe également un role important dans la régulation de la

prolifération cellulaire, la différenciation et la survie des kératinocytes, en particulier 2.

Les récepteurs PPARYy ont une expression trés spécifique. Ils sont fortement exprimés dans les
tissus adipeux blanc et brun et en proportion plus faible au niveau de 1’épithélium intestinal, la
rétine, les muscles squelettiques et les organes lymphoides. Il existe deux sous type de
récepteurs vy : PPARy; et PPARy,. Le deuxiéme comporte 28 nucléotides supplémentaires
(Figure 7) 15, Plusieurs variants d’épissage ont été mis en évidence pour PPARyl. L’épissage
concerne essentiellement la région 5’ qui participe a la régulation de 1’expression du taux
d’ARnm. Leur proportion varie en fonction du type cellulaire ' PPARylest exprimé dans la
plupart des tissus tandis que PPARY; serait plus spécifique des adipocytes. Ils sont impliqués
dans le controle de la réaction inflammatoire. En effet, 1’activation de PPARy dans les
macrophages induit une inhibition de I’expression de facteurs pro-inflammatoires, IL-1 (pour
Interleukine 1), IL-4, TNF (pour Tumor Necrosis Factor), INOS (pour inducible Nitric Oxide
Synthase) et ’inhibition des voies inflammatoires AP-1 (pour Activator Protein-1), STAT
(pour Signal Transducers and Activators of Transcription) et NFxB (pour Nuclear Factor-
kappa B). PPARY participe également a la régulation du métabolisme du glucose en modulant
la sensibilit¢ a D’insuline. Il régule aussi la croissance cellulaire et la différenciation,
notamment adipocytaire '’. PPARy est également impliqué dans la différenciation du
placenta. En effet, les embryons de souris KO PPARy” ou RXR™ meurent in utéro en raison
d'un développement anormal du placenta '*2°. Chez I"'Homme, ’activation de PPARy induit
la différentiation du trophoblaste villeux en syncytiotrophoblaste. En revanche, elle inhibe la
migration des cellules du trophoblaste non villeux, ce qui peut entrainer une pré-clampsie in
vivo *!. Les thiazolidinédiones (TZD) sont des agonistes synthétiques de ce récepteur. Ils sont

utilisés pour le traitement du diabéte et ont une action hypoglycémiante '
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Figure 7 : Organisation structurale du récepteur nucléaire PPARy 15

Comme tous les récepteurs nucléaires, PPARy posséde 5 domaines fonctionnels distincts. Le domaine A/B, en
position N-terminale, est un domaine de transactivation indépendant de la liaison du ligand et possede plusieurs
sites de phosphorylation. Le domaine C présente deux structures en doigt de zinc, interdépendantes, qui
permettent la liaison du récepteur avec I’ADN. Le domaine D est un domaine charniére, qui permet le
changement de conformation spatiale du récepteur. Cette région contient une séquence d’adressage au noyau. Le
domaine E/F forme le site de liaison du ligand. PPARyl et PPARy2 se distinguent par 28 acides aminés
supplémentaires a l'extrémité N-terminale de PPARY2. Le nombre d’acides aminés composant les différents
domaines de chaque récepteur est précisé. Le pourcentage d’homologie est indiqué pour les domaines C et E/F.

B. Mode d’action des récepteurs PPAR
La fixation d’un ligand, naturel ou synthétique, au niveau du site de fixation localisé dans le
domaine E/F, modifie la conformation du récepteur. Les corépresseurs, tels que NCoR (pour
nuclear receptor co-repressor) et SMRT (pour silencing mediator for retinoid or thyroid-
hormone receptors), sont alors libérés et remplacés par des coactivateurs, tels que SRC-1
(pour pl160 Steroid Receptor Co-activator 1), PBP (pour PPAR-binding protein), DRIP205
(pour Vitamin D-interacting Protein 205, aussi appelé TRAP220 ou MED1) ou le complexe
p300/CBP (pour CREB-binding protein) ***. PGCla (pour Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1-alpha) a été décrit, dans un premier temps, comme
un coactivateur spécifique du récepteur PPARy . Mais, depuis il a été montré qu’il coopére
aussi avec PPARa *’. La liaison de ces différents coactivateurs permet au récepteur PPAR de
former un héterodimere avec le récepteur de 1’acide 9-cis rétinoique, ou RXR (pour Retinoid
X Receptor), lui-méme activé par D’acide 9-cis rétinoique. Cet hétérodimere est ensuite
capable de se lier a une séquence spécifique de I’ADN, appelée PPRE (pour Peroxisome
Proliferator Responsive Element), présente dans les promoteurs des genes-cibles (7arget
gene). Les PPRE présentent 2 demi-sites spécifiques séparés par un nucléotide quelconque
(5’AGGTCAnAGGTCAZ’). Cette séquence est appelée DR1 (pour Direct Repeat 1). PPAR et
RXR se fixent, chacun, sur un demi-site. La fixation du dimeére entraine le recrutement du

complexe de transcription et module I’expression des génes-cibles (Figure 8) '2.


http://en.wikipedia.org/wiki/CREB-binding_protein

Introduction

Corepressor i
i tivatio
Repression Activation
complex

o g

&, Ligand

o

O -

5-AGGTCA-(n)1_2-AGGTCA-3’

Figure 8 : Mécanisme d’activation des PPAR "

Corepressor complex : complexe de corépresseurs ; Target gene : génes-cibles ; Coactivator complex : complexe
de coactivateurs ; RNA Pol IT : ARN polymérase II.

C. Régulation de P’activité des récepteurs PPAR
Chez ’Homme, I’activité de PPARY est régulée par diverses phosphorylations, sumoylations
et désacétylations. La phosphorylation de PPARY par AMPK (pour 5’ AMP-activated protein
Kinase) engendre une répression de la transactivation de PPARYy. De plus, la sumoylation du
récepteur au niveau de la Lysine 107 de PPARY2 ou de la Lysine 77 de PPARy1 bloque
I’activité du récepteur via un recrutement de co-répresseurs. FGF21 (pour fibroblast growt
factor 21) prévient la sumoylation de PPARy dans les adipocytes, ce qui permet une
augmentation de son activité. Par ailleurs, D’activation de la voie de signalisation
MAPK/MEK/Erk (pour Mitogen-Activated Protein Kinases/MAPK kinase/Extracellular
signal-regulated kinases) entraine une phosphorylation de la Sérine 82 de PPARyl et la
Sérinel 12 de PPARY chez la souris. Il s’en suit une réduction de 1’activité du récepteur et
méme sa dégradation. Au contraire, la phosphorylation de ces mémes sites par Cdk7 ou 9
(pour cyclin dependent kinases) accroit I’activité de PPARy (Figure 9) **. De méme, la
phosphorylation de PPARy par PKA (pour protéine kinase A) entraine une modification de la
conformation du récepteur, qui augmente 1’affinité pour le ligand. Ainsi, le recrutement des
coactivateurs est facilité, ce qui conduit & une hausse de I’activité du récepteur *. En
revanche, la phosphorylation de PPARY2 par Cdk5 au niveau de la Sérine 273 diminue
I’expression d’un groupe de genes distincts en cas d’obésité, tels que les genes codant pour
I’adiponectine ou la leptine *°. La liaison d’un agoniste sur le récepteur prévient cette
phosphorylation. De plus, la sumoylation au niveau de la Lysine 395, dans les macrophages,
permet un recrutement de PPARYy au niveau du promoteur de génes pro-inflammatoires (le
gene codant iNOS, par exemple), ce qui a pour conséquence une inhibition de leur
transcription °'. La déacétylation des Lysines 268 et 293 par Sirtl (pour silent information
regulator 1) promeut, quant a elle, le recrutement de PRDM16 (pour PR domain containing

16), un facteur de transcription impliqué dans la transformation du tissu adipeux blanc en tissu
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adipeux brun. Enfin, on observe une hausse de I’ubiquitinylation de PPARY suite a une liaison
d’un agoniste ou I’exposition des adipocytes aux cytokines et aux interférons. Cette

ubiquitinylation induit une dégradation du récepteur par le protéasome (Figure 9) 2.

e

. .. Dysregulates a subset of genes
l FRARY ity L PPARY activity )i,nvo%/ed in insulin resistgnce

(-. . A
J PPARY '\ Ligand-dependent

TPPARyactivity  activity Browning of white'adipose repression of inflammatory

genes in macrophages

Figure 9 : Régulation de ’activité de PPARy2 %

PPARy activity : Activité PPARy ; AF1 : Activation Function 1 ; DBD : DNA-binding domain; LBD: Ligand-
binding domain ; Ser : Sérine ; Lys : Lysine.

De la méme manicre, diverses phosphorylations régulent I’activité des autres récepteurs
PPAR. La phosphorylation de PPARa par PKA ou p38MAPK (pour P38 mitogen-activated
protein kinases) induit une hausse de son activité, tandis que les phosphorylations induites par
GSK3B (pour Glycogen Synthase Kinase 3 beta) et PI3K (pour Phosphatidyllnositol 3-
Kinase) diminuent I’activité du récepteur et facilite sa dégradation. En revanche, les
phosphorylations engendrées par MAPK/Erk peuvent avoir un effet activateur ou inhibiteur
en fonction du contexte cellulaire. Enfin, la phosphorylation de PPARB/6 par PKA, PI3K ou

p38MAPK accentue I’activité du récepteur *°.

D. Les agonistes des récepteurs PPAR
1. Les agonistes de PPARa
Les ligands naturels de PPARa sont les eicosanoides, tels que le leucotriene B4, synthétisé a
partir de I’acide arachidonique via la voie de la lipoxygénase (LOX). Les fibrates et les anti-
inflammatoires non stéroidiens sont quant a eux des ligands synthétiques de PPARa

(Figure 10).
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Figure 10 : Structure de quelques agonistes de PPARa.

Ces agonistes peuvent présenter une activité anti-inflammatoire, notamment grace a une
diminution de I’expression de COX2 (pour CycloOXygenase 2), comme cela a été démontré
suite au traitement des cellules de mélanome B16-F10 par le Fénofibrate (Féno) ou
Wy-14643 3. Les fibrates sont aussi capables de réduire le taux de triglycérides via une
augmentation de la transcription de génes impliqués dans le métabolisme oxydatif des lipides,
tels que la carnitine acyl transférase, 1’acylcoA synthétase (ACS), I’acylcoA oxydase (ACO),
la thiolase... (Figure 11), notamment dans le foie de rongeur ****. Des séquences PPRE sont
retrouvées au sein des promoteurs de ces genes. En revanche, le Féno n’induit pas ACS dans
les cellules cancéreuses hépatiques humaines HepG2 **. Mais, le Gemfibrozil est capable de
diminuer I’incidence des maladies coronariennes grace a cette activité hypolipidique *

De plus, le Féno exerce un effet protecteur chez ces patients par une hausse de la

concentration plasmatique de I’apolipoprotéine A2 %
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Figure 11 : Schéma de la beta-oxydation des acides gras *'

En rose : les enzymes peroxysomales. En vert : les enzymes mitochondriales
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2. Les agonistes de PPARY
a. La APGJ2
La 15-déoxy-prostaglandine J2 (APGJ2) est un des ligands endogénes de PPARY. Sa synthése
est réalisée a partir de 1’acide arachidonique, suite a 1’action successive des cyclooxygénases
et de la PGD2 synthase, et de plusieurs déshydratations chimiques (Figure 12A). La présence
d’un groupement carbonyle insaturé électrophile dans le cycle pentane lui confére des
caractéristiques uniques. En effet, les carbones C9 et C13 du cycle pentane peuvent réagir
avec des résidus cystéyles de protéines, selon une réaction d’addition dite de Michael

(Figure 12B) 38,
A

i e
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Figure 12 : Synthése de APGJ2 et réaction d’addition de Michael *

(A) La phospholipase A2 transforme les phospholipides membranaires en acide arachidonique, lui-méme
transformé en prostaglandines PGG?2 par les cyclooxygénases (COX). Cette derniere donne lieu a la PGH2, qui
se transforme en différents isomeres de prostaglandines, dont la PGD2, synthétisée par la PGD2 synthase. La
PGD2 subit une déshydratation chimique pour former la PGJ2. Une nouvelle déshydratation de ce composé
aboutit a la formation de la AIZPGJ2, dont la migration 13,14 de la double liaison produit la 15-déoxy-A12,14-
prostaglandine J2 (APGIJ2).

(B) Réaction d’addition de Michael entre la APGJ2 et les résidus cystéines des protéines.
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Cette réaction d’addition de Michael permet d’ailleurs la liaison de la APGJ2 sur le récepteur
PPARy, suivant un mécanisme dock-lock. En effet, la APGJ2 se retrouve dans la poche de
liaison du ligand du récepteur (LBD pour Ligang Binding domain) et se lie de maniére
covalente a la cystéine 285 via son carbone C13. Cette liaison irréversible entraine
I’activation du récepteur PPARy, notamment par la libération de ses corépresseurs (R ;
Figure 13) *®. Ainsi, cette prostaglandine permet une hausse de ’expression du récepteur,

I’augmentation de son activité transcriptionnelle et de sa capacité a se lier 4 I’ADN *°.

Figure 13 : Activation du récepteur PPARY par la APGJ2 3*

Cette prostaglandine présente ¢galement des effets totalement indépendants de PPARYy. Selon
les types cellulaires, les conditions et la concentration de la APGJ2, les effets peuvent étre
totalement antagonistes. En effet, APGJ2, exerce un effet anti inflammatoire en inhibant la
voie AP-1. Pour cela, elle peut empécher la formation du complexe AP-1 en se liant de
manicre covalente a c-jun (Figure 14) ou en diminuant la phosphorylation de c-jun par
I’inhibition des kinases JNK (pour c-Jun N-terminal kinases). La APGJ2 peut aussi bloquer la
liaison du complexe AP-1 a4 I’ADN *#,
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Figure 14 : Implication de la APGJ2 dans les voies de signalisation NFkB et AP-1 38

La APGJ2 peut également jouer ce role anti inflammatoire en inhibant la voie NF«kB, par
liaison covalente sur des résidus cystéines spécifiques de p50, p65 ou IKK (pour /xB kinase) :
Cys 62 pour p50, Cys 38 pour p65 et Cys 179 pour IKK (Figure 14) **. Elle peut aussi avoir
un réle dans la prolifération cellulaire par liaison covalente sur la Cystéine 184 de H-Ras, ce
qui entraine activation des MAPK **. Dans d’autres conditions, elle peut jouer un role anti
prolifératif, indépendamment de PPARy, en bloquant les récepteurs oestrogenes, en
potentialisant TNFa ou en augmentant I’expression de son récepteur TRAIL (pour Tumor-
necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand) *°. Elle peut également induire I’apoptose
cellulaire par une hausse de 1’expression de p53 **. Cette derniére pourrait étre provoquée par
une diminution de I’expression de Sirtl, protéine capable d’inhiber 1’activité et 1’expression
de p53 *!. En effet, le traitement par la APGJ2 est capable de réduire I’expression de Sirtl, de
manicre indépendante de PPARy, comme cela a été démontré dans des cellules cancéreuses
ovariennes **.

Enfin, la APGJ2 peut jouer un rdle anti-angiogénique ou angiogénique, entrainer des
modifications de formation du cytosquelette, par liaison sur I’actine et la tropomyosine, ou

provoquer un dysfonctionnement du protéasome *°.

b. Les Thiazolidinédiones (TZD)
Les composés de la famille des thiazolidinédiones (TZD), tels que la Rosiglitazone, la
Ciglitazone, la Troglitazone ou la Pioglitazone (Pio), sont des agonistes de PPARYy

(Figure 15).
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Figure 15 : Structure des Thiazolidinédiones **

TG : Troglitazone ; RG : Rosiglitazone ; PG : Pioglitazone ; CG : Ciglitazone

L’analyse de la structure par rayons X du domaine LBD de PPARY associ¢ a la Rosiglitazone
a montré que la reconnaissance s’effectuait en trois points (Figure 16). Il est a noter que les

. , . g . . , . 44
deux fonctions cétones du cycle thiazolidine sont impliquées dans cette reconnaissance
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Figure 16 : Interaction de la Rosiglitazone avec le domaine LBD de PPARy *
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La Ciglitazone a été la premiere TZD synthétisée, mais elle n’a jamais ét¢ développée pour
une utilisation clinique. En revanche, les autres TZD ont été testées lors d’essai clinique pour
traiter le diabéte de type II. Ces composés agissent en régulant la sensibilité a 1’insuline et en
accroissant le métabolisme et le transport des lipides dans les adipocytes. Ainsi, la diminution
des acides gras circulants protége les cellules B pancréatiques, le foie et les muscles
squelettiques de leurs effets toxiques. Elle induit également la différenciation des

préadipocytes, en mimant les effets de 1’insuline, et régule I’homéostasie du glucose '>**. L

a
Troglitazone a été¢ mise sur le marché en 1997, avant d’étre retirée en 2000 en raison de son
hépatotoxicité. La Rosiglitazone a, quant a elle, ét¢ mise sur le marché en 1999 avant d’étre
retirée en 2010 en raison de sa cardiotoxicité.

La Pio a été commercialisée en 2000, avant d’étre retirée du marché en France le 9 juin 2011
en raison d’une augmentation de I’incidence des cancers de la vessie suspectée chez les

4 Deux études ont montré qu’une administration de Pio (16mg/kg/j)

patients traités
pendant 4 ou 85 semaines chez le rat male induisait la présence de microcristaux calciques
dans I'urine, responsables de la carcinogénese de 1’urothélium. Si les rats traités par la Pio ont
en paralleéle une alimentation acide, ces microcristaux ne sont plus présents et les carcinomes
urothéliaux disparaissent. Il est a noter que ce phénomene n’est pas observé chez la souris
4647 Néanmoins, chez I’Homme, ’association entre le traitement par la Pio et I’incidence des
cancers de la vessie reste controversée. En effet, deux études taiwanaises ont montré qu’il
n’existait pas d’association significative dans la population asiatique ***°. Cependant, un
risque potentiel pour une utilisation de la Pio supérieure a 3 ans ne peut pas étre exclu *’. De
plus, un traitement par la Pio provoque une ostéoporose accélérée chez les utilisateurs a long

terme °°, ce qui augmente le risque de fractures *'~

. Elle induit également une prise de poids,
notamment par un accroissement des graisses dans les jambes et le tronc >*. La substitution du
cycle TZD par un cycle pyrrolidine-2,5-dione (PRD) pourrait permettre de diminuer la
toxicit¢ de ces molécules. En effet, le dérivé PRD correspondant a la Troglitazone
(Figure 17), appelé Trosuccinimide, présente une affinité similaire pour PPARY et réduit
¢galement le taux de glucose sans former d’intermédiaires toxiques. La substitution du cycle
TZD par le cycle PRD pourrait étre une stratégie pour développer des agonistes de PPARYy

L 44
plus sirs ™.
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Figure 17 : Structure de la Troglitazone (A) et de la Trosuccinimide (B)

La synthése d’agonistes partiels de PPARY pourrait étre une autre solution pour développer
des molécules antidiabétiques plus sires. En effet, il a été montré que 1’agoniste partiel de
PPARY, INT131 (Figure 18), diminue le taux de glucose dans un modéle de souris diabétique,

tout en réduisant les effets secondaires observés avec les TZD commercialisées **.
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Figure 18 : Structure de INT131 %

Hormis leur capacité hypoglycémiante, les TZD présentent d’autres propriétés. En effet, la
Pio présente des propriétés inflammatoires qui pourraient étre utilisées pour traiter la sclérose
en plaque ou la maladie de Parkinson *°. La Ciglitazone réduit, quant a elle, I’inflammation
allergique des voies respiratoires chez un modéle murin *°. L’effet anti-inflammatoire des
TZD serait induit par une diminution de I’expression de facteurs pro-inflammatoires (IL-18,
IL-6, STATL1, STAT3, NFkB et AP-1) dans les macrophages, de maniére indépendante de
PPARYy °’. Enfin, la Pio réduirait I’apoptose des cellules progénitrices endothéliales dans la

moelle osseuse de rat, ce qui en ferait un traitement éventuel pour les maladies vasculaires *.

E. Antagonistes des récepteurs PPAR

1. Les antagonistes de PPARa,
Plusieurs antagonistes de I’activation de PPARa ont été developpés. MK886 (Figure 19)
inhibe 1’activation de PPARa, par son agoniste Wy14643, dans les cellules cancéreuses
pulmonaires A549. Il agirait selon un mécanisme non competitif en prévenant la modification

de conformation du récepteur. Cette derniére est nécessaire au recrutement des coactivateurs.

17



Introduction

Il n’aurait que peu d’influence sur les récepteurs PPARP/6 et PPARy. MK886 induit
¢galement I’apoptose des cellules Jurkat, selon un mécanisme indépendant du récepteur
PPARa *°. GW6471 (Figure 19) inhibe également 1’activation de PPARa en favorisant le
recrutement des co-répresseurs SMRT et NCoR au détriment des co-activateurs SRC-1 et
cBP %,

Cl

MK886 GWe6471
Figure 19 : Structure des antagonistes de PPARa

2. Les antagonistes de PPARY
Du fait de I’importance de PPARy dans des pathologies comme le diabéte ou 1’obésité, de
nombreux antagoniste du récepteur PPARy ont été développés. Le plus connu, GW9662
(Figure 20) se lie irréversiblement a PPARy par une modification covalente au niveau de la
cystéine 285, ce qui inhibe I’activation du récepteur. L’inhibition des autres récepteurs
PPARa et PPARPB/S est trés faible ®X. T0070907 (Figure 20) se lie, quant & lui, de maniére
covalente a la cystéine 313 de PPARYy2, isoforme impliqué dans la différenciation terminale
des adipocytes, ce qui induit une inhibition du récepteur. En effet, cette liaison diminue le
recrutement des co-activateurs, mais augmente 1’interaction avec le co-répresseur NCoR %2
L’antagoniste SR202 (Figure 20) empéche le recrutement du co-activateur SRC-1, ce qui
inhibe Pactivation du récepteur PPARy par les TZD ®%. BADGE (pour bisphenol A diglycidyl
ether ; Figure 20) empéche également ’activation de PPARy par la Troglitazone dans les
cellules adipocytaires NIH-3T3 ®. Néanmoins, il se comporte comme un agoniste de PPARa
dans les macrophages RAW 264.7 ®. BADGE induit ¢galement 1’apoptose des cellules
HCT116 et Jurkat, et potentialise I’effet pro-apoptotique de I’indométacine. Cet effet serait
indépendant du récepteur PPARY, puisque les cellules Jurkat n’expriment pas ce récepteur °°.
En revanche, il diminue la prolifération des cellules Caco-2 sans modifier leur intégrité
cellulaire ®”. Enfin, G3335 (Figure 20) inhiberait I’activation de PPARy par la Rosiglitazone,
en se liant notamment a la Cystéine 285 du récepteur. Cela empécherait le recrutement du co-

activateur CBP 8,
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Figure 20 : Structure des antagonistes de PPARy

Des analogues des TZD peuvent également se comporter comme des antagonistes de PPARY.
Ces derniers se caractérisent par [’ajout d’une double liaison a D’extrémité du cycle

thiazolidine (Figure 21). lls se lient a PPARYy sans entrainer son activation 43
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Figure 21 : Structure des analogues des TZD *
A2-TG : ATroglitazone ; A2-RG : ARosiglitazone ; A2-PG : APioglitazone ; A2-CG : ACiglitazone
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III. Action des licands de PPAR dans la biologie des cancers
A. Réle de PPARa dans la biologie des cancers

1. Implication de PPARa dans la cancérogénese
L’administration prolongée de fibrates, chez le rongeur, engendre une accumulation de lipides
mitogéniques (PGE2 et PGF2a) responsables d’une prolifération cellulaire aigiie, a 1’origine

. . S —71
d’une hépatocarcinogénése

. Pour autant, selon les données actuelles, le Gemfibrozil et le
Clofibrate ne semblent pas induire de cancer chez I'Homme ®*°. De surcroit, aucune
variation de I’expression de PPARa n’a été retrouvée dans les cellules cancéreuses coliques
humaines "> ou dans d’autres types de cancers . Cette différence d’action des fibrates chez la
souris et chez ’Homme s’explique par une différence d’expression et d’activation de PPARa
entre les deux especes. En effet, PPARa est fortement exprimé dans le foie des rongeurs,
contrairement au foie humain, et son activité de liaison a I’ADN est 10 fois moins importante

. 70,74
chez I’ Homme que chez la souris ™

. De plus, I"utilisation de souris humanisée pour PPAR«
(souris KO (knock-out) pour PPARa avec transfert du géne PPARo humain pendant le
développement) a montré qu’il existait des différences de régulation des génes par le
récepteur murin ou le récepteur humain ”°. Enfin, il a été montré que PPARa était impliqué
dans I’induction de I’expression de COX2 par les acides biliaires dans les cellules cancéreuses
coliques HT29 et HCT116 °. Etant donné que COX2 est considéré comme un promoteur de
tumeur, PPARa pourrait présenter une activité pro-tumorale dans les cellules cancéreuses
coliques 7.
2. Propriétés anticancéreuses des agonistes de PPARa

Différentes études ont montré que les fibrates présentaient une action anti-cancéreuse. Par
exemple, le Féno est capable de diminuer la taille de tumeurs orales in vivo ”’. De plus, le
traitement par le Bézafibrate, un autre membre de la famille des fibrates, inhibe la

78,79
17

carcinogénese induite par AOM chez les rats F344 et les souris CD- . 11 est également

Min 80

capable de réduire la carcinogénese chez les souris Apc , notamment via 1’induction de la

lipoprotéine lipase (LPL). Cette enzyme est capable d’hydrolyser les triglycérides impliqués

8! Enfin, le traitement par Wy-14643 diminue de 30% la

dans la carcinogénése colique
formation de tumeurs de la peau, induites chimiquement chez la souris. En revanche, le

Bézafibrate ne présente que des effets limités *.

a. Propriétés apoptotiques des agonistes de PPARa
Le Féno diminue la prolifération de cellules de médulloblastome en induisant un arrét du

cycle cellulaire, suivi d’une apoptose, grace a I’inhibition d’IGF-1 (pour Insulin-like Growth
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Factor I). 1l en résulte une baisse de la phosphorylation de ces protéines cibles, telles que
IRS-1 (pour Insulin Receptor Substrate 1), Akt, ERKs et GSK3B *. Ce composé est
¢galement capable d’induire une apoptose massive des cellules de glioblastome. Cette
apoptose est précédée d’une accumulation nucléaire de FoxO3A (pour Forkhead box O3)
responsable de 1’augmentation de ’expression de la protéine apoptotique Bim (pour Bcl2-
interacting mediator of cell death). L’inhibition de ’expression de PPARa par siRNA (pour
small interfering RNA) atténue cette apoptose, cet effet est donc a la fois dépendant et
indépendant de PPARo . De surcroit, le traitement de kératinocytes humains par le
Clofibrate induit une apoptose, modulée par une diminution de 1’expression de BCI2 (pour
B-cell lymphoma 2) et une hausse de I’expression de Bad (pour Bcl-2-associated death
promoter). L’utilisation de DI’antagoniste de PPARa, MKS886, montre 1’implication du
récepteur dans ce processus *. Enfin, une étude a montré que 1’expression de PPARo. était
nécessaire a 1’action anticancéreuse de 1I’hydroxycampthotécine dans les cellules cancéreuses
coliques SW1116. En effet, I’inhibition de I’expression de ce récepteur par le miR-506

) ) L. \ . 86
(microARN 506) entraine une résistance des cellules a ce composé ™.

b. Propriétés anti-prolifératives des agonistes de PPARa
Le Féno peut diminuer la prolifération des cellules d’hépatome humain en entrainant une
accumulation de ces cellules en phase G0/G1, par une baisse de la cycline A et de Cdkl, et
une augmentation de p27, de maniere indépendante du récepteur PPARa. Ce traitement inhibe

]7 , c g . .
. Le Féno inhibe aussi la croissance des

¢galement la voie PI3K/Akt dans ces cellules
cellules cancéreuses endométriales. Un des mécanismes mis en jeu est la diminution de
I’expression de la cycline D1, qui provoque une accumulation des cellules en phase GO/GI.

Cependant, cet effet antiprolifératif n’a pu étre mis en évidence in vivo **.

c. Propriétés anti-invasives des agonistes de PPARa
Le Féno est responsable d’une diminution du potentiel métastatique des cellules de mélanome
via une réduction de la voie de signalisation Akt. En revanche, le Féno n’a aucun effet sur la
prolifération des cellules de la tumeur primaire *°. De plus, le Féno posséde une activité
anti-angiogénique in vitro et in vivo. En effet, il entraine une inhibition de la prolifération des
cellules endothéliales, ainsi qu’une inhibition de leur migration par la désorganisation du
cytosquelette d’actine °'. Une diminution de la motilité est également observée lorsque les
cellules de glioblastome sont traitées par ce composé, grace a I’inhibition de I’activité¢ du

récepteur de I'IGF-1 *%.
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d. Propriétés anti-angiogéniques des agonistes de PPARa
Le traitement par Wy-14643 induit une diminution du volume tumoral chez la souris BALB/c
suite a une xénogreffe de cellules cancéreuses colique murines CT26. Cet effet est associé¢ a
une réduction de 1’angiogénése via une baisse de la prolifération des cellules endothéliales.
Aucun effet anti-tumoral n’est observé chez les souris KO pour PPARa, il serait donc
dépendant du récepteur . Cette action anti-tumorale, par une inhibition de 1’angiogénése, a
¢galement ¢été observée suite au traitement, par des agonistes de PPARa, de souris
xénogreffées avec des cellules de mélanome, de carcinome pulmonaire, de glioblastome et de
fibrosarcome. Cette inhibition de 1’angiogénése est induite par une baisse de la production de
VEGF (pour Vascular Endothelial Growth Factor)et une augmentation de la production
d’endostatine et de thrombospondine 1 (TSP-1) *. La diminution de I’expression de VEGF,
observée suite au traitement par Clofibrate, permet également une inhibition de la
prolifération de cellules cancéreuses ovariennes chez un modéle murin °*. Enfin, le Féno est
capable d’inhiber la croissance de tumeurs primaires chez la souris par une inhibition de
I’inflammation et de I’angiogénése dans le tissu hote. En effet, il est capable d’inhiber les
voies inflammatoires NFkB et AP-1, de diminuer I’expression de COX-2 et du facteur pro-

angiogénique VEGF **%.

e. Propriétés préventives des agonistes de PPARa
Les agonistes de PPARa présentent des effets préventifs contre la cancérogénese. Par
exemple, il a ét¢ montré que le Bézafibrate prévenait des évenements précoces de la
tumorogénése colique, en diminuant I’inflammation du colon induite par le DSS (pour
Dextran Dodium Sulfate) et 1a formation de cryptes aberrantes induite par AOM . De méme,
ce traitement permet de réduire le nombre de polypes intestinaux de 67% chez les souris KO

Apc-/- 80

B. Role de PPARP/6 dans la biologie des cancers
1. Implication de PPARP/6 dans la cancérogénése
Les cellules cancéreuses coliques expriment fortement le récepteur PPARB/S *° et il a été
montré que son expression augmentait au cours du processus de cancérogénése colique °’. De
plus, la mutation du gene APC, qui entraine I’activation de la voie B-caténine/TCF4 (pour
Transcription factor 4), induit la transcription de ce récepteur nucléaire . Cependant,
I’inactivation du géne APC chez les souris Apc™" induit bien une accumulation de la
B-caténine dans le noyau des cellules intestinales, méme si elle n’est pas corrélée a une hausse

de DI’expression de PPARP/3. L’expression de ce récepteur ne serait donc pas régulé
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directement par la B-caténine *°. L’expression de PPARB/S est associée a un effet prolifératif.
C’est pourquoi, il peut participer au développement de cancers coliques. En effet, il a été
montré que D’activation de PPARP/S était responsable d’une hausse de I’expression de la
protéine 14-3-3 dans les cellules cancéreuses coliques. Cette derniére est responsable de la
diminution de 1’apoptose par la séquestration cytosolique de la protéine pro-apoptotique
Bad '. De surcroit, les cellules cancéreuses coliques KO PPARB/S”, inoculées a des souris
nude, sont moins aptes a induire des tumeurs que les cellules HCT116 qui expriment ce
récepteur . De plus, COX2 est surexprimée dans 80% des cancers coliques. Cette enzyme
catalyse la transformation de la PGH2 en PGI2, prostaglandine capable d’activer PPARB/6 7,
C’est pourquoi, une colocalisation de COX2 et PPARP/S est retrouvée au niveau des tumeurs
coliques *°. 1l a également été montré que le traitement de souris Apc™™ par un ligand de

PPARP/S augmentait la tumorogénése intestinale '**

. Une autre étude a démontré que le
traitement de ces souris par de la NO-aspirine diminuait I’incidence des tumeurs intestinales
via une baisse de ’expression de PPARP/S '®. Le sulindac, un anti-inflammatoire non
stéroidien, inhibe 1’activation de PPARPB/J, en empéchant sa liaison sur les séquences PPRE,
ce qui réduit la tumorogénese colique %8 Enfin, I’expression et 1’activité de PPARB/S seraient
accrues, suite a I’activation de MAPK, dans les cellules intestinales transformées par K-Ras.
Ainsi, le récepteur PPARP/O pourrait moduler la transformation cellulaire médiée par
K-Ras ',

Les cellules cancéreuses ovariennes expriment le récepteur PPARPB/6 de maniere importante.
Le traitement de ces cellules par I’aspirine diminue la croissance cellulaire in vitro et in vivo
grice a une inhibition de COX1, PPARP/S et Erk1/2 ' en cascade. A I’inverse, I’activation
du récepteur par GW501516 accroit la prolifération des cellules cancéreuses hépatiques en
augmentant I’expression de COX2 '*'"7. De plus, activation de PPARP/S stimule la
prolifération des cellules réceptives aux hormones sexuelles, telles que les cellules

. . . 1
cancereuses mammaires ou prostatiques 08.

De méme, D’activation de PPARP/0 par
GW501516 accélere la formation de tumeurs mammaires dans un modéle murin de
carcinogénese, notamment par 1’augmentation de PDK1 (pour 3-phosphoinositide dependent
protein kinase-1), une protéine effectrice de la voie PI3K/Akt ',

Le récepteur PPARP/O présente également une activité protumorale grace a ses capacités a
induire I’angiogénese. Le traitement par GW501516 accroit la prolifération des cellules
endothéliales, ainsi que la production de VEGF et de son récepteur FLT-1, dans les cellules

108

endothéliales ou les cellules cancéreuses mammaires T47D . L’expression de VEGF est

aussi retrouvée dans les cellules cancéreuses coliques suite a I’activation de PPARP/S ''°. De
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plus, la délétion de PPARP/S inhibe 1’angiogénése et la prolifération de cellules cancéreuses

"1 Enfin, I’inhibition de la transcription dépendante de PPARP/S par des

pancréatiques
aptaméres diminue I’expression de VEGF dans les cellules HCT116, ce qui inhibe leur

potentiel tumoral ''%.

2. Propriétés anti-cancéreuses des agonistes de PPARPB/6
Le traitement par GW0742, un agoniste spécifique de PPARP/o, diminue le nombre de
polypes coliques dans un modele de souris ou la tumorogénése a été induite par AOM. Cet
effet est dépendant du récepteur car il n’est pas visible chez les souris KO PPARP/S” ', De
plus, la délétion de PPARPB/6 chez les souris ApcMin semble augmenter la formation de
polypes 99114 " Cette méme délétion accroit la tumorogénese de cellules cancéreuses coliques
in vitro et in vivo, notamment par une réduction de I’expression de geénes impliqués dans la
différenciation, tels que ADRP (pour Adipose differentiation-related protein), FABP et la

. 113,115
cathepsine E "™

. La promotion chimique de la carcinogénése de la peau dans un modele
murin est également plus importante si le géne PPARP/S est délété ''®. Enfin, PPARB/S
augmente la survie des keratinocytes en activant la voie Akt par une hausse de I’expression de

PDK1 'V,

C. Role de PPARY dans la biologie des cancers
1. Implication de PPARY dans la cancérogénése
Plusieurs travaux ont montré des résultats contradictoires quant a 1’expression de PPARy dans
les cellules cancéreuses coliques ''®. 11 a été rapporté que I’expression de PPARY était accrue

19 I ’activation de la

dans les tumeurs coliques par rapport a la muqueuse colique normale
voie Wnt/B-caténine dans les cellules cancéreuses coliques, en raison de la mutation du gene
APC, serait responsable de I’augmentation de 1’expression et de activité de PPARy '*.
Cependant, une autre étude a démontré que la diminution de ’expression de PPARY, et en
conséquence ses genes cibles, par UHRF1 (pour Ubiquitin-like, containing PHD and RING
finger domains [) pourrait €tre une ¢étape importante de la progression des cancers
colorectaux. Ainsi, les tumeurs sporadiques qui expriment fortement UHRFI sont
caractérisées par un phénotype indifférencié, un niveau de prolifération plus important et un
mauvais pronostic pour les stades II-TV ',

De plus, certaines tumeurs coliques humaines présentent différentes mutations de PPARYy, ce
qui entraine une perte de ses fonctions '*2. Dans une autre étude, aucune mutation de PPARy
n’est observée, suite 4 ’analyse de prés de 400 échantillons de différents types de cancer '>°.

Ces mutations sont, par conséquent, tres rares et contribuent a la carcinogénese sans en étre la
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véritable cause. Le traitement de souris ApcMin par la Troglitazone augmente le nombre de
tumeurs coliques '**. Néanmoins, la délétion du géne PPARy (KO PPARY™ ou KO PPARY™)
accroit aussi le nombre de tumeurs coliques chez la souris Apc™™ '%. Enfin, le traitement de
cellules HT29 (APC™") par une faible quantité de APGJ2 ou de Pio (0,1uM) augmente la
prolifération cellulaire en induisant une accumulation de la B-caténine et de c-myc. Une
hausse du volume tumoral est effectivement observée suite au traitement de souris nude,

xénogreffées avec des cellules HT29, par une faible quantité de Pio ‘.

2. Propriétés anti-cancéreuses des agonistes de PPARYy
Les agonistes de PPARy présentent aussi des propriétés anticancéreuses. Par exemple, le
traitement par les TZD de souris, servant de modele pour la carcinogénese colique, diminue le
. 12,79,81,127,128 . . ; )
développement tumoral . Ces composés agissent également sur d’autres types
cellulaires (cellules mammaires, prostatiques, leucémiques myéloides, pulmonaires,

129

thyroidiennes...) “. En effet, le traitement par GW7845, un agoniste de PPARY, ralentit

109 .
. L’action

I’apparition de tumeurs mammaires dans un modele murin de carcinogénese
anticancéreuse des agonistes de PPARy serait due a des effets anti-prolifératifs, pro-
apoptotiques, anti-invasifs, anti-angiogéniques ou encore préventifs. Ces effets peuvent étre
dépendants ou indépendants du récepteur PPARY. Ces effets indépendants ont été notamment
mis en évidence par I’utilisation d’un antagoniste de PPARy, GW9662.
a. Propriétés pro-apoptotiques des agonistes de PPARYy

Par le biais de I’activation de PPARYy, la APGJ2 est capable d’inhiber la croissance des
cellules de neuroblastome en induisant une apoptose, si les lipides sont préalablement retirés
du milieu, ou une autophagie si le milieu cellulaire est complet *°. Les TZD induisent
¢galement I’apoptose des cellules cancéreuses coliques HCT116, in vitro et in vivo, grace a
I’expression du facteur de transcription KLF4 (pour Kriippel-like factor 4) et de son gene
cible pro-apoptotique, NAG-1 (pour Nonsteroidal anti-inflammatory drug-Activated Gene-1).
En revanche, la APGJ2 n’est pas capable d’induire I’expression de KLF4 ou NAG-1 dans ces

cellules "',

Cependant, elle induit I’expression de KLF4 dans les cellules HT29,
contrairement a la Rosiglitazone, via 1’activation de la voie MAPK/Erk '*2. De surcroit, les
traitements par les TZD ou la APGJ2 peuvent induire 1’apoptose des cellules cancéreuses
coliques par I’inhibition de I’expression de NF«kB et de BCI2 ou I’induction de Bax 133134 16
traitement par la Pio est également capable d’induire I’apoptose de cellules cancéreuses
coliques, qui n’expriment pas la protéine Rb (pour Rétinuloblastome), en diminuant

I’expression des protéines anti-apoptotiques XIAP (pour X-linked inhibitor of apoptosis
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protein) et Bcl2 et en augmentant Iexpression de Bax '*. Enfin, les TZD réduisent
I’expression de la PGE2 synthase, qui posséde des propriétés anti-apoptotiques. L’utilisation
de GW9662 a montré que cet effet est indépendant de PPARy . L’utilisation des analogues
des TZD a permis de mettre en évidence 1’induction d’effets apoptotiques, par les TZD,
indépendants de PPARy. La ACiglitazone et la ATroglitazone ont un effet apoptotique
supérieur a la Ciglitazone et a la Troglitazone, sur des cellules dérivées de carcinome
prostatique (PC3 et LNCap). A Dl’inverse, le traitement par la Pio ou son analogue, la
APioglitazone (APio), n’a aucun effet sur ces lignées *. En revanche, le traitement par la Pio
inhibe la croissance de ces lignées, lorsqu’elles sont cultivées en sphéroides, grice a une
modulation du métabolisme du glucose "’
b. Propriétés anti-prolifératives des agonistes de PPARYy

Il a ét¢ montré que 1’activation de PPARY pouvait avoir des effets anti-tumoraux sur les
cellules cancéreuses coliques griace a des propriétés de différenciation et anti-prolifératives.
En effet, les TZD diminuent la prolifération cellulaire, notamment, par une augmentation de
I’expression de p21 *>"**13 Cette derniére peut étre provoquée par une hausse de TSC-22 '*

141 142

ou de p27 ', une baisse de sa dégradation par le protéasome ~ ou par I’augmentation de

I’expression de Spl (pour specificity protein 1) '¥. Les TZD peuvent aussi exercer leur
activité anti-proliférative en réduisant I’expression de c-myc et de la cycline D1, notamment
grace a I’inhibition de 1’activité transcriptionnelle de la B-caténine, ou encore grace a une
baisse de 1’expression de GSK3p ®***19 1a diminution de I’expression de c-myc,
associée a la hausse de I’expression de Mad-1 (pour Mitotic spindle assembly checkpoint
protein), induite par la APGJ2 et la Rosiglitazone, permet 1’inactivation de hTERT (pour

human telomerase reverse transcriptase) et donc 1’inhibition de la prolifération des cellules

148
-2

Caco . Les TZD peuvent aussi inhiber la croissance des cellules cancéreuses in vitro et in

135,149,150

vivo en réduisant I’expression d’autres cyclines (A, B, et E) . La Ciglitazone est quant

a elle capable de réduire I’expression et I'activité de Cdk5 et Cdk2 '**''. Ainsi, il a été

montré que I’activation de PPARY par la Rosiglitazone provoquait I’arrét du cycle des cellules

cancéreuses coliques en phase GO/G1 '

. Cet effet nécessite la présence de la protéine Rb,
impliquée dans l’inhibition de la progression du cycle cellulaire, via la séquestration du
facteur de transcription E2F. En absence de la protéine Rb, le traitement par les TZD induit
une apoptose >°. Les TZD inhibent aussi la progression du cycle en inhibant la liaison a
’ADN de [I’hétérodimére E2F/DP-1 '* ou en diminuant I’expression de Regla

(pour regenerating gene IA) 13,
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Une autre étude a montré que I’expression transitoire de Sirtl et de son geéne cible B-TrCP
(pour B-transducin repeat-containing protein), une sous-unité¢ de 1’ubiquitine ligase E3,
induite par les TZD, serait responsable de la dégradation protéosomale de protéines
impliquées dans le cycle cellulaire, comme la cycline D1, la B-caténine, Weel et CDC25A
(pour Cell Civision Cycle 25 A) dans les cellules LNcap ou MCF7 "7, Ces effets sont
indépendants de PPARy et sont retrouvés suite a une privation de glucose. Les TZD
pourraient donc étre responsables d’une restriction énergétique au sein de ces modéles
cellulaires. L’expression de Sirtl induite par les TZD, dans les cellules LNcap ou MCF7,
serait également a I’origine de I’activation de la voie AMPK " En effet, Sirtl active LKBI
(pour liver kinase BI), enzyme responsable de 1’activation de AMPK par phosphorylation au
niveau de la Thréonine 172 '**. L’activation d’AMPK induit la production d’un stress du

. . 156 . 156,159,160
reticulum endoplasmique et I’autophagie "

, toyjours indépendamment de PPARY.
Sirt] est aussi capable d’induire directement 1’autophagie en activant les protéines Atg5, Atg7
et Atg8 (pour Autophagy-related proteins) '°' ou indirectement en activant FOXO3A et E2F1,
deux facteurs de transcription qui régulent 1’expression des geénes impliqués dans les
processus d’autophagie 12 Néanmoins, I’induction de Sirtl par les TZD différe selon le type
cellulaire. En effet, la Ciglitazone diminue I’expression de cette protéine dans les cellules
cancéreuses ovariennes A2780/AD *'

La capacité anti-proliférative des agonistes de PPARYy est ¢galement associée a leur capacité a

163

induire la différenciation cellulaire ™. En effet, ils induisent I’expression de marqueurs de

différenciation, tels que les cytokératines, la syalyl transférase, Drg-1 (pour Differentiation-
related gene-1) et la E-cadhérine, dans les cellules cancéreuses coliques ''®!3%13%13 ot
réduisent 1’expression de marqueurs tumoraux, tels que ’ornithine décarboxylase ou la
laminin binding protein '**.

Une mutation du récepteur PPARy au niveau du codon 422, dans certaines cellules
cancéreuses coliques, empéche le recrutement de cofacteurs spécifiques nécessaires a
I’induction des marqueurs de différenciation. Les agonistes de PPARYy sont alors incapables
de diminuer la prolifération cellulaire. La transfection de PPARy WT (pour wild-type) dans
ces cellules permet I’induction des marqueurs de différenciation par les agonistes de PPARYy,
associée a une baisse de la prolifération cellulaire ',

Les TZD agissent sur d’autres cibles pour réduire la croissance des cellules tumorales. Par
exemple, le dérivé 5-benzylidene-1,3-thiazolidin-2,4-dione (Figure 22A) inhibe le récepteur
d’IGF-1R %, tandis que le dérivé 5-alkyliden-1,3-thiazolidin-2,4-dione (Figure 22B) bloque
les voies de signalisation MAPK/MEK/Erk et PI3K/Akt par inhibition de MEK1 et PI3K '®".
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Les TZD inhibent aussi la voie PI3K/Akt en augmentant I’expression de PTEN (pour
Phosphatase and tensin homolog), un inhibiteur de cette voie de survie '°*'**'% ou en
interagissant avec le récepteur EGFR (pour Epidermal Growth Factor Receptor) pour faciliter
sa dégradation '’°. La diminution de la phosphorylation et de 1’expression d’EGFR est
également observée suite au traitement de cellules cancéreuses coliques par le curcumin '
Ce dernier semble induire I’activité¢ de PPARy sans en étre un véritable ligand '’*. Un autre
dérivé 5-benzylidene-1,3-thiazolidin-2,4-dione (Figure 22C) inhibe 1’aldose réductase 2

\ . 3
(ALR2), un oncogéne surexprimé dans de nombreux types de cancer ' .
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Figure 22 : Structure des dérivés TZD avec une activité d’antagoniste

(A) antagoniste d’IGF-1R ; (B) antagoniste de MEK1 et PI3K ; (C) antagoniste de ALR2

¢. Propriétés anti-invasives des agonistes de PPARYy
Les TZD agissent sur les processus de migration et d’invasion. Il a ét¢ ainsi montré que le
traitement par ces agonistes inhibait 1’activité invasive des cellules cancéreuses coliques
in vitro et in vivo, en diminuant I’expression de COX2 et de diverses métalloprotéinases
(MMP2, 7 et 9 pour Matrix Metalloproteinase), tout en augmentant 1’expression de leurs
inhibiteurs tissulaires (TIMP1 et 2 pour Tissue Inhibitor MetalloProteinase 1 et 2) '"'"*17°,
De plus, les TZD réduisent 1’expression du récepteur aux chemokines CXCR4 (pour C-X-C
chemokine receptor type 4) a la surface des cellules HT29, de maniére dépendante de
PPARy '"". Ce récepteur joue un role important dans le processus métastatique, car il favorise

la migration cellulaire, par chimiotactisme, vers les organes libérant son ligand SDF-1a (pour

Stromal cell-derived factor-1) en grande quantité, comme les poumons, les os ou le foie ''®.

d. Propriétés anti-angiogéniques des agonistes de PPARYy
La APGJ2 est responsable de I’inhibition de la formation de vaisseaux sanguins in vitro et
in vivo ', Elle est également capable de diminuer la production des cytokines pro-
inflammatoires IL-10 et IL-12 par les macrophages '*, cytokines qui stimulent indirectement
I’angiogénése et I’invasion tumorale . De méme, la Rosiglitazone inhibe la prolifération des
cellules endothéliales, tout en réduisant la sécrétion du facteur pro-angiogénique VEGF par

les cellules cancéreuses de glioblastome ou pulmonaires in vitro. Par ailleurs, son efficacité a
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été démontrée in vivo. Effectivement, la Rosiglitazone diminue la croissance tumorale, suite a
une greffe orthotopique de cellules cancéreuses prostatiques LNCaP chez la souris. Le

81 De la méme maniére, la

traitement entraine une baisse de la densité¢ des vaisseaux
Rosiglitazone et la APGJ2 induisent une réduction de la prolifération des cellules cancéreuses
prostatiques PANC-1 in vitro et in vivo grace a une diminution de I’expression de VEGF '*%.
Cependant, la APGJ2 et la Troglitazone peuvent induire 1’expression de VEGF et de son
récepteur dans les cellules leucémiques THP-1, les cellules endothéliales de I’artére coronaire
et les myofibroblastes de rat '#'%,
e. Propriétés préventives des agonistes de PPARYy

Un effet préventif des TZD a ¢été démontré dans diverses études. En effet, on observe une
diminution de I’inflammation du colon, et donc de la formation de cryptes aberrantes, chez
des rongeurs traités par ces agonistes '>7*!'%*. Le traitement par la Pio permet de réduire le

. . . Min 80,81
nombre de polypes intestinaux chez les souris Apc' " °

. Le traitement de souris par la
Troglitazone permet également la prévention de la formation de tumeurs gastriques '*°.

Chez I’'Homme, un traitement préventif d’un mois avec la Pio (15mg/jour) diminue
significativement le nombre de cryptes abérrantes. Néanmoins, ce traitement n’engendre pas

18 Une étude taiwanaise a

de changement significatif du nombre et de la taille des adénomes
aussi montré que le traitement de patients diabétiques avec les TZD réduisait le risque de
cancer de I’estomac ou du pancréas, risque qui est plus €élevé chez les patients diabétiques que

dans la population normale '*’.

IV. Le stress oxydant

A. Especes réactives et systéme antioxydant
1. Les espéces réactives
Les especes réactives oxygénées (ROS) sont principalement générées par le métabolisme
énergétique, lors de la synthése d’ATP, via la chaine respiratoire. Ainsi, la mitochondrie
produit 85% des anions superoxydes (O,") cellulaires, ce qui en fait le site majeur de
production de ROS in vivo '™. 1l existe toutefois d’autres mécanismes mineurs. En effet, les
enzymes COX produisent également des O," en effectuant la conversion de I’acide

189

arachidonique en prostaglandines et eicosanoides = . Il existe deux isoformes: COXI,

présentant une activité constitutive, et COX2 une activité inductible (facteurs pro-

. . . \ 1
inflammatoires, hormones, facteurs de croissance, oncogénes...) .

De plus, la
NOX (NADPH oxydase), une enzyme associée a la membrane plasmatique, génere aussi des

anions superoxydes lors de I’oxydation du NADPH en NADP" (pour Nicotinamide Adénine
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Dinucléotide Phosphate)™. La surexpression de COX2 et NOX1 est retrouvée dans la plupart
des cancers colorectaux et semblerait étre un événement précoce de la cancérogénése 92,
Enfin, la POX (Proline oxydase), une enzyme localisée au niveau de la membrane interne
mitochondriale, produit des anions superoxydes lors de la transformation de la proline en

A'-pyrroline-5-carboxylate (PC5) %

, tout comme la XOX (Xanthine oxydase) lors du
catabolisme des purines '*. Ces anions superoxydes sont transformés, par le biais de la
superoxyde dismutase (SOD), en peroxyde d’hydrogéne (H,O,). Lorsque ce dernier est
présent en forte concentration, il est transformé en eau (H,O) et en oxygene (O,), par la
catalase. Mais, il peut également étre dismuté en deux radicaux hydroxyls (OHe), trés réactifs
avec le fer et le cuivre (Figure 23). Les espéces réactives azotées (RNS), notamment le
peroxyde nitrique ONOOQO™ qui se forme a partir de 1’oxyde nitrique (NO) et des anions
superoxydes (O), sont trés réactives et jouent un role important dans la cancérogénése *.
L’oxyde nitrique est une molécule importante pour la signalisation cellulaire. 1l est synthétisé
par les NOS selon la réaction suivante :

L-arginine + 3/2 NADPH + H* + 2 O, = citrulline + NO + 3/2 NADP".

Il existe trois isoformes de NOS, endothéliale (eNOS), neuronale (nNOS) et inductible
(iNOS).

0, Arginine

! !

0, NO*
SOD — 1
H,0, ONOO-
Catalase |— 1 \ [
H,0
ADN oxydé ’ I.ipi}oxydés

Protéines oxydées

Figure 23 : Stress oxydant et systéme enzymatique antioxydant (Adaptée de )
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2. Le systeme antioxydant
a. Le systeme du glutathion
Le glutathion (y-L-glutamyl-L-cystéinyl-glycine) représente le réducteur cellulaire
majoritaire, dans toutes les cellules eucaryotes *. Il existe sous deux formes principales : une
forme reéduite majoritaire (GSH) et une forme oxydée (GSSG) (Figure 24). Le rapport
GSH/GSSG est un indicateur important du statut redox cellulaire. Un déséquilibre de ce
rapport a été rapporté dans de nombreuses pathologies, notamment les cancers et les maladies
neurodégénératives. En revanche, la régulation du statut redox extracellulaire est
indépendante du niveau de GSH. En effet, le systéme de transport cystéine-cystine et/ou des

oxydoréductases membranaires en sont les principaux acteurs *%

NH,+ H O -
_G\/\}‘}(NXNWD
w Xﬁ}j\)\ o O ?H 0
0 o
NH,+ : 0 0/ HO
glutamate cysteine glycine Oml/\)\N/"\nrNx){O'
NH+ H O
GSH GS5G

Figure 24 : Structure du glutathion réduit (GSH) et oxydé (GSSG) *
La synthese du GSH comprend deux étapes principales. La premiere étape correspond a la

conjugaison de la cystéine avec le glutamate pour former le y- glutamyl-cystéine. Cette étape
est catalysée par la y-glutamylcystéine ligase (GCL), enzyme formeée de deux sous-unités, une
catalytique (GCLC) et une régulatrice (GCLM). La production de NO, suite & I’activation
d’iNOS, peut engendrer une S-nitrosation de la GCL. Cela a pour conséquence d’inhiber son
activité et d’entrainer une diminution de la synthese du GSH. La deuxiéme étape de cette
synthése consiste a conjuguer la y-glutamylcystéine et la glycine pour former le GSH. Cette

étape est catalysée par la glutathion synthétase (GS) (Figure 25) **.

AA 1) y-glutamyltranspeptidase
Cy'stelnyl Glyclne 2)  vy-glutamyleyclotranstérase
y-Glutamyi-AA Glutathion (GSH) 3)  5-oxoprolinase
ADP - L
Cystine 4) v-glutamylcysteine ligase
Glycine 5) glutathione synthetase
Met 2 > Cystelne 6) Dipeptidase
S-Oxoproline y-clmamyl-c:ystelne 7) Thioltransferase

4 : . .
ATPf\\NAC ADP +P, 8) wvoie de transsulfuration
ADP +P, Glutamate ATP 9) deacylase

Figure 25 : Synthése du GSH ™’
AA = Acide Aminé ; Ser = Sérine ; Met = Méthionine ; NAC = N-acétyl-cystéine.
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La cystéine, produite par le catabolisme de la méthionine, est I’acide aminé limitant de la
synthése du GSH. Le glutamate joue aussi un role tres important dans la régulation de la
synthése du GSH. En effet, une forte concentration intracellulaire en glutamate empéche
I’inhibition de la GCL par le GSH, par un mécanisme de compétition. Enfin, le glutathion est
synthétisé principalement dans le foie, puis exporté vers les autres organes, notamment les
reins, les poumons et les intestins. Au sein de la cellule, 85 a 90% du GSH se trouve dans le
cytosol et le reste dans les organelles (mitochondries, matrice nucléaire et peroxysomes) **.

Le glutathion constitue le plus important agent de défense cellulaire, chez les mammiféres. En
effet, les peroxydes, dont H,O,, sont éliminés par la GSH peroxydase (GPx), selon une
réaction de réduction, qui utilise GSH comme substrat et le transforme en GSSG. Ce dernier
est reconverti en GSH par la GSH réductase (GR) (Figure 26). Cette réaction nécessite

I’apport de NADPH, synthétisé principalement via la voie des pentoses phosphates *.

ROOH - _—~ GSH «_ » NADP -
‘ Glutathion { Glutathion l""
A peroxydase ! reductase
ROH «° 'm~GSSG—  “-NADPH4"

Figure 26 : Le cycle du glutathion *

Les peroxydes (ROOH), dont H,0,, sont transformés en alcool (ROH), par la Glutathion peroxydase (GPx),
selon une réaction de réduction qui utilise GSH comme substrat et le transforme en GSSG. Ce dernier est
reconverti en GSH par la Glutathion réductase (GR), en transformant NADPH en NADP.

Le glutathion participe aussi a la détoxification des xénobiotiques, par conjugaison. Cette
réaction est effectuée par les glutathion transférases (GSTs). Les conjugués sont exportés dans
le domaine extracellulaire par des transporteurs membranaires, qui appartiennent a la famille
MRP (pour Multidrug Resistance associated Proteins) . De plus, le glutathion intervient dans
la survie cellulaire. En effet, la surexpression de BCI2 entraine la redistribution du GSH du
cytoplasme vers le noyau. La séquestration du GSH dans le noyau modifie le statut redox,
bloque ’activité des caspases et favorise ainsi la survie cellulaire 1% |e taux basal de GSH
est également associé aux cancers du colon. Un contenu faible en GSH dans les cellules de la
muqueuse colique et rectale est corrélé a une susceptibilité a la cancérogénese. Néanmoins, de
maniére paradoxale, une concentration élevée dans la tumeur, au moment du diagnostic, est

un mauvais pronostic pour le cancer colorectal .
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b. Les enzymes antioxydantes
Le systéme antioxydant est composé d’enzymes antioxydantes, comme la SOD et la catalase,
dont les actions ont été décrites précédemment, ou encore les thiorédoxines (Trx), qui sont des
enzymes a activité antioxydante intrinseque. Les protéines oxydées par les ROS voient leur
groupements thiols étre modifiés en groupements sulféniques, réduits par les thioredoxines.
Ce sont alors ces derniéres qui sont oxydées et qui sont réduites par la thiorédoxine réductase
(TR). Les thioredoxines sont également impliquées dans le contrdle de nombreuses protéines
régulant la prolifération et la mort cellulaire *. Les peroxyredoxines (Prx) sont des enzymes
possédant des cystéines a activité redox, qui permettent la réduction d’H,0,, lorsqu’il est
présent a de faibles concentrations. Les cystéines oxydées des Prx forment alors des ponts
disulfures, réduits par les Trx. L’hyperoxydation des Prx (formation de groupements

sulfiniques : SO,H) est réversible suite a ’action des sulfiredoxines (Srx) (Figure 27) *%.

HS St
HSSH

S S HS SOH H,0, HS SO,H
| | —
PRO™ o = (PR

Figure 27 : Action et régénération des peroxyredoxines >

c. Les molécules non enzymatiques
Le systeme antioxydant est aussi composé de molécules non enzymatiques.
La vitamine E, lipophile, dont I’a-tocophérol est la forme la plus active, joue un réle majeur
dans la protection des membranes contre la peroxydation lipidique. Aprés réaction avec les
peroxydes, elle est régénérée par 1’action de la vitamine C.
L’acide lipoique (ALA), dont la forme réduite est le DHLA (Acide Dihydrolipoique), permet
I’élimination des ROS et la régénération des vitamines C et E, du GSH et des groupements
thiols des protéines oxydées.
Les caroténoides sont des pigments présents dans les plantes. Ils sont capables de délocaliser

les électrons célibataires et d’éteindre O, ROO™ et OH’, grace a leur structure double liaison.
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Les flavonoides sont des polyphénols (PhOH) qui transfeérent un hydrogéne sur ROO- pour
former le peroxyde correspondant (ROOH). L’intermédiaire (PhO-) issu de cette réaction est

plutdt stable '

B. Effets du stress oxydant et réponses cellulaires
1. Role des ROS dans la signalisation cellulaire
En conditions normales, la production de ROS n’est pas, en soi, une situation de stress
oxydant. Tout d’abord, la cellule posséde un systéme antioxydant efficace. De plus, les ROS
stimulent les mémes voies de signalisation que les facteurs de croissance, par le biais de
MAPK, PLK et PLCy (pour Phospholipase C; Figure 28). Ainsi, elles permettent
I’expression de différents genes de prolifération cellulaire (c-fos, c-jun et c-myc) et activent

les facteurs de transcription AP-1 et NFxB, qui permettent la survie cellulaire '**.

Récepteur

cytokine
fact. croissance
Membrane

NADPH
oxydase

\d
& < ROST<€C—
Cytoplasme
| Mitochondrie
4
NF-xB-inactive
L
[Nexe | [ AP |
Novau \ /
_Transcription des génes >
Figure 28 : La signalisation cellulaire induite par les ROS (adaptée de ***)

Les ROS peuvent également intervenir dans la signalisation cellulaire en modulant 1’activité
des protéines par 1I’oxydation de leur groupement thiol. De méme, les RNS sont capables de

moduler Pactivité des protéines par le biais de S-nitrosylation. Enfin, I’ajout de NO sur les
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acides gras permet la production de composés ¢électrophiles. Ces derniers sont capables de
former des adduits avec les groupements thiols des résidus latéraux des protéines, modifiant

ainsi la fonction de la protéine et sa distribution >,

2. Role des ROS dans la dégradation cellulaire
Une perturbation du statut redox peut causer de sérieux dommages oxydatifs : mutations de
I’ADN et apparition de mésappariements, peroxydation des lipides et dégradation de
protéines. Cette modification du statut redox provoque ainsi 1’apparition de différentes

maladies : troubles cardiovasculaire, maladies neurodégénératives et cancers.

3. Role des ROS dans I’induction de I’apoptose et la nécrose
Le stress oxydant modéré peut entrainer une apoptose, par une augmentation de la production
de céramides, une activation de JNK, p53 et des caspases. Lorsque, le stress oxydant est
important, la forte dose de ROS entraine une inactivation des caspases et une nécrose
cellulaire. Cette caractéristique cytotoxique des ROS est utilisée en thérapeutique pour induire
la mort des cellules cancéreuses, notamment celles qui présentent une déficience du systéme

antioxydant 2**,

4. Role des ROS dans I’induction de ’autophagie
La production en excés de ROS est associée au processus d’autophagie. Cette dernicre
consiste a dégrader les organelles ou les molécules non fonctionnelles afin de maintenir
I’homéostasie cellulaire. L’autophagie est induite par différents stimuli intra ou
extracellulaires (privation de nutriments, infection pathogeéne, agrégats protéiques et
dommages aux organelles), qui sont capables d’inhiber la protéine mTOR (pour mammalian
Target Of Rapamycin). L’autophagie consiste a la formation d’une vésicule a double
membrane, appelée 1’autophagosome, qui englobe les organelles a dégrader. Ce dernier va
ensuite fusionner avec le lysosome pour former 1’autolysosome, et entrainer la dégradation du
contenu de la vésicule. Ce mécanisme est régi par les protéines Atg. Beclin 1 (ou Atg6) est la
protéine principale de ce processus, car elle initie la formation de I’autophagosome
(Figure 29) **. En revanche, 1’autophagie est régulée négativement par Atgd et BCI2. Les
ROS inactivent Atg4 en oxydant un résidu cystéine critique, ce qui permet la formation de
I’autophagosome. En effet, 1’utilisation d’antioxydants permet d’inhiber le processus
d’autophagie **. L’activation des JNK pourrait également étre impliquée dans le phénoméne

d’autophagie *.
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Figure 29 : Mécanisme de I’autophagie 2%

5. Role des ROS dans la réponse UPR
L’accumulation de protéines déstructurées dans le réticulum endoplasmique, suite au stress
oxydant, entraine la réponse UPR (pour unfolded protein response). Cette réponse favorise la
survie cellulaire et améliore la capacité de repliement des protéines dans 1’urgence. Cette
réponse se caractérise par 1’activation de PERK (pour protein kinase RNA-like endoplasmic
reticulum kinase), une protéine kinase transmembranaire. L’activation de cette derniére
permet I’expression de molécules chaperonnes dans le réticulum endoplasmique, notamment
la protéine de choc thermique Hsp27 (pour Heat Shock Protein 27). PERK est également
capable de phosphoryler le facteur de transcription Nrf2 (pour Nuclear factor (erythroid-
207

derived 2)-like 2), dont I’activation entraine 1’expression de protéines antioxydantes

L’activation la voie Nrf2 est décrite plus précisément dans le paragraphe suivant.

C. La voie de signalisation antioxydante Nrf2/Keap1
1. Activation de la voie Nrf2/Keap1 en réponse a un stress oxydant

Nrf2 est un facteur de transcription, a domaine leucine zipper basique (bZIP), sensible au
statut redox. La protéine Keap1 (pour Kelch-like ECH-associated protein 1) inhibe Nrf2 en la
séquestrant dans le cytoplasme. Le couple Nrf2/Keap1 est exprimé dans tous les tissus, et plus
fortement dans les reins, les poumons et les muscles.

En conditions physiologiques normales, ’homodimere Keapl se lie a Nrf2 en deux points.
Cette double liaison permet le bon positionnement de Nrf2 au sein du complexe et le
recrutement d’une sous unité de I'ubiquitine ligase E3, Cul3 (pour Cullin 3). Associée a
I’enzyme de conjugaison de l'ubiquitine E2, Cul 3 permet 1’ubiquitinylation de lysines

spécifiques et donc la dégradation de Nrf2 par le protéasome (Figure 30) 2%,
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Figure 30 : Complexe Nrf2/ Keap1/ Cul3 >

Keapl, qui est également relié a I’actine, permet la séquestration cytoplasmique de Nrf2 et
facilite sa dégradation par son transport vers le protéasome, via le cytosquelette d’actine 2%’
C’est pourquoi, un dysfonctionnement du cytosquelette de 1’actine peut aboutir a I’activation
de la voie Nrf2 *'°. Keapl peut également s’associer avec PGAMS5 (pour phosphoglycerate
mutase family member 5) afin de permettre la liaison du complexe Nrf2/Keapl a la membrane
externe des mitochondries. Cette localisation est idéale pour détecter un stress oxydant *''.

En conditions de stress oxydant, la cystéine 151 de Keapl peut étre oxydée et entrainer un
dysfonctionnement de 1’ubiquitinylation de Nrf2 par Cul3. Les résidus cystéine 273 et 288 de
Keapl peuvent aussi €tre oxydés, ce qui entraine une modification de la structure de la
protéine et une déstabilisation du complexe Nrf2/Keapl. Néanmoins, la libération de Nrf2
nécessite une étape supplémentaire, qui consiste a la phosphorylation de la Serine 40 de Nrf2

212 Les RNS peuvent provoquer une S-nitrosation de

par PKCS (pour protein kinase C 0)
Keapl, qui permet également la séparation du complexe Keapl/Nrf2 >, Une fois libérée,
Nrf2 peut toujours subir une dégradation protéasomique indépendante de Keapl, mais qui est
plus lente *'*.

En absence d’une dégradation rapide de Nrf2, cette derniere s’accumule dans le cytoplasme et
est transloquée dans le noyau, ou elle s’associe & son coactivateur Maf, avant de se fixer sur

une séquence spécifique de I’ADN, appelée ARE (pour Antioxydant Response Element). Cette

séquence est présente au sein des promoteurs de genes spécifiques, notamment les enzymes
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de detoxification de phase Il : HO-1 (pour Heme Oxygenase 1), GCL, NQO1 (pour NAD(P)H
dehydrogenase quinone 1), et les GSTs #*°. Enfin, Nrf2 est capable d’induire I’expression de
MPRI1, protéine impliquée dans I’efflux des espéces chimiques toxiques (Figure 31) 2%°.

Espéces réactives

Antioxydants <

Conditions p
1,;nysio|ogiques 2. Oxydation 3.Activation PKC &

2

Dégradation -

0151
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Maf
ARE
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Figure 31 : Activation de la voie Nrf2/ Keapl par un stress oxydant (Adaptée de **¢)

Cependant, Nguyen T. et al. ont avancé I’hypothese que Nrf2 serait une protéine nucléaire. Ils
s’appuient sur la présence de Nrf2 dans le noyau des cellules HepG2 et H4IIEC3 en absence
de stress. L’ARNm de Nrf2 serait dirigé du noyau vers le cytoplasme ou la synthese de la
protéine serait effectuée par les ribosomes (Figure 32) 2'.
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Figure 32 : Voie de signalisation Nrf2/Keapl proposée par Nguyen et al.

38



Introduction

La protéine Nrf2 serait alors transloquée immédiatement vers le noyau, afin de permettre la
transcription des genes-cibles. Keapl entrerait dans le noyau pour former un complexe avec
Nrf2. Ce complexe serait exporté hors du noyau pour permettre la dégradation de Nrf2 par le
protéasome. En présence d’un stress oxydant, Keapl ne serait plus capable de se lier a Nrf2.
Cette derniere ne serait donc pas exportée vers le cytoplasme pour étre dégradée. C’est

pourquoi, dans ces conditions, Nrf2 s’accumulerait dans le noyau (Figure 32) %'

2. Régulation de la voie Nrf2/Keap1l
Comme toutes les voies de signalisation, la voie Nrf2/Keapl est finement régulée. Par
exemple, I’activation de Nrf2 dépend des MAPK, pour favoriser la survie cellulaire
(Figure 33). Une autre voie de survie cellulaire intervient dans 1’activation de Nrf2, il s’agit de
la voie permettant un réarrangement de 1’actine. En réponse au stress oxydant, elle favorise la
translocation de Nrf2 dans le noyau. Une réponse tardive au stress oxydant consiste a
I’activation de GSK3p, qui favorise la translocation nucléaire de la protéine Fyn. Au sein du
noyau, Fyn phosphoryle Nrf2 au niveau de la Tyrosine 568, ce qui favorise son export

nucléaire et sa dégradation. La voie de signalisation Nrf2 est alors désactivée (Figure 33) *"°.

Detoxifying

: Tumor cell
enzimes

Figure 33 : Régulation de la voie Nrf2/Keap1 (Adapté de *'°)

En condition de stress oxydant, I’expression de Hsp90 et CK2 (pour caseine kinase 2)
augmente fortement. CK2 phosphoryle la thréonine 55 de Keapl, permettant ainsi sa liaison
avec Hsp90. La liaison Keap1/Hsp90 empéche la formation du complexe Keap1/Nrf2 et donc

la dégradation de Nrf2. Si le stress oxydant persiste, on observe une dissociation du complexe
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Keap1/Hsp90 '®. Keapl peut ainsi étre transloqué dans le noyau ou il se lie a Nrf2. Le
complexe est exporté hors du noyau, grace a la séquence NES (pour nuclear export sequence)
de Keapl, afin de permettre la dégradation de Nrf2 *'®. Les ROS peuvent également activer la
voie anti-inflammatoire NFxB, qui inhibe la transcription des geénes-cibles de la voie
Nrf2/Keapl 2"°. Enfin, les microARNs (miR) jouent un role important dans la régulation de la
voie Nrf2/Keapl. En effet, il a ét¢ montré que plusieurs miR sont capables de diminuer
I’expression de ’ARNm de Nrf2, notamment en haussant sa dégradation. Au contraire,
d’autres miRs augmentent la transcription dépendante de Nrf2, en réduisant 1’expression de

Keapl ou de Bachl, protéine qui bloque la formation du dimére Nrf2/Maf *"°.

3. La voie de signalisation Nrf2/Keap1 et la cancérogénése

a. La voie Nrf2/Keapl lutte contre la cancérogénese
L’utilisation de substances inductrices de Nrf2, comme le sulforaphane, 'EGCG (pour
epigallocatechin-3-gallate) ou encore I’oltipraz, permet de protéger les cellules de la

s o . . 220,221
tumorogénése en induisant la réponse anti-oxydante “

. Les drogues donneuses de NO,
notamment la NO-aspirine, sont également capables d’activer la voie Nrf2 en effectuant une
S-nitrosylation de Keapl. Apres des essais précliniques concluants, ces drogues sont testées

.. , . . 213
en clinique pour la prévention des cancers coliques

. De plus, I’inflammation chronique
d’un tissu peut augmenter les risques néoplasiques. C’est pourquoi, les capacités anti-
inflammatoires de Nrf2 lui confeérent un pouvoir de prévention vis-a-vis du développement

222
1

tumoral “**. D’autre part, I’inhibition du promoteur de Nrf2 par la méthylation de sites CpG

223 Enfin, I’inactivation

spécifiques, est retrouvée dans certains types de cancer de la prostate
du gene BRCA I, par diverses mutations retrouvées fréquemment dans les cancers mammaires,
serait responsable d’une diminution de 1’activation de Nrf2. Par conséquent, I’initiation de la

r 4 \ L . I3 . 2
cancérogénése serait induite par un défaut de protection contre le stress oxydant *%.

b. La voie Nrf2/Keap1 impliquée dans la cancérogénese
Le stress oxydant peut aboutir a la peroxydation lipidique, qui entraine la production de HNE
(pour 4-hydroxynonénal). Ce dernier est capable d’induire I’activation de Nrf2. Dans ce cas,
Nrf2 permet la protection des cellules cancéreuses contre un stress oxydant trop important,
qui serait responsable du déclenchement de leur mort cellulaire. C’est ainsi que Nrf2 peut étre
impliquée dans la promotion tumorale. De la méme manicre, Nrf2 protége les cellules
cancéreuses du stress oxydant généré par les granulocytes en phase précoce. Normalement,
par ce mécanisme, les granulocytes peuvent déclencher la mort des cellules cancéreuses .

De plus, la voie Nrf2, par le biais de I’induction de I’enzyme NQOI1, peut limiter I’induction
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de Dl’autophagie. Ce processus permet I’¢limination des composants cellulaires oxydés.
Cependant, elle peut aussi aboutir a une mort cellulaire si cette digestion des composants
cellulaires est trop importante. L’inhibition de I’autophagie, par NQOI1, pourrait donc
favoriser la survie cellulaire **. C’est pourquoi, I’activation constitutive de Nrf2 (par des
mutations inhibitrices de Keapl ou des mutations activatrices de Nrf2) ou sa surexpression a
des stades tardifs sont rapportés dans de nombreux cancers (cancers pulmonaires, mammaires,

hépatiques et de la vessie) 2°#'. L

’augmentation de 1’expression de HO-1, géne-cible de
Nrf2, sous I’induction de la APGJ2 dans les cancers mammaires, permet une libération plus
importante de fer a partir du radical héme. Ce fer labile peut étre utilis¢ pour induire
I’expression de la métalloprotéase MMP1, responsable de la capacité invasive de ces cellules
cancéreuses mammaires 2>, De méme, I’activation de Nrf2 est observée lors du traitement de
cellules cancéreuses coliques par le 5-Fluorouracile (5-FU), ce qui limite sa cytotoxicité 226,
Enfin, Nrf2 est impliquée dans [’expression de protéines permettant 1’efflux des
xénobiotiques. Ainsi, I’activation de cette voie peut provoquer un potentiel de résistance aux
drogues thérapeutiques. Cette résistance est accentuée par la capacité de la voie Nrf2 a lutter

o 7, 209
contre le stress oxydant, souvent généré par ce type de composé “ .

4. Implication de la voie Nrf2/Keap1 dans la biogénése mitochondriale et
la régulation du métabolisme énergétique

L’activation de la voie Nrf2 augmente I’expression de HO-1. L’activité de cette enzyme
génere de 1’oxyde de carbone (CO), responsable de 1’augmentation du nombre de copies de
I’ADN mitochondrial. Cette production de CO accroit également la production de H,O, par
les mitochondries, ce qui active la voie Akt. Cette derniere inhibe GS3Kp, protéine impliquée
dans I’inhibition de la translocation nucléaire de Nrf2 **?*, L’activation de cette voie induit
également 1’expression du geéne NRF1 (pour Nuclear Respiratory Factor-1), dont le
promoteur contient 4 séquences ARE. La phosphorylation de NRF1 par Akt permet son
accumulation dans le noyau et la transcription de genes impliqués dans la biogénese
mitochondriale, tels que Tfam (pour mitochondrial transcription factor A) (Figure 34) >,
De plus, P’activation de la voie Nrf2 induit I’expression de PGCla, notamment grace a

231
1

I’inhibition de sa dégradation par NQO . D’une part, I’accumulation nucléaire de PGCla

228,232
=22, D’autre

induit I’expression de Tfam et donc la biogénése mitochondriale (Figure 34)
part, PGCla induit la transcription de NRF1, qui induit & son tour la transcription de

233,234
Tfam 7.
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Figure 34 : Activation de la biogénése mitochondriale par Nrf2 (adaptée de ***)

Nrf2 inhibe la lipogénése en inhibant I’ATP citrate synthase, la FAS (pour fatty acid synthase)
et ’ACC (pour AcetylcoA Carboxylase), enzymes intervenant dans la voie de synthése des
lipides. De plus, 1’activation de cette voie diminue 1’expression de la pyruvate kinase et donc
la synthése des pyruvates. Les acides gras sont alors utilisés de maniére préférentielle pour
fournir de 1’énergie. C’est pourquoi, Nrf2 pourrait prévenir la prise de poids lors d’une
alimentation grasse. Cependant, une autre ¢tude a montré une baisse de 1’expression de la

pyruvate kinase chez des souris KO Nrf2"-2%7.

5. Autres implications de la voie de signalisation Nrf2/Keapl
L’activation de la voie Nrf2/Keapl permet d’inhiber la différenciation des myotubes. Cette
derniére est impliquée dans 1’atrophie musculaire survenant a la suite de maladies chroniques

235

(cancer, diabéte,...) “°. De plus, Keapl est capable de se lier a IKK, ce qui permet

I’inactivation de la voie pro-inflammatoire NFkB *''. Nrf2 peut, quant a elle, interférer
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directement sur I’activit¢ de JNK2 et inhiber ainsi 1’activation de la voie pro-inflammatoire
AP-1. 11 a également été montré que Nrf2 pouvait réguler négativement 1’expression de
cytokines pro-inflammatoires (IL1P, IL6 et TNF-a) et de médiateurs pro-inflammatoires
(issues de I’activit¢ de COX2 et iNOS) **2. Nrf2 a un rdle protecteur sur les neurones
dopaminergiques de la substance noire, ce qui prévient la survenue de la maladie de
Parkinson *°. Nrf2 est aussi capable d’inhiber Dactivité du promoteur de TGF1B et
I’expression de la fibronectine, ce qui engendre une protection vis a vis de la néphropathie
diabétique *’. Enfin, I’activation de la voie Nrf2 induit I’expression de la protéine Dicer,

protéine impliquée dans la biosynthése des microARNs 219,

D. PPAR et stress oxydant
1. PPARa et stress oxydant
Les fibrates sont capables d’inhiber le complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale de
manicre indépendante de PPARa, ce qui a pour conséquence d’induire un stress du réticulum
endoplasmique et la production d’un stress oxydant. Ce dernier peut étre a 1’origine de la
différenciation des cellules cancéreuses >, De plus, le Féno induit un stress oxydant,
dans les cellules cancéreuses hépatiques HepG2, responsable d’une déplétion du GSH. Ces
événements entrainent un dysfonctionnement mitochondrial et une perturbation de

240
. En

I’homéostasie du Ca®" intracellulaire, responsables de I’induction de la mort cellulaire
revanche, ’agoniste de PPARa, Wy-14643, induit un stress oxydant important, d’origine
mitochondriale, dans les cellules leucémiques ou de cancer pulmonaire. En revanche, il
n’induit aucune perturbation du potentiel mitochondrial ou de la viabilité. Cette production

d’espéces réactives est indépendante de ’activation du récepteur PPARo **°

. De plus, les
agonistes de PPARa sont capables d’induire la production de H,O, via I’induction de
I’acylcoA oxydase ou du cytochrome P450A4 dans le foie de rat “**'. Le Clofibrate est,
quant & lui, capable d’induire la production d’anions superoxydes dans les cellules HepG2 **.
Enfin, Wy-14643 et le Clofibrate, contrairement au Féno, induisent une augmentation de la
transcription d’iNOS dans diverses cellules, de maniére indépendante de PPARa ***. Ce stress
oxydant s’accompagne d’une induction de protéines antioxydantes comme la catalase, la SOD

et la GPx %24,

2. PPARy et stress oxydant
a. PPARy impliqué dans le systeme antioxydant
Plusieurs études ont montré que 1’activation du récepteur PPARYy induisait la transcription de

Nrf2. En effet, il existe une séquence PPRE au sein du promoteur du géne Nrf2 ***2*_ Ainsi,
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différentes TZD induisent 1’expression de GSTA2 ou de HO-1, suite a la fixation de PPARYy
sur les séquence PPRE, présentes au sein de leur promoteur respectif, mais également suite a

I’induction de Nrf2 (Figure 35) %%,
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Figure 35 : Induction de ’expression de GSTA2 par PPARYy

Si PPARy induit I’expression de Nrf2, un mécanisme inverse est également observé ***>°°,

Ainsi, il a été montré que PPARY était moins exprimé chez les souris KO Nrf2”" comparé a

+/+

son expression chez les souris WT Nrf2 8 En effet, il existe une séquence ARE

(-784/-764) dans le promoteur de PPARY, critique pour la régulation de PPARy par Nrf2 **.
La SOD est également un géne cible de PPARy. Effectivement, une diminution de son
expression est observée dans le cceur de souris n’exprimant pas PPARy dans cet organe,

251

provoquant une hypertrophie cardiaque . Les TZD sont également capables d’induire la

GPx3 dans le muscle squelettique humain, de maniere dépendante de PPARYy. L’induction de

252 11 a été montré

cette enzyme provoque une réduction du niveau extracellulaire de H,O,
que les agonistes de PPARy entrainaient une baisse de I’expression de I’enzyme pro-oxydante
iNOS 2% ainsi qu’une hausse de UCP2 (pour Mitochondrial uncoupling protein 2),
protéine qui prévient ’accumulation de O, dans la mitochondrie >*°7. 1l existe également
une régulation de COX2 par PPARy. Néanmoins, I’influence de PPARY sur I’expression de

246,258-260

COX2 varie en fonction des types cellulaires Les diminutions d’expression de
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COX2 et d’iNOS pourraient étre expliquées par I’inhibition de NFxB par PPARY, puisque
NF«B est impliqué dans I’expression de ces deux enzymes. De méme, la APGJ2 augmente
I’expression de COX2 dans les cellules MCF7 via I’activation des voies Akt et AP-1, selon un

261

mécanisme dépendant des ROS Enfin, PPARy peut également provoquer un

accroissement de I’expression de la catalase, suite a la fixation du récepteur sur une séquence
PPRE présente au sein de son promoteur %,

En fonction du type cellulaire et de la dose, la APGJ2 est capable d’activer la voie
antioxydante Nrf2/Keapl en se liant de maniére covalente a Keapl (Cys 151, 273 et 288 ;

Figure 36). L’implication de la APGJ2, dans cette voie, est donc indépendante du récepteur

PPARy.

Figure 36 : Implication de la APGJ2 dans la voie de signalisation anti-oxydante Nrf2 *

L’activation de cette voie par la APGJ2 entraine une augmentation de I’expression de la GCL
et de la GR, permettant une hausse du contenu en glutathion. La APGJ2 induit également

I’expression de la protéine antioxydante HO-1 2329,

b. Les agonistes de PPARY inducteurs d’espéces réactives
Les prostaglandines J2 représentent d’importants inducteurs de production de ROS, et donc de
cytotoxicité, dans certains types cellulaires 2°. Le stress oxydant induit par cette molécule est
associ¢ a une accumulation de protéines oxydées, impliquées dans diverses fonctions
biologiques. Ainsi, la APGJ2 peut altérer le statut redox des cellules en modifiant des
protéines antioxydantes, comme les thioredoxines, la thioredoxine réductase ou la gluthation
peroxydase . Le traitement par les TZD entraine également un dysfonctionnement

mitochondrial, aprés liaison avec la protéine membranaire mitochondriale Mitoneet, qui
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bloque la respiration. Cet effet s’accompagne de la production de ROS, de I’augmentation de
la glycolyse anaérobie et d’une diminution de la production d’ATP (Figure 37) *>**’. Selon un
mécanisme indépendant de PPARy impliquant les ROS, les TZD et la APGJ2 induisent
I’activation de la cascade MAPK (Erk, JNK, p38MAPK) pouvant entrainer un arrét du cycle

cellulaire ou une apoptose 2.

Receptor Independent

T7Dc — Mitochondrial
| ZADS Perturbation
1 1[High] S
PPARy Binding PPARS Binding art aweatrt  Anst  rost
MAPK f Sjif ,:Duf.<Fl’)" |
PPAR',~Pf Gene Effects —_— kB Expression t MAPK Activation T
NFkB pes §  CoFactor — NFKB Activation ¥
| Scavenging A ‘
- Reduced \ Growth Arrest
Receptor Dependent Inflammation | Apoptosis

Figure 37 : Actions des TZD, dépendantes ou indépendantes des récepteurs PPAR *°

Les TZD diminuent I’expression de p65, selon un mécanisme dépendant du PPARy (Receptor Dependent), ce
qui entraine une baisse de ’activation de NFkB (NFkB Activation) et donc une réduction de I’inflammation
(Reduced Inflammation). L’inhibition de cette voie peut également étre due a une augmentation de I’expression
d’IkB ou a une séquestration des co-facteurs de NFkB (CoFactor Scavenging), suite a 1’activation de certains
geénes, en réponse a la liaison (Binding) des TZD avec PPARY, ou avec PPARS, si une forte concentration en
TZD. Ces derniéres peuvent également provoquer un dysfonctionnement mitochondrial (Mitochondrial
Perturbation), selon un processus indépendant du récepteur (Receptor Independent). 11 en résulte une diminution
de production d’ATP et une hausse de la production d’espéces réactives (ROS et RNS). La réponse au stress
(Stress Response) et les ROS qui en découlent vont provoquer un arrét de la croissance cellulaire (Growth
Arrest) et une apoptose (Apoptosis), mais également une réduction de I’inflammation (Reduced inflammation).

Les traitements par les TZD peuvent également induire I’apoptose des cellules cancéreuses
via une production de ROS. Cette derniére peut notamment s’effectuer par I’intermédiaire de
I’activation de POX. L’induction de cette derniére peut étre dépendante du récepteur PPARY,
puisque son promoteur contient une séquence PPRE, mais également indépendante du
récepteur par I’intermédiaire de p53 227"

De plus, il a été montré que la APGJ2 était capable de se lier au GSH selon une réaction
d’addition de Michael. C’est pourquoi, le niveau de conjugaison non enzymatique est

important. APGJ2 induit parallelement I’expression de GSTn, qui augmente le niveau de cette

conjugaison. Cette dernic¢re s’effectue uniquement au niveau du carbone 9 ¢électrophile. Cet
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adduit est ensuite exporté dans le milieu extracellulaire grace aux protéines MRP1. Il s’en suit
une diminution du GSH intracellulaire, qui entraine un stress oxydant et un rétrocontrole
positif pour accroitre sa synthése. Une fois dans le milieu extracellulaire, le conjugué est
dissocié et la APGJ2 lipophile traverse 4 nouveau la membrane cellulaire (Figure 38) *’'. Dans
tous les cas, la liaison de APGJ2 avec le GSH ou les GSTs provoque une séquestration de la

prostaglandine dans le cytoplasme empéchant I’activation de PPARy 272,
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Figure 38 : Conjugaison de la APGJ2 avec le GSH et efflux de I’adduit par MRP1 >

Enfin, les TZD seraient capables de réduire le taux de GSH via la formation d’un adduit avec
ce dernier. Ces adduits ont été observés dans les microsomes hépatiques chez le chien, chez le
rat et chez ’Homme. Mais leurs formations nécessitent une métabolisation des TZD, c’est a

dire I’ouverture du cycle thiazolidine (Figure 39).
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Figure 39 : Adduits Pioglitazone-GSH (A) et Rosiglitazone-GSH (B) *”
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En revanche, 1’adduit prédominant formé entre la Troglitazone et le GSH ne nécessite pas
I’ouverture du cycle thiazolidine *”®. C’est peut-étre pourquoi cet adduit est le seul retrouvé

dans les hépatocytes humains .

V. Les 4- thiazolidinones, des dérivés de TZD, non agonistes de PPARYy

Les 4-thiazolidinones sont caractérisées par la présence d’un cycle dont la structure est
présentée a la Figure 40. Précédemment, il a ét¢é montré que I’activation des récepteurs
PPARy par les TZD nécessitait la présence des deux fonctions cétones au niveau du cycle
thiazolidine **. La présence d’une seule fonction cétone au niveau de ce cycle laisse penser
que les thiazolidinones sont incapables d’activer les récepteurs PPARy. Cette hypothése
repose, néanmoins, sur 1’absence de pharmacophore spécifique de I’activation de PPARy.

Cependant, ces composes possédent, tout de méme, des activités anti-cancéreuses.

O

HN

J

Figure 40 : Structure du cycle 4-thiazolidinone

A. Activité anti-cancereuse des 4-thiazolidinones
Un deérivé 5-benzylidene-thiazolidinone (Figure 41A) a montré une activité anti-cancéreuse
contre les cellules HCT116, MCF7 et MDA-MB435 2™, tandis qu’un autre (Figure 41B) était
efficace a la fois sur les cellules HCT116, MCF7 et HepG2 *™®.
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Figure 41 : Structure de dérivés 5-benzyliden-thiazolidinone anti-cancéreux
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D’autres dérivés 5-benzylidene-thiazolidinones, analogues du sunitinib (Figure 42), un
inhibiteur des récepteurs Tyrosine Kinase (RTK) utilisé en thérapeutique, ont montré leur
efficacité sur les cellules cancéreuses HT29, H460 et MDA-MB231 2""4",
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Figure 42 : Sunitinib et analogues en série 4-thiazolidinone

D’autres dérivés 5-benzylidene-thiazolidinones, analogues du sorafenib (Figure 43), un autre
inhibiteur de Kkinases utilise en thérapeutique, ont également montré leur efficacité

anticancéreuse sur plusieurs lignées cellulaires (A540, H460 et HT29) 2°.

N_ N O
N7 S
L TY PROW;
< # % cl N™ g
0 orlsm o}\<\\

e \F

F R

Sorafenib Analogues du Sorafenib

Figure 43 : Sorafenib et analogues en série 4-thiazolidinone

Enfin, il a ét¢ montré qu’un dérivé de 4-thiazolidinone (Figure 44) était capable d’inhiber
I’arylamine N-acétyl-transférase 1 (NATL1), une enzyme impliquée dans la métabolisation des
xénobiotiques. Elle est souvent surexprimée dans les cancers mammaires, ¢’eSt pourquoi son

inhibition pourrait constituer un traitement pour ce type de cancer 2.
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Figure 44 : Dérivé thiazolidinone inhibiteur de NAT1

Mais, d’autres cibles sont impliquées dans 1’activité anticancéreuse des thiazolidinones.
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1. Inhibition des phosphatases et kinases
La surexpression de PTP1B (pour protein-tyrosine phosphatase 1B), phosphatase impliquée
dans la déphosphorylation d’une tyrosine spécifique du récepteur a I’insuline, est retrouvée
dans certains types de cancers. Son inhibition pourrait donc jouer un réle anti-tumoral mais
pourrait aussi augmenter la sensibilité a I’insuline et la résistance a 1’obésité. Une étude a
montré qu’un dérivé 5-benzylidene-thiazolidinone (Figure 45A) inhibait fortement PTP1B
(ICso =1,1 puM) % inhibition nettement plus importante que celle observée avec la
Troglitazone (ICso ~ 55UM) 222, Ce dérivé est également capable d’inhiber les deux isoformes
de la phosphatase LMW-PTP (pour low molecular weight protein tyrosine phosphatase),
également impliquée dans la régulation négative de la signalisation de I’insuline et dans la
carcinogénése “®%. De plus, un autre dérivé 5-benzylidene-thiazolidinone (Figure 45B) est
capable d’inhiber la phosphatase SHP2, dont la surexpression est observée dans différents
types de cancers, notamment les leucémies. Enfin, un dérivé 2-indolyl-thiazolidinone

(Figure 45C) diminue la croissance des cellules cancéreuses MCF7 et Hela

vraisemblablement via une inhibition des PTK (pour protein tyrosine kinase) %,
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Figure 45 : Dérivés 4-thiazolidinones antagonistes des tyrosine phosphatases et kinases

Enfin, d’autres dérivés 5-benzylidene-thiazolidinone (Figure 46) ont montré une capacité a
induire D’apoptose de cellules cancéreuses pulmonaires en activant spécifiquement les

protéines JINK %,

Fiqure 46 : Dérivés 4-thiazolidinones activateurs des INK
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2. Inhibition des MMPs
Les dérivés de thiazolidinones sont capables d’inhiber les MMPs, protéines souvent
impliquées dans I’invasion métastatique. Un de ces dérivés (Figure 47A) inhibe fortement la
MMP13 (ICs = 36nM) 2, tandis qu’un autre de ces dérivés (Figure 47B) inhibe quant a lui

la sécrétion de MMP3 dans les chondrocytes ¢,
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Figure 47 : Dérivés 4-thiazolidinones antagonistes des MMPs

3. Inhibition de COX2
La surexpression de COX2 joue un réle important dans les phénomeénes inflammatoires et la
cancérogénese. Les inhibiteurs de COX2 sont des molécules potentielles pour la prévention et
le traitement des cancers, notamment le cancer du colon. Une étude a montré qu’un dérivé de
thiazolidinone (Figure 48A) était capable de diminuer fortement la croissance des cellules
HT29, exprimant fortement COX2. Cette inhibition de COX2 a également été montrée pour
d’autres dérivés de thiazolidinones. En effet, un de ces dérivés (Figure 48B) est capable
d’inhiber COX2 avec une ICsy proche du micromolaire tout en étant également capable
d’inhiber COX1 et LOX, mais d’une maniére beaucoup plus limitée ?*’. Un autre dérivé
(Figure 48C) inhibe aussi COX2 (ICsp = 14,4uM), tout en inhibant COX1 de maniere moins
importante (ICsp = 104,7uM). Néanmoins, cette capacité d’inhibition de COX2, et la

sélectivité vis-a-vis de COX1, reste moins efficace que 1’inhibiteur de référence NS398 288
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Figure 48 : Dérivés des 4-thiazolidinones antagonistes des COX et LOX
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4. Inhibition de I’aldose réductase
ALR?2 permet la réduction du glucose en sorbitol en présence de NADPH. La diminution de
ce dernier entraine un dysfonctionnement des enzymes, dont I’activité est dépendante de ce
cofacteur, comme les NOS ou la GR. Le dysfonctionnement de ces enzymes engendre un
stress oxydant, pouvant étre a 1’origine de la cancérogénéese. Un dérivé de thiazolidinone
(Figure 49A) inhibe ALR2 de maniere plus efficace que la molécule de référence utilisée
289

actuellement en thérapeutique, 1’épalrestat (Figure 49B)
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Figure 49 : Dérivés 4-thiazolidinones antagonistes d’ALR2

5. Inhibition de I’angiogénese
Un brevet a été déposé pour des dérivés thiazolidinones (Figure 50A) capables d’inhiber la
production de VEGF. La diminution d’expression de cette protéine, impliquée dans
I’angiogéneése, est due a une baisse de sa transcription par HIFla (pour Hypoxia-Inducible
Factor). En effet, ces composés sont responsables de 1’inhibition de I’interaction de HIFla
avec son cofacteur p300 **. D’autre part, certains composés (Figure 50B) se sont avérés étre
des antagonistes de I’intégrine avBs, ce qui entraine un blocage du mécanisme

angiogénique >°*.
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Figure 50 : Dérivés 4-thiazolidinones inhibiteurs d’angiogénése

B. Autres activités des 4-thiazolidinones

D’autres utilisations des 4-thiazolidinones sont possibles (Tableau 3).
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Activité Cible Références
Staphylococcus aureus 292 293
Staphylococcus epidermidis 292
Anti-bactérienne Escherichia coli 293
Klebsiella pneumoniae 293
Mycobacterium tuberculosis 293 294
. ) Rhizopus sp 293
Anti-fongique Large spectre 394395
Anti-virale HIV-1 296
Anti-parasite Strongyloid du cheval 297
Anti-convulsante Non décrite 297 298
Anti-inflammatoire TAK1 299
Hypnotique Non décrite 297
Protection cardiovasculaire Non décrite 297300
. , Récepteur Muscarinique (M1) 301
Activation de récepteur Reécepteur FSH 557
Inhibition de récepteur Récepteur Histamine (H1) 297
. 302
Inhibition enzymatique Cath;%i/llne D 303

Tableau 3 : Autres activités des 4-thiazolidinones

HIV-1: Human Immunodeficiency Virus

TAK 1: Transforming growth factor-p-Activating Kinase 1, proteine impliquée dans 1’inhibition de NF«B.

FSH: Follicle Stimulating Hormone ; PIM: Proto-oncogene serine/threonine-protein kinase

La cathepsine D est une protéine impliquée dans la synthése de B-amyloide. Son inhibition pourrait donc
constituer une possibilité de traitement de la maladie d’ Alzheimer.

VI. Métabolique et Cancer

A. Les principales voies métaboliques

Uniquement les voies métaboliques intéressantes dans le cadre de ce travail seront détaillées.
Les cellules cancéreuses sont en prolifération constante et utilisent principalement le glucose,
via la glycolyse, le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative, pour apporter 1’énergie
nécessaire a la synthése de leurs composants cellulaires (lipides, acides aminés et
nucléotides). Contrairement a la plupart des cellules normales, la majorit¢ des lipides
tumoraux sont synthétisés de novo. La néoglucogénese, tout comme la dégradation des lipides
et des acides aminés pour un apport énergétique, est minoritaire, voire inexistante, dans les
cellules cancéreuses.

Le point commun de toutes les voies métaboliques est leur dépendance vis-a-vis des
transporteurs d’électrons et des coenzymes, notamment le Nicotinamide Adénine
Dinucléotide (NAD+) et le coenzyme A (CoA). Le NAD+ est synthétisé a partir du nicotinate

et sa phosphorylation aboutit a la formation de NADP+, également trés important pour le
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métabolisme cellulaire. Ces derniers pourront étre réduits en NADH ou NADPH. Le CoA est,
quant a lui, synthétisé a partir de la vitamine B5 (ou acide panthothénique), et il assure le
transport des groupements acyles 3

1. Laglycolyse

La glycolyse s’effectue dans le cytoplasme et correspond a I’oxydation du glucose en
pyruvate. Cette oxydation s’accompagne d’une synthése d’ATP, qui fournit 1’énergie
nécessaire au fonctionnement cellulaire. Pour cela, le glucose est importé dans la cellule par le
transporteur membranaire GLUT1 (pour Glucose Transporter 1). Au sein du cytoplasme, il va
subir plusieurs réactions enzymatiques, afin d’aboutir a la formation de pyruvate (Figure 51).
Le bilan de la glycolyse se résume par la réaction suivante :

Glucose + 2 ADP + 2 P; + 2 NAD" — 2 Pyruvate + 2 ATP + 2 (NADH + H") + 2 H,0.

En absence d’oxygéne, le pyruvate est transformé en lactate par la LDH (pour Lactate
Déshydrogenase). On parle alors de glycolyse anaérobie °
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Figure 51 : La glycolyse anaérobie (Adaptée de **)

00

GLUT1: Glucose Transporter 1; HEX: Hexokinase; GPIl: Glucose-6- Phosphate lIsomérase; PFK:
PhosphoFructoKinase ; ALDO : Aldolase ; TPI: TriosePhosphate Isomérase ; GAPDH : Glyceraldehyde-3-
Phosphate Déshydrogenase ; PGK : PhosphoGlycerate Kinase ; PGM : PhosphoGlucoMutase ; ENO : Enolase ;
PKM : Pyruvate Kinase ; LDH : Lactate Déshydrogénase.
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Introduction

La glycolyse est reliée a d’autres voies métaboliques. En effet, le Glucose-6-P peut
approvisionner la voie des pentoses phosphates, qui sera décrite ultérieurement, pour induire
la synthése des nucléotides. De plus, le Dihydroxyacétone-P peut étre transformé en
Glycerol-3-P, puis en Glycérol suite a 1’action successive de la GPD (pour Glycerol-3-
Phosphate Dehydrogenase) et de la GK (pour Glycerol Kinase). Le glycérol sera ensuite

utilisé pour synthétiser des lipides.

2. Le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative
En présence d’oxygene, le pyruvate est transporté dans la mitochondrie ou il est métabolisé en
oxaloacétate par la Pyruvate Carboxylase (PC) ou en Acétyl-CoA par la PDH (pour Pyruvate
DeHydrogenase). La PDH peut étre inhibée par la PDK (pour Pyruvate Dehydrogenase
Kinase). L’ Acétyl-CoA peut servir de précurseur a la synthése des acides gras, mais il peut
aussi alimenter le cycle de Krebs, également appelé cycle des acides tricarboxyliques (TCA ;
Figure 52). Apres diverses métabolisations, 1’oxaloacétate est régénéré en ayant permis la
production de cofacteurs (NADH, H+ et CoQH2). Néanmoins, si la malate déshydrogénase
(MDH) est inhibée, en raison d’un taux de NADH ou d’oxaloacétate trop élevé, 1’enzyme
malique mitochondriale (ME) produit du pyruvate a partir du malate afin de relancer le cycle

de Krebs %,
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Figure 52 : Le cycle de Krebs

PC: Pyruvate Carboxylase; PDH: Pyruvate DésHydrogenase; PDK : Pyruvate Déshydrogenase Kinase
ACLY : ATP-citrate synthase; ACO : Aconitase ; IDH : Isocitrate DésHydrogenase ; GLS : Glutaminase ;
OGDH : 2-OxoGlutarate DeHydrogenase ; SUCL : succinyl-CoA synthase ; SDH : Succinate DeHydrogenase ;
FH : fumarate hydratase ; MDH : Malate DésHydrogenase ; ME : Enzyme malique ; Electron transport chain :
chaine de transport des électrons ; Fatty acid synthesis : Synthese des acides gras.
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Le cycle de Krebs peut aussi étre alimenté au niveau de 1’a-cétoglutarate. En effet, ce dernier
peut étre synthétise grace a la métabolisation de la glutamine en glutamate, par la Glutaminase
(GLS) %,

Au final, le cycle de Krebs ne produit qu'un seul équivalent ATP (une molécule de GTP), lors
de I’étape de transformation du Succinyl-CoA en Succinate. L'essentiel de I'énergie chimique
potentielle produite existe sous forme de pouvoir réducteur: 3 NADH,H" et 1 CoQH2
(Ubiquinone réduite). Ce pouvoir réducteur est ultérieurement utilisé pour produire de I’ATP,
dans la chaine respiratoire mitochondriale 3**. Cette derniére est constituée de plusieurs
complexes de protéines membranaires de la mitochondrie (Complexe I, II, Il et 1V), qui
servent a réoxyder les coenzymes NADH et ubiquinone (CoQ). Cette oxydation s'accompagne
de la création d'un gradient transmembranaire de protons. Ce dernier va étre utilisé par I’ATP
synthase afin de synthétiser de I’ ATP (Figure 53) 3%,
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Figure 53 : La chaine de transport des électrons dans la mitochondrie

La chaine respiratoire va également étre a I’origine d’une production d’O,". L’oxydation du
glucose en présence d’oxygene est appelée glycolyse aérobie. Son bilan est :

Glucose + 6 O, + 36 ADP = 6 CO, + 6 H,0 + 36 ATP **,

La B-oxydation des acides gras fournit également de 1’ AcétylCoA, qui peut alimenter le cycle
de Krebs pour fournir de I’ATP **,
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3. La voie des pentoses phosphates
Toutes les réactions de la voie des pentoses phosphate se déroulent dans le cytosol. La
premiére phase est oxydative. Le Glucose-6-phosphate, issu des premiéres étapes de la
glycolyse, est métabolisé en Ribulose-5-phosphate. Cette métabolisation nécessite plusieurs
étapes enzymatiques, qui permettent la synthése de NADPH. Ce dernier est nécessaire a la
réduction du GSSG et a certaines biosyntheses réductives, comme la synthése des acides gras.
L’enzyme clé de cette phase est la Glucose-6-phosphate-déshydrogénase (G6PDH), dont

Iactivité varie en fonction de la disponibilité en NADPH (Figure 54) **,

A /O
T (l: =0 C
NADP* 4 H* H— (IZ OH H,0  H* H—C—OH

?.
c
|
HO—(ll—H (I) AL» HO—
C I
| i
¢

ol ®
H=C—0H Glucose-6- =Ce=H 6-Phospho o
H— phosphate (J: glucono —O0OH
| déshydrogénase | lattonase
CH,0PO,2~ CH,0PO,2" CH,0PO,2~
Glucose 6-phosphate 6-Phosphoglucono- 6-Phosphogluconate
d-lactone
@ » NADP*
6-Phospho
gluconate =
déshydrogénase et
€0,
+
CH,OH
i
H—C—OH
H—C—OH
CHZOP037‘

Ribulose 5-phosphate

Figure 54 : Etapes de 1a phase oxydative de la voie des pentoses phosphates

Le Ribulose-5-phosphate est isomérisé par la pentose-5-phosphate isomérase en Ribose-5-
phosphate. Ce dernier permettra la synthese d’ARN, d’ADN et de cofacteurs contenant des
nucléotides.

La deuxiéme phase de la voie des pentoses phosphate est non oxydative. Elle permet la
production de Glyceraldéhyde-3-phosphate et de Fructose-6-phosphate a partir du Xylulose-5-
phosphate et du Ribose-5-phosphate (Figure 55). Toutes ces réactions sont réversibles. De ce
fait, dans les cellules en prolifération qui ont de grands besoins en nucléotides, le
Glyceraldéhyde-3-phosphate et le Fructose-6-phosphate peuvent permettre la synthése de

Ribose-5-phosphate. En revanche, ce mode de synthese ne fournira aucun NADPH.
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Figure 55 : Etapes de la phase non oxydative de la voie des pentoses phosphates 304

4. La lipolyse

Les triglycérides sont transformés en acides gras suite a I’action de la lipase. La premicre
¢tape de la P-oxydation des acides gras s’effectue dans le cytoplasme, au niveau de la
membrane externe mitochondriale, ou se situe I’AcylCoA synthétase. Les acides gras saturés
(a n carbones) sont ainsi transformés en AcylCoA (a n carbones). L’AcylCoA est transféré
dans la mitochondrie grace a 1’acylcarnitine transférase et a I’acylcarnitine translocase
(Figure 56), ou il sera déshydrogéné en Trans-déhydroacylCoA (a n carbones; ou
Trans-A*-EnoylCoA), par I’AcylCoA oxydase ***.
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Figure 56 : Transfert de I’AcylCoA dans la mitochondrie **
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L’Acyl-CoA (a n carbones) va alors subir diverses transformations enzymatiques, afin
d’aboutir a la production d’'un Acétyl-CoA et d’un Acyl-CoA (4 n-2 carbones). Ce dernier
subira a nouveau les mémes métabolisations, appelées hélice de Lynen. Ainsi, un acide gras a
18 carbones va fournir 9 Acétyl-CoA, qui vont alimenter le cycle de Krebs pour fournir de
I’ ATP (Figure 57) **.
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Figure 57 : L’hélice de Lynen >

La dégradation des acides gras insaturés ou a nombre impair de carbones utilisent des
variantes de la p-oxydation. Deux enzymes supplémentaires sont nécessaires pour

la B-oxydation des acides gras insaturés : la cis-A’-énoylCoA isomérase et la 2,4-diénoyl-CoA
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réductase. En revanche, la B-oxydation des acides gras a nombre impair de carbones est
identique a celle des acides gras a nombre pair, hormis au moment de la derniére étape ou il y
a formation d’Acétyl-CoA et de Propionyl-CoA. Ce dernier peut étre converti en

SuccinylCoA, par carboxylation et isomérisation, qui sera utilisé dans le cycle de Krebs.

B. Le métabolisme, pilote du devenir cellulaire
1. Métabolisme et cycle cellulaire

Avant de se diviser, la cellule doit s’assurer qu’elle posséde I’énergie nécessaire pour
répliquer I’ADN. Le statut métabolique joue donc un rdle considérable dans le processus de
division. Ainsi, un haut niveau de Fructose-2,6-Biphosphate, reflet du niveau de glucose,
permet la progression du cycle cellulaire en mitose. Par ailleurs, une surexpression de la
6-phospho-fructo-2-kinase augmente la prolifération cellulaire grace a la surexpression de la
cycline D3.

Les cyclines D régulent le passage en phase S du cycle cellulaire. La cycline D1 inhibe de
nombreux genes-cibles impliqués dans la glycolyse (PK, Hexokinase 2), la lipogénese (FAS
et ACC) ou l’activité mitochondriale. En réduisant ainsi I’activité métabolique, elle évite une
réinitiation de la phase G1 avant le passage en phase S. Par la suite, I’expression de la
cycline DI diminue en phase S, afin d’augmenter la disponibilit¢ des intermédiaires
métaboliques, qui apportent I’énergie nécessaire a la réplication de I’ADN.

Une baisse de la production d’ATP mitochondrial engendre une diminution de 1’expression de
la cycline E. 1l s’en suit un arrét entre la phase G1 et la phase S, jusqu’a la restauration du
niveau d’ATP. L’Acetyl-CoA cytosolique influence 1’activité de 1’histone acyl transférase,
qui permet I’acétylation de I’ADN et donc une modification de sa structure. La réplication de

I’ ADN est alors possible, le cycle cellulaire progresse vers la phase S *%.

2. Métabolisme et mort cellulaire

Les cellules avec une forte activité métabolique sont plus résistantes aux stimuli apoptotiques.
En effet, un haut niveau de glucose inhibe 1’expression de PUMA (pour p53 upregulated
modulator of apoptosis) médiée par p53, ce qui contribue a inhiber 1’apoptose. De plus, le
glucose est capable d’inhiber la protéine pro-apoptotique Bad via la voie Akt. En revanche,
suite & une diminution du niveau de glucose, p53 est phosphorylé par AMPK, ce qui induit un
arrét en phase G1/S. Si le niveau bas de glucose persiste pendant une période prolongée, la
cellule s’orientera vers la sénescence non réplicative, caractérisée par 1’expression de la
B-galactosidase **°.

Une réduction du glucose entraine également une baisse de la production de NADPH par la

60



Introduction

voie des pentoses phosphates, ce qui active la caspase 2, une protéine effectrice de 1’apoptose.
De plus, I’interaction de 1’hexokinase 2 avec la protéine mitochondriale VDAC (pour voltage-
dependent anion channel) est importante pour la fonction mitochondriale et la survie
cellulaire. Le détachement mitochondrial de I’hexokinase 2 permet également 1’activation de

306
la caspase 2 7.

3. Métabolisme et autophagie
Une déplétion en nutriments peut entrainer une autophagie non sélective grace a une
activation d’Akt. La dégradation des organelles permet d’apporter des acides aminés, des
lipides, des nucléosides et des carbohydrates, nécessaires au métabolisme en absence de
nutriments 7.

4. Métabolisme et stress oxydant
En présence d’un stress oxydant, le métabolisme des carbohydrates est réorienté de la
glycolyse vers la voie des pentoses phosphates, notamment par 1’inhibition de la GAPDH. La
protéine ATM (pour Ataxia Telangiectasia Mutated) régule ce shift métabolique. En effet, la
présence de ROS active le composé redox sensible ATM, qui permet le recrutement de Hsp27
au niveau de la G6PDH. La formation de ce complexe accroit 1’activité de la G6PDH,
I’enzyme clé de la voie des pentoses phosphates. Cette voie permet la synthéese de NADPH,
impliqué dans la réduction du GSH, et la synthése de Ribose-5-Phosphate, impliqué dans la
synthése des nucléotides. Ainsi, ATM permet de lutter contre le stress oxydant en réduisant le

GSSG en GSH, et de prévenir les dommages a ’ADN en synthétisant des nucléotides. ATM

joue également un role dans la réparation de I’ ADN et dans le cycle cellulaire ***.

C. Altération du métabolisme dans les cellules cancéreuses : I’effet Warburg
1. Définition de I’effet Warburg

Les cellules tumorales sont des cellules parasites dont la seule fonction est de proliférer au
dépend de son hote. Le role du glucose est trés important dans la lipogenése et la synthese
protéique. Les cellules tumorales favorisent la transformation du glucose en lactate, méme en
présence d’oxygene. Ce phénomene est appelé glycolyse anoxique ou effet Warburg. La
production d’ATP glycolytique augmente considérablement la consommation de glucose,
puisqu’elle ne produit que 2 ATP par molécule de glucose. Mais cette voie a 1’avantage de
produire de 1’ ATP nettement plus rapidement que la phosphorylation oxydative **.

Les cellules tumorales utilisent aussi fréquemment la Glutamine comme source de carbone
secondaire. En effet, la Glutamine est métabolisée en Glutamate, puis en a-Cétoglutarate. Ce

dernier peut étre utilis¢é pour réapprovisionner les intermédiaires du cycle de Krebs,
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notamment 1’Oxaloacétate ou le Malate, pour regénérer le Pyruvate via 1’enzyme

31031 “Enfin, les tumeurs invasives coliques et urothéliales sont corrélées a une

malique
surexpression de TKTL1 (pour Transketolase-like protein I). Cette protéine régule la partie
non oxydative de la voie des pentoses phosphates, et relie cette derniére a la glycolyse. Sa
surexpression entraine donc une hausse de la glycolyse et contribue a I’effet Warburg ',

Les particularités métaboliques des cellules cancéreuses pourraient fournir des cibles
thérapeutiques potentielles. Il a déja ét¢ montré que le passage forcé des cellules cancéreuses

, . s . . : 305
vers un métabolisme aérobie permettait de diminuer leur croissance ~ .

2. Implication des oncogénes et des genes suppresseurs de tumeurs
a. HIF-1

Les tumeurs, surtout les tumeurs solides, se caractérisent par un phénoméne d’hypoxie, en
raison d’une mauvaise angiogenese. Les événements induits par [’hypoxie dépendent
largement de I’activité du régulateur transcriptionnel HIF-1, stabilis¢é en conditions
hypoxiques. La perte de fonction des genes p53, PTEN ou VHL (pour Von Hippel-Lindau
tumor suppressor), ’'inhibiteur de HIF-la, ou I’activation de Ras, Src ou PI3K, tres
fréquentes dans les cellules cancéreuses, entrainent une accumulation de HIF-1a indépendante
du statut en O,°" Cette accumulation de HIF-1a peut également étre due a une altération du
géne de la succinate déshydrogénase ou de la fumarase. En effet, 1’altération de ces enzymes
provoque une accumulation du succinate ou de fumarate qui interfére avec les étapes
d’hydroxylation de HIF-1a par HPH (pour HIF prolyl hydroxylases). Ces hydroxylations sont
nécessaires a I’inhibition de HIF %',

Ainsi, le chlorure de cobalt, qui réduit le contenu en ascorbate, cofacteur nécessaire a
Iactivité de HPH, permet la stabilisation de HIF-1a ">, De méme, le DFO (desferrioxamine)
permet la chélation des ions Fe2+, qui sont également nécessaires a 1’activité de 1’enzyme
HPH *'®. Ces deux composés permettent donc de mimer des conditions hypoxiques.
L’expression de HIF-1a est également corrélée au statut redox de la cellule. Une hausse du
stress oxydant régule positivement HIF-1a, et inversement *'’. HIF-1o va étre responsable de
I’expression de nombreux geénes impliqués dans I’angiogenese, I’expression des facteurs de
croissance ou l’invasion cellulaire. En effet, HIF-1a est responsable de I’augmentation de
I’expression de geénes impliqués dans la synthése de ligand pour I’E-sélectine. Ainsi,
I’extravasation des cellules tumorales est favorisée par leur adhésion a I’E-sélectine exprimée
par les cellules endothéliales. HIF-1a augmente la capture du glucose, via la synthése des

transporteurs du glucose (GLUT), et accentue la glycolyse par I’augmentation de 1’expression
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des enzymes glycolytiques (HEX, GPI, ALDO, PGK, PGM, ENO). HIF-1a favorise aussi la
transformation du pyruvate en lactate plutot qu’en acétylCoA, par une hausse de 1’expression
de la LDH (Figure 58) *%.
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Figure 58 : Implication des oncogéne et des génes suppresseurs de tumeur dans I’effet Warburg >

GLUTI1 : Glucose Transporter 1; HEX: Héxokinase; GPI: Glucose-6- Phosphate Isomérase; PFK:
PhosphoFructoKinase ; ALDO : Aldolase ; GPD : Glycerol-3-Phosphate Déshydrogenase ; GK : Glycerol
Kinase ; TPI: TriosePhosphate Isomérase ; GAPDH : Glyceraldehyde-3-Phosphate Déshydrogenase ; PGK :
PhosphoGlycerate Kinase ; PGM : PhosphoGlucoMutase ; ENO : Enolase ; PKM : Pyruvate Kinase ; LDH :
Lactate Déshydrogénase.

La surproduction de lactate entraine une acidification du milieu péritumoral, qui empéche
I’action des cellules immunitaires. HIF-1a favorise également la production de lactate a partir
du pyruvate, en augmentant 1’expression de la PDK, qui est I’inhibiteur de la PDH, enzyme
catalysant la transformation du pyruvate en Acétyl-CoA. Il en résulte une baisse du cycle de

Krebs *'*. De plus, I’hypoxie, via HIF1a, génére des ROS qui diminuent I’expression des
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sous-unités de la chaine respiratoire, et réduisent donc la phosphorylation oxydative *'.

Néanmoins, il a ét¢ montré que 1’expression de HIF1o, induite suite & un stress hypoxique
dans les cellules musculaires de rat, augmentait I’expression des enzymes du cycle de Krebs,
telles que la citrate synthase ou la succinate déshydrogénase. Cet effet permet une hausse de
la production d’ATP *'%,

Enfin, la liaison de HIF-la sur une région promotrice de la choline kinase, accroit
I’expression de cette enzyme. Il en résulte une augmentation de la synthése de

phosphocholine et des cholines totales, qui ont un role vital pour la croissance cellulaire *'°.

b. Sirtl, p53 et c-myc

La capacité de Sirtl a inhiber HIF-1a par déacétylation lui permet de jouer un rdle dans la
diminution de la glycolyse et donc de I’effet Warburg '>*"°. Ainsi, Sirtl privilégie la voie des
lipides, au détriment du glucose et des acides aminés, pour produire de I’énergie *%.

Le géne suppresseur de tumeur p53 joue un rdle dans la régulation du métabolisme
énergétique. Il permet 1’alimentation du cycle de Krebs en augmentant I’expression de la
glutaminase 2 (GLS2), enzyme responsable de 1’hydrolyse de la glutamine en glutamate **'.
p53 réduit aussi la glycolyse en inhibant 1’expression des transporteurs du glucose
(GLUTTI et 4) et de la phosphoglycérate mutase (Figure 58). La mutation du gene p53 permet
une rupture du complexe mitochondrial cytochrome c oxydase, ainsi qu’une absence de
répression des transporteurs du glucose, responsables d’un switch vers la glycolyse. De plus,
en absence de p53, on observe une hausse du métabolisme du glucose (glycolyse et voie des
pentoses phosphates) dépendante de NF«B. Enfin, il a été montré qu’une mutation de p53
accente I’induction de I’expression de 1’hexokinase 2 ***°%.

L’oncogene c-myc peut induire ’activation des voies de signalisation PI3K/Akt et Ras/Raf,
impliquées dans D’expression de protéines qui régulent la glycolyse et la glutaminolyse
(GLUT, hexokinase 2 et glutaminase 2 ; Figure 58). C-myc diminue également I’entrée du

pyruvate dans le cycle de Krebs en induisant I’expression de PKD ***,

3. Interférence des agonistes de PPAR avec I’effet Warburg
a. Interférence des agonistes de PPARa avec I’effet Warburg
L’activation de PPARa par le Féno réduit 1’activité et I’expression de HIF-1a induites par
I’hypoxie dans les cellules cancéreuses mammaires MCF7 et ovariennes M2780. En effet,
PPARa permet une augmentation de la dégradation de HIF-1a via une hausse de sa liaison
avec la protéine VHL. Il s’en suit une baisse de I’induction de ses genes-cibles GAPDH
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(pour glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) et HO- . Inversement, il a été montré
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qu’un stress hypoxique diminuait I’expression de PPARa dans les cellules intestinales in vitro
et in vivo, notamment grace a la fixation de HIF-1a sur le promoteur du gene codant pour
PPARa %, Néanmoins, une autre étude a montré un accroissement de I’expression de PPARa

en conditions hypoxiques dans les glioblastomes 73?8,

Il a également été montré que le Féno augmentait I’expression et I’activité d’AMPK. Cette
derniére stimule la B-oxydation des acides gras dans la mitochondrie, grace a une inhibition
de I’acétylcoA carboxylase par phosphorylation. De plus, AMPK inhibe I’activité de LXRa
(pour Liver X Receptors), induisant une inhibition de la synthése d’acides gras *%.
L’activation de PPARa stimule également la B-oxydation des acides gras par 1’activation de
I’acylcoA synthétase mitochondriale et de CPT1/2 (pour Carnitine palmitoyltransferase 1/2 ;
Figure 59). L’augmentation de la B-oxydation des acides gras génére une quantité plus
importante de cofacteurs réduits (NADH et FADH2 pour Flavine adénine dinucléotide
réduite). Ces derniers vont accroitre le flux électronique a travers la chaine respiratoire
mitochondriale non fonctionnelle. Il s’en suit une production de ROS qui peuvent induire
I’apoptose. De plus, la chaine respiratoire n’étant pas fonctionnelle, le NADH non utilisé est
transféré dans le cytosol. Son accumulation empéche alors le processus glycolytique en
inhibant la GAPDH. Néanmoins, les effets anticancéreux des agonistes de PPARa concernent
uniquement les cellules cancéreuses possédant des mitochondries dites « paresseuses » %°.
L’activation de PPARa semble donc inhiber la glycolyse au profit de la p-oxydation des

acides gras.
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Figure 59 : Interférence des agonistes de PPARa avec ’effet Warburg
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b. Interférence des agonistes de PPARP/6 avec I’effet Warburg

L’activation de PPARP/S présente, en partie, des effets identiques a ceux de PPARa. En effet,
les agonistes de PPARPB/d accroit 1’oxydation mitochondriale des acides gras par une
augmentation de [Dactivit¢ de CPTI, de [D’acylcarnitine translocase et de 1’acylcoA
déshydrogénase a long terme. PPARPB/6 est donc capable de compenser PPARa s’il est
déficient **’. Ainsi, une étude de flux de métabolites a permis de mettre en évidence ’action
du récepteur PPARS activé par un agoniste sélectif dans les cellules adipocytaires 3T3L1. Ce
traitement induit une hausse de la consommation d’oxygene cellulaire, une augmentation de
I’oxydation des acides gras, de ’activité du cycle TCA et de ’oxydation des acides aminés
ramifiés extracellulaire **°,

Néanmoins, I’hypoxie accroit la transcription dépendante de PPARP/S, contrairement a
PPARaq, ce qui permet I’induction de IL-8 et de VEGF dans les cellules HCT116 **'. En
revanche, un stress hypoxique dans les cellules cardiaques provoque l’expression des

miR199a~214, responsables de la répression de 1’expression de PPARB/S **%.

c. Interférence des agonistes de PPARY avec I’effet Warburg
D’une part, I’activation de PPARYy serait capable d’activer HIF-1a, et I’induction de ses

333334 14 L
~7", Néanmoins, il a été

génes-cibles, dans les cellules stromales et le tissu adipeux blanc
montré que l’activation de PPARy par la Rosiglitazone diminuait, in vitro et in vivo,
I’induction de HIF-1a dans des cellules endothéliales de 1’artére pulmonaire en conditions
hypoxiques. De plus, HIF-1a augmente 1’expression du récepteur PPARYy dans les cellules

335 En revanche, il a été

HepG2, notamment grace a la fixation de HIF-1a sur son promoteur
montré qu’un stress hypoxique réduisait I’expression et ’activité de PPARy dans les cellules
musculaires lisses des arteres pulmonaires ou dans les cellules pulmonaires in vitro et
in vivo %7,

D’autre part, I’activation de PPARy permet 1’augmentation de la syntheése des acides gras
dans les adipocytes, notamment grace a 1’induction de I’expression de la glycérol kinase, de
SCDI1 (pour Stearoyl-CoA désaturase) et de SREBP1 (pour sterol regulatory element-binding

protein 1) **

. Ce dernier est responsable de 1’induction de I’expression de la FAS et
d’ACC **°. De plus, d’autres études ont montré 1’augmentation de la synthése des acides gras
dans le foie suite au traitement de souris obéses par la Rosiglitazone *** et I’augmentation de
I’expression de la FAS dans le tissu adipeux de rat obéses traités par la Pio **'.

Les TZD, qui inhibent fortement le complexe I de la chaine respiratoire, provoquent un

dysfonctionnement de la chaine respiratoire, responsable de la diminution de la B-oxydation
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des acides gras (Figure 60). Cela s’accompagne d’une production de ROS et d’une réduction
de I'oxydation de NADH par une baisse de I’activit¢ de la NADH déshydrogénase. Ce
cofacteur peut donc étre utilisé pour alimenter la voie glycolytique. Par ce biais, il a été
montré que les TZD pouvaient présenter une activité de différenciation *. L’inhibition de la
chaine respiratoire augmente également la libération de lactate et d’acétate dans le milieu
extracellulaire 3*>3%, Cette inhibition du complexe I de la chaine respiratoire par les TZD est
trop importante pour permettre a la chaine respiratoire de permuter vers I’oxydation du
FADH2 au lieu du NADH. On observe alors une hausse de la glycolyse pour compenser le
dysfonctionnement mitochondrial. En revanche, cette permutation est possible suite a
I’inhibition partielle de ce complexe par les agonistes de PPARa . Ces effets ont été

observés principalement dans des cellules hépatiques et musculaires saines.

Agonistes PPARy =) <, Activité de la NADH déshydrogénase

l l

Inhibition du complexe | Diminution de 'oxydation du NADH
de la chaine respiratoire

l l

Production de ROS Augmentation de la voie glycolytique
Diminution de la -oxydation des
acides gras

l

Diminution de l'alimentation
du cycle de Krebs

Figure 60 : Interférence des agonistes de PPARYy avec I’effet Warburg

Mais, les TZD présentent aussi des effets indépendants de PPARy, qui peuvent étre totalement
différents des effets dépendants du récepteur. La Troglitazone et la Ciglitazone induisent une
réponse similaire a une privation en glucose dans les cellules cancéreuses prostatiqgues LNCaP
et mammaires MCF7. Cet effet serait indépendant de PPARY puisqu’il est également observé
avec les dérivés de ces molecules, STG28 et OSU-CG12 (Figure 61), incapables d’activer le

récepteur.

67



Introduction

A B
b 0 R £
rjg/v 3 @/\///
NH N
O .‘\\\\O S“ HO Sw
0) 0)
STG28 OSU-CG12

Figure 61 : Structure des dérivés STG28 (A) et OSU-CG12 (B)

X0

Il est a noter que OSU-CG12 diminue le niveau glycolytique des cellules LNCaP via une
réduction de ’ARNm de I’Hexokinase 2 et de la phosphofructokinase 1. Il s’en suit une
baisse du NADH et du lactate intracellulaire '°. Les TZD sont aussi capables d’activer
AMPK par phosphorylation, de maniére indépendante de PPARYy, ce qui engendrerait
I’inhibition d’ACC. Tout cela aurait pour effet d’augmenter la fonction mitochondriale et
I’oxydation des acides gras **?*2%_ L’activation d’AMPK par les TZD pourrait étre due a
une diminution du taux d’ATP ****. Enfin, Pio augmente ’expression de PDK4 dans les
cellules cancéreuses pulmonaires NCI-H2347 and NCI-H1993, ce qui induit une diminution
de ’oxydation du glucose. Cette derniere est associée a une augmentation de la glycolyse et
de I’oxydation des acides gras, a 1’origine de la production d’un stress oxydant. Ce stress est
accentu¢ par la diminution de la synthése du GSH. En effet, Pio inhibe I’activité¢ de la
glutaminase, ce qui diminue le contenu en glutamate, métabolite nécessaire a la synthese du
GSH. Ainsi, en modifiant le métabolisme en différents points, Pio inhibe la prolifération de

, 4
ces cellules cancéreuses %,
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Plusieurs études ont montré que les traitements de cellules cancéreuses par des ligands
de PPARa ou PPARY entrainaient un ralentissement de la croissance cellulaire, accompagné
d’un processus apoptotique. Suite a une administration chez 1’animal, ils provoquent une
baisse du développement des tumeurs. Ces dernieéres peuvent étre induites par un carcinogene
ou par une greffe de cellules cancéreuses. Cependant, il est admis que ces ligands peuvent agir

de maniére indépendante de I’activation de I’isotype de PPAR.

Dans la continuité¢ des travaux réalisés au laboratoire, 1’objectif principal de cette étude a
consisté a étudier I’impact des traitements par des ligands de PPARa et PPARY sur la survie
de cellules cancéreuses coliques humaines. Les modifications du statut redox ont été
particulierement étudiées, notamment la relation entre la génération d’un stress oxydatif et la

voie de signalisation anti-oxydante Nrf2/Keap].

Au cours de ces travaux, les deux lignées cellulaires HT29 et HCT116, établies a partir
d’adénocarcinome colique, ont ¢été retenues. La APJG2 et la Pioglitazone sont,
respectivement, un ligand endogene et un agoniste synthétique de PPARY. Il a ét¢ montré que
ces deux molécules pouvaient inhiber la croissance de cellules cancéreuses, indépendamment
de PPARYy. Afin de distinguer les effets dépendants et indépendants de I’activation de PPARY,
un analogue de la Pio a été synthétisé. Appelé APio, il se caractérise par 1’ajout d’une double
liaison a I’extrémité du cycle thiazolidine. Il se lie a PPARy, mais empéche son activation.
Les effets de ce composé n’ont pas encore été testés sur des modeles de cellules cancéreuses
coliques humaines. Le Féno est un agoniste synthétique de PPARa. Le traitement par cette
molécule limite également la survie de cellules cancéreuses, notamment via la production
d’especes réactives. L’impact de ces composés (Féno, Pio, APio) sur la survie et le statut
redox des cellules HT29 et HCT116 a donc été étudié. La APGJ2 est alors utilisée en tant que
témoin positif, car elle active la voie Nrf2/Keapl de maniere indépendante de PPARy. Enfin,
I’impact de Pio, APio et Féno sur le statut glycolytique a été évalu¢, car la modification du

métabolisme peut étre a 1’origine d’un arrét de croissance cellulaire.

Parallélement, les effets de dérivés 4-thiazolidinones, synthétisés au laboratoire, ont
été étudiés. Ces molécules different des TZD par la présence d’une seule fonction cétone au
niveau du cycle thiazolidine. Elles seraient donc incapables d’activer le récepteur PPARY, a la
différence des TZD. En revanche, comme ces dernicres, ces dérivés possedent des capacités
anti-cancéreuses. De fait, I’efficacité de ces molécules a été estimée, tout comme leur

capacité a modifier le statut redox des cellules cancéreuses.
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I. Culture cellulaire

A. Entretien des cellules
Les cellules cancéreuses coliques HT29 (APC™', p53™", K-RAS™) et HCT116 (4PC™, p53™,
K-RAS™") sont cultivées dans du Milieu Essentiel Minimum, modifié par Dulbecco (DMEM,
Eurobio, Les Ulis, France) contenant 10% (v/v) de sérum de veeu feetal décomplémenté
(chauffé a 56°C pendant 30 min, Eurobio), 2 mM de L-Glutamine (Eurobio), 104 Ul/mL de
Pénicilline-G (Eurobio) et 10 mg/mL de Streptomycine (Eurobio). En revanche, les cellules
cancéreuses mammaires MCF7 et MDA-MB-231 sont cultivées dans le milieu RPMI-1640,
qui contient 10% (v/v) de sérum de veeu feetal décomplémenté, 104 Ul/mL de Pénicilline-G et
10 mg/mL de Streptomycine. Elles sont placées dans une atmosphére humide a 5% de CO; et
a 37°C (incubateur Jouan, Saint Herblain, France). Le milieu est changé tous les jours. Les
cellules sont repiquées tous les 7 jours. Le tapis cellulaire est lavé avec 5 mL de tampon
phosphate (PBS ; 0,2 g/L de KH,POy, 1,15 g/L. de Na,HPOy, 0,2 g/ de KCl et 8 g/L de NaCl,
pH 7,4). 2 mL d’une solution de trypsine/EDTA (Ethyléne Diamine Tétra Acétique ; 0,1%
(p/v) de trypsine et 2mM d’EDTA dilués dans du PBS, Eurobio) sont déposés sur le tapis
cellulaire. Les cellules sont placées 5 minutes a 37°C, afin de les décoller. 2 mL de milieu
sont ajoutés, afin d’arréter la réaction trypsique. Apres centrifugation a 1000g, pendant 5 min
a 4°C, le surnageant est aspiré et les cellules sont reprises dans 5 mL de milieu DMEM. Les
cellules sont comptées sur un hématimetre de Malassez, en diluant au préalable un aliquot de
la suspension cellulaire avec un méme volume d’une solution a 0,04% (v/v) de Bleu de
Trypan (Sigma, L’Isle d’Abeau, France). Les cellules sont ensemencées a une densité de 10°

cellules/mL, quel que soit le support utilisé.

B. Traitement des cellules
Pour la premicre partie de ce travail, les cellules ont été traitées par SOuM de Pio (Interchim,
Montlugon, France), S0uM de APio, 3uM de APGJ2 (Bertin, Montigny le Bretonneux,
France), 25 et 50uM de Féno ou 0,1 % (v/v) de DMSO (diméthylsulfoxyde), utilis¢ comme
solvant. APio a été synthétisée au laboratoire par S. Valente *>°. Dans la seconde partie de ce
travail, les cellules ont été traitées par différents dérivés de 4-thiazolidinones, synthétisées au

laboratoire par G. Revelant 31

. Les concentrations utilisées correspondent aux valeurs d’ICs
obtenues suite a la réalisation des tests MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium)). Pour certaines expériences, les cellules sont prétraitées pendant une

heure par divers antioxydants ou inhibiteurs (Tableau 4).
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C. Tests de prolifération

1. Test MTT
Le MTT (Acros Organics, Noisy le Grand, France) est réduit par I’action de la succinate
déshydrogénase mitochondriale. Le MTT forme un composé insoluble ou formazan. Seules
les cellules vivantes peuvent effectuer cette transformation.
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 96 puits & 10* cellules par puits. Elles sont
ensuite placées a 37°C pendant 24 h. Le milieu est remplacé par 100 uL. de milieu contenant
des quantités croissantes de chaque molécule (0,05uM a 100uM). Apres incubation de 72 h,
le milieu est remplacé par 100 pL de milieu contenant 0,5 mg/mL de MTT. Les plaques sont
incubées a 37°C pendant 2 h. Le solution est aspirée et remplacée par 100 pL. de DMSO
permettant la dissolution du formazan. L’absorbance de ce dernier est mesurée a 560 nm. Une
courbe dose-réponse est établie grace au logiciel GraphPad (analyse de régression non
linéaire).

2. Comptage au Bleu Trypan
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits (Dutscher, Molsheim, France), puis
traitées quotidiennement, pendant 3 jours, ou en cinétique (1, 2 et 3 jours). Le milieu de
culture, contenant le composé, est renouvelé chaque jour. Apres incubation, les cellules sont
décollées et comptées, selon le protocole décrit précédemment. L’index mitotique est
déterminé par le nombre de cellules vivantes traitées rapporté au nombre de cellules témoins
vivantes.

3. Test de clonogénicité
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits a 5000 cellules par puits pour les
cellules HT29 et a 1000 cellules par puits pour les cellules HCT116. Les cellules sont traitées
immédiatement et incubées 7 jours sans changement de milieu. Le tapis cellulaire est alors
lavé au PBS puis fixé dans une solution d’éthanol a 70% (v/v) froid pendant 5 minutes.
L’¢éthanol est remplacé ensuite par une solution a 0,1% (p/v) de bleu de Toluidine pendant 2 a
5 min. Le colorant est retiré et le tapis cellulaire rincé a 1’eau, avant que les puits soient pris

en photo (appareil Chemi Doc XRS, BioRad).

II. Analyse par cytométrie en flux

A. Etude du cycle cellulaire
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits. Deux jours apres ensemencement, les
cellules sont traitées pendant 24 h. Les cellules sont décollées selon le protocole décrit

précédemment, puis centrifugées 5 min a 1000g et a 4°C. Le culot de cellules est remis en
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suspension dans 0,5 mL de PBS, puis mélangé a 4,5 mL d’une solution d’éthanol a 70% (v/v)
froid. La suspension de cellules est conservée au minimum deux heures a -20°C. Apres
fixation, le mélange est centrifugé a 1000g a 4°C, pendant 5 min. Le culot est lavé deux fois
avec du PBS, puis repris dans 500 puL d’une solution de PBS, composée de 50 ug/mL
d’iodure de propidium (IP, Sigma), 83,2 U/mL de ribonucléase A, extraite de pancréas bovin
(Euromedex, Strasbourg, France) et 0,1% (v/v) de Triton X-100 (Sigma). Les cellules sont
maintenues 20 min a température ambiante, avant analyse par cytométrie en flux (FACS ;
Calibur, BD Sciences, Le Pont de Claix, France). La mesure est réalisée sur 10000 cellules.
L’analyse des résultats est réalisée grace au logiciel Modfit (Verity Software House,
Topsham, Maine, USA). La distribution des cellules, dans les différentes phases du cycle,
GO0/G1, S et G2/M, est exprimée en pourcentage de cellules dans chaque phase du cycle

cellulaire, rapporté au nombre total de cellules isolées analysées.

B. Test de viabilité
Deux sondes fluorescentes sont utilisées pour évaluer la viabilité cellulaire. Le DCF-DA
(2’-7’-dichlorofluorescéine diacétate, Accros, Halluin, France) est utilisé pour identifier les
cellules vivantes et I'IP pour identifier les cellules mortes. Les membranes intactes des
cellules vivantes sont perméables au DCF-DA mais pas a I’IP. En revanche, les membranes
altérées des cellules mortes permettent la pénétration de I’IP qui peut alors s’intercaler dans
les brins d’ADN, tandis que le DCF-DA diffuse hors de la cellule. Les cellules sont
ensemenceées dans des plaques 6 puits, puis traitées deux jours apres ensemencement. A la fin
du traitement, les cellules sont incubées 15 min a 37°C en présence de 50uM de DCF-DA. Le
surnageant est récupéré et les cellules décollées, selon le protocole décrit précédemment, y
sont rajoutées. Le tout est centrifugé a 1000g, pendant 5 min et a 4°C. Le culot est rincé avec
2 mL de PBS, avant d’étre centrifugé a nouveau. Le culot est repris dans 500 pL d’une
solution de PBS composée de 25 pg/mL d’IP et incubé 15 min a 1’obscurité et a température
ambiante. 30000 cellules sont alors analysées au FACS en utilisant les canaux de fluorescence
FL-1 et FL3. Les résultats sont analysés en utilisant le logiciel Cyflogic (Cyflo Ltd, Turku,
Finland). Le taux de viabilité correspond aux cellules positives au DCF-DA, c'est-a-dire a la

fluorescence verte ; il est exprimé en pourcentage.

C. Mesure quantitative de la production d’espéces réactives
L‘¢tat de stress oxydant des cellules a ¢été estimé en utilisant le DCF-DA, le
4,5-diaminofluorescéine diacétate (DAF2-DA, Sigma) ou la dihydrorhodamine 123 (DHR) et

analysé par cytométrie en flux. Sous I’action d’estérases cellulaires, et en présence
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respectivement de ROS, de RNS et de peroxyde nitrique, le DCF-DA est transformé en
dichlorofluorescéine (DCF), le DAF2-DA en triazolofluorescéine (DAF) et la DHR en
rhodamine 123. Tous ces composés sont fluorescents. Les cellules sont ensemencées dans des
plaques 6 puits, puis traitées deux jours apres ensemencement. A la fin du traitement souhaité,
les cellules sont ensuite incubées 15 min a 37°C, en présence de S0uM de DCF-DA pour la
mesure des ROS, 30 minutes en présence de 1uM de DAF2-DA pour la mesure des RNS ou
20 minutes en présence de 25uM de DHR pour la mesure des ONOO-. Elles sont ensuite
décollées, selon le protocole décrit précédemment. Les cellules sont remises en suspension
avec 2 mL de PBS, puis centrifugées a 1000g, pendant 5 min et a 4°C. Les culots sont remis
en suspension dans 0,5 mL de PBS et analysés par cytométrie en flux en utilisant le canal de
fluorescence FL-1. 30000 événements sont mesurés. Les résultats sont analysés en utilisant le
logiciel Cyflogic. La quantité d’espéces réactives, générée au cours de chaque traitement, est
rapportée a celle obtenue lorsque les cellules sont traitées par le DMSO, utilis¢ comme

solvant de chaque composé ; elle est exprimée en pourcentage.

D. Quantification des vésicules autophagiques
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits, puis traitées deux jours apres
I’ensemencement. A la fin du traitement, les cellules sont incubées 15 min a 37°C, en
présence d’1 pg/mL d’acridine orange. Les cellules sont ensuite récupérées, selon le protocole
décrit précédemment. Enfin, 30000 éveénements sont analysés, en utilisant le canal de
fluorescence FL-3. L’analyse des résultats est effectuée en utilisant le logiciel Cyflogic. La
quantité¢ de vésicules acides autophagiques, pour chaque traitement, est rapportée a celle
obtenue lorsque les cellules sont traitées par le DMSO, utilis¢ comme solvant de chaque

compos¢ ; elle est exprimée en pourcentage.

III. Dosage du GSH par fluorimétrie

A. Traitement des cellules et préparation des échantillons
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits, puis traitées deux jours apres
ensemencement. A la fin du traitement, les cellules sont lavées trois fois avec 5 mL de PBS
froid, puis récoltées a 1’aide d’un rateau (Dutscher), apres I’ajout de 500 uL d’une solution
froide, a 10% (v/v) d’acide perchlorique (pH 8) contenant 2mM EDTA. Le mélange est
centrifugé 15 min a 15000 g et a 4°C. Le culot protéique, repris dans 1 mL de soude & 1M, et

le surnageant sont immédiatement congelés a -80°C.
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B. Dosage de la forme réduite du glutathion

Le contenu en GSH est mesuré sur chaque surnageant, conservé a -80°C, par la formation
d’un adduit fluorescent avec le 2,3-naphtaléne dicarboxyaldéhyde (NDA) a pH basique, selon
la méthode décrite par Lewicki et al. >*%. Pour cela, 20 pL de solution de soude 40% (NaOH,
m/v) sont ajoutés a 200 pL d’échantillon afin de neutraliser leur pH acide. Les échantillons
peuvent étre dilués, au préalable, dans une solution 0,1M HCI (acide chlorhydrique) et EDTA
2mM. La gamme de GSH (0 a 3,25 puM) est également réalisée dans le tampon d’acide
chlorhydrique-EDTA. La formation de ’adduit GSH-NDA est effectuée en plaque 96 puits
«noires ». Le mélange réactionnel est le suivant : 60 pL de la solution a doser, 120 pL de
tampon borate 0,4M pH 9,2 et 20 uL. de NDA a 1 mg/mL. La lecture de I’intensité de
fluorescence est réalisée a ’aide d’un lecteur de microplaques a fluorescence (CytoFluor
4000, PerSeptive BioSystems) en utilisant un filtre excitateur de 485 + 20 nm et un filtre
d’émission a 528 £+ 20 nm (sensibilité = 60).

La quantité de protéines, de chaque échantillon, est mesurée en utilisant une méthode décrite

par Lowry et al. >

, modifiée selon le protocole suivant. La quantit¢ de protéines est
déterminée a l’aide d’'une gamme de concentrations d’Albumine Sérique Bovine (ASB ;
Sigma) comprises entre 0 a 1 mg/mL Elle est précipitée par une solution a 10% (v/v) d’acide
perchlorique, puis solubilisée avec une solution de soude 1M. L’absorbance est mesurée a
740 nm. Pour chaque échantillon, les quantités de GSH sont rapportées a la quantit¢ de
protéines et les résultats sont exprimés en nanomoles de GSH/mg de protéines. Les résultats
obtenus, pour chaque traitement, sont rapportés a ceux obtenus lors du traitement des cellules

témoins ; ils sont exprimés en pourcentage.

IV. Immunoréplique

A. Préparation des extraits totaux, cytoplasmiques et nucléaires
Les cellules sont ensemencées dans des flacons de 25cm?, pour la préparation des extraits
protéiques totaux, ou dans des boites de Pétri de 65 cm? pour la préparation des extraits
cytoplasmiques et nucléaires. 48 heures apres ensemencement, les cellules sont traitées. Les
extraits totaux sont préparés selon le protocole suivant. Les tapis cellulaires sont lavés 3 fois
avec 5 mL de PBS. Les cellules sont récoltées a 1’aide d’un rateau, apres 1’ajout de 250 pL de
tampon 25mM d’Hepes/KOH (pH 7,5) contenant 400mM de KCl, SmM d’EDTA, 0,5% (v/v)
de NP40 (Tergitol-type NP-40), ImM de DTT (dithiothréitol) et 0,1% (v/v) d’un mélange
d’inhibiteurs de protéases (Sigma). Les homogénats sont récupérés, puis laissés dans la glace

pendant 30 min, avant d’étre centrifugés 30 min a 15000g et a 4°C. Les surnageants,
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représentant les extraits protéiques totaux, sont repris et stockés a -80°C. Les extraits
cytoplasmiques et nucléaires sont préparés selon le protocole suivant. Les tapis cellulaires
sont lavés 2 fois avec du PBS. Les cellules sont récoltées, a I’aide d’un rateau, apres 1’ajout de
2 mL de PBS. La suspension de cellules est centrifugée 5 min a 1000g et a 4°C. Les culots
sont repris dans un tampon 10mM Hepes/KOH (pH 7,4) contenant 10mM d’EDTA, 60mM de
KCl, ImM de DTT, 0,5% (v/v) de NP40 et 0,1% (v/v) d’un mélange d’inhibiteurs de
protéases. Ils sont ensuite placés 5 min dans la glace, avant d’étre centrifugés 5 min a 1000g a
4°C. Les surnageants, représentant les extraits cytoplasmiques, sont recueillis et maintenus a
4°C. Les culots sont repris avec 1 mL du tampon Hepes/KOH précédent, mais ne contenant
pas de NP40. IIs sont centrifugés 2 min a 8000g. Cette étape de lavage est réalisée trois fois.
Les culots sont repris avec 150 pL. de tampon Hepes/KOH initial et représentent les extraits
nucléaires. Ils sont maintenus dans la glace pendant 15 min. Finalement, les extraits
cytoplasmiques et nucléaires sont centrifugés 15 min a 15000g et a 4°C. Les surnageants
obtenus sont prélevés et stockés a -80°C. La concentration en protéines est déterminée par la

353
l.

méthode décrite par Lowry et a , en utilisant une gamme de concentrations d’ASB

comprises entre 0,25 et 1 mg/ml.

B. Electrophorése en conditions dénaturantes et transfert sur membrane
25 pg de protéines d’extraits totaux ou 20 pg de protéines d’extraits cytoplasmiques et
nucléaires sont séparés sur des gels de polyacrylamide (acrylamide/bisacrylamide entre 10 et
15% / 2,5% T), dans des conditions dénaturantes (appareil Protean III, BioRad, les Ulis,
France). Les protéines de chaque échantillon sont diluées au demi, dans du tampon 20mM
Tris/HCl (pH 8,0) contenant 2,5% (v/v) de [-mercaptoéthanol et 5% (p/v) de SDS
(dodécylsulfate de sodium), dans un volume final de 20 pL. Chaque échantillon est chauffé
pendant 5 min a 100°C, avant d’étre déposé sur le gel. La migration est réalisée a 100 V,
pendant 90 min, dans une solution composée de 0,025M Tris, 0,192M Glycine et 0,1% (p/v)
SDS. Apres migration, les protéines sont transférées du gel vers une membrane de
nitrocellulose (Macherey-Nagel, Hoerdt, France), en semi sec, pendant 30 min a 25 V, dans
une solution contenant 0,025M Tris, 0,192M Glycine et 10% (v/v) méthanol. Le transfert des
protéines du gel vers la membrane est vérifié grace a une solution a 0,3% (p/v) d’acide
trichloroacétique, contenant 0,03 % (p/v) de rouge de Ponceau-S (Sigma). La membrane est

finalement lavée avec de 1’eau distillée.
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C. Détection immunologique
De maniére générale, chaque membrane de nitrocellulose est incubée, pendant 1 h, dans une
solution de 50mM Tris/HCl (pH 7,4) contenant 0,15M NaCl et 5 % (p/v) de lait écrémé.
Apres incubation, la solution est remplacée par I’anticorps primaire, préparé dans une solution
de 50mM Tris/HCI (pH 7.4) contenant 0,15M NaCl et 0,1 % (v/v) de Tween 20 (TBS-T). La
liste des anticorps primaires, utilisés au cours de ce travail, est précisée Tableau 5. Chaque
membrane est incubée a 4°C, sous agitation douce pendant la nuit. La membrane est ensuite
lavée trois fois 10 min avec 5 mL de TBS-T, puis incubée pendant 45 min a température
ambiante avec 1’anticorps secondaire, préparé dans le TBS-T. L’anticorps secondaire est
couplé a la peroxydase de raifort et correspond au type d’anticorps primaire utilisé
(Tableau 5). La membrane est alors lavée trois fois 5 min avec 5 mL de TBS-T. Finalement,
la membrane de nitrocellulose est incubée avec une solution commerciale de substrat,
composée de luminol (Western Blotting Luminol Reagent, Santa Cruz, CA, USA), pendant 1
min. La lumiére émise est capturée pendant 1 min (appareil Chemi Doc XRS, BioRad). La
bande obtenue pour chaque protéine d’intérét et pour chaque condition est quantifiée, grace au
logiciel d’analyse d’image (Quantity One, BioRad). La valeur obtenue (exprimée en
pixels/mm?) est rapportée a celle obtenue par détection immunologique de la protéine de
ménage (GAPDH ou B-actine), sur la méme membrane. La détection des protéines de ménage
s’effectue aprés €limination des anticorps primaires par lavages successifs de la membrane
avec une solution de 25mM Glycine/HCI (pH 2) contenant 1% SDS (m/v) et 1% de Tween 20

(v/v) pendant 15 min, suivi de deux lavages de 10 min avec du TBS-T.

D. Dot blot
Les dot blots sont réalisés en déposant 25 pg d’homogénat de protéines sur une membrane de
nitrocellulose, en utilisant un appareil a Dot blot (Biorad) selon les recommandations du
constructeur. Les membranes sont séchées, puis incubées dans le TBS-T pendant 15 min. Le
marquage de la membrane est effectu¢ avec un anticorps de lapin anti-Nitro-tyrosine

(Tableau 5), selon la procédure décrite précédemment.

V. Techniques cytologiques

A. Utilisation de sondes fluorescentes
Les cellules sont ensemencées dans des boites de Pétri de 10 cm?. 48 h aprés ensemencement,
les cellules sont traitées. Apres traitement, S0uM de DCF-DA, 25uM de DHR, 1 pg/mL de
JC-1 (Invitrogen) ou 1 pg/mL de MitoSox (Invitrogen) sont ajoutés au milieu de culture. Les

cellules sont incubées pendant 15 min a 37°C, avant I’addition de 0,3 pg/ml de Hoechst
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33342, pendant 5 min. Les tapis de cellules sont lavés deux fois avec du PBS a 37°C, puis
observés avec un microscope Nikon Eclipse 80i (Nikon-Europe, Kinston, Royaume-Uni),
équipé des filtres appropriés pour chaque sonde fluorescente. Les images sont capturées grace
a une caméra (Digital camera DXM1200F, Nikon). Le traitement des images est réalisé avec
le logiciel NIS-Element AR 2.3 (Nikon). Nous avons ¢galement réalisé, apres traitement, une
coloration avec le 4',6'-diamidino-2-phénylindole (DAPI), selon le protocole suivant. Apres
traitement, les tapis cellulaires sont lavés avec du PBS et fixés a I’aide d’une solution
d’éthanol 70% (v/v). Aprés deux lavages avec du PBS, les cellules sont incubées 5 min en
présence de 10 pg/mL de DAPI, dissous dans du PBS. Enfin, les tapis sont lavés avec du PBS

et observés au microscope a fluorescence.

B. Immunocytochimie
Les cellules sont ensemencées sur des lamelles dans des plaques 6 puits. 48 h apres
ensemencement, les cellules sont lavées avec 2 mL de PBS, puis incubées avec une solution
de PBS contenant 4% (v/v) de formol froid, pendant 20 min. Les tapis de cellules sont lavés
trois fois 5 min avec du PBS, puis incubés, successivement, avec une solution de PBS
contenant 3% (p/v) de ASB et 0.1% (v/v) de Triton X100, pendant 30 min, puis avec une
solution d’anticorps primaires (Tableau 5), dilués dans du PBS contenant 0,5% (p/v) ASB,
0,1 % (v/v) de Triton X100, pendant la nuit a 4°C. Apres incubation, les cellules sont lavées
trois fois 5 min avec du PBS, puis incubées avec une solution d’anticorps secondaires,
couplés a une sonde fluorescente (Tableau 5), dilués dans du PBS contenant 0,5% (p/v) ASB,
0,1 % (v/v) de Triton X100, pendant 30 min, a température ambiante. Les cellules sont
finalement lavées 5 min avec du PBS, puis incubées 5 min avec du PBS contenant 10 pg/mL
DAPI, et enfin lavées trois fois 5 min avec du PBS. Chaque lamelle est placée sur une lame en
verre, sur laquelle est déposée une goutte de milieu de montage PermaFluor (Immunon,
Euromedex). Les cellules sont observées avec un microscope Nikon Eclipse 801, équipé des
filtres appropriés pour chaque sonde fluorescente. Les images sont capturées grace a une
caméra (Digital Camera DXM1200F, Nikon). Le traitement des images est réalisé avec le

logiciel NIS-Element AR 2.3 (Nikon).

VI. Dosages colorimétriques

A. Dosage du glucose
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits. 48 h aprés ensemencement, elles sont
traitées. Le milieu extracellulaire est alors prélevé et le glucose y est dosé en utilisant le kit

Elitech Glucose, selon les recommandations. Ce dosage s’appuie sur la réaction suivante :
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Glucose oxydase

v

glucose + O, acide gluconique + H,0O,

. . . , Peroxydase . S .
2H,0, + amino-4-antipyrine + phénol » quinonéimine

L’absorbance est mesurée a 480nm.

B. Dosage du lactate
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits. 48 h aprés ensemencement, elles sont
traitées. Le milieu extracellulaire est alors prélevé et le lactate y est dosé en utilisant le kit
Biomérieux Lactate PAP, selon les recommandations. Ce dosage s’appuie sur la réaction
suivante :

Lactate oxydase
lactate + O, » pyruvate + H,0,

. .. , Peroxydase . .
H,O, + amino-4-antipyrine + 4-chlorophénol ————— quinonéimine + 2H,0 + HCI

L’absorbance est mesurée a 446nm.

C. Dosage de I’activité LDH
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits. 48 h apres ensemencement, elles sont
traitées. Les cellules sont alors rincées avec du PBS, puis récupérées, selon le protocole décrit
précédemment. Le culot cellulaire est congelé a -80°C. Le jour de I’analyse, les cellules sont
reprises dans 200 uL d’un tampon phosphate 0.1M (pH 7.0) K;HPO4/KH,PQO,. La suspension
cellulaire est lysée par ultrasons, puis centrifugée 15 min a 15000qg et a 4°C. Le surnageant est
récupéré et le dosage de I’activit¢ LDH est réalisé dans un tampon phosphate 0.025M
(pH 7.5) K;HPO4/KH,PO,4 contenant 0.3mM de pyruvate et 0.09mM de NADH. Ce dosage

s’appuie sur la réaction suivante :

LDH

Pyruvate + NADH + H* L-lactate + NAD+

L’ absorbance est mesurée en cinétique a 37°C et & 340nm. Le dosage des protéines est
effectué en paralléle selon la méthode décrite par Lowry et al. ®3. L’activité enzymatique est
exprimée en U/mg de protéines, puis rapportée a la valeur obtenue suite au traitement par le

DMSO ; elle est exprimee en pourcentage).

VII. Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont effectuées a I’aide d’un test t de Student, pour échantillons non

appariés et avec o = 0,05.

79



Matériel et Méthodes

Origine Solvant Concentration

commerciale Utilisé finale

N-acétyl cystéine (NAC) Sigma PBS SmM
a-Tocophérol (a-Toc) Sigma DMSO 50uM
v-Tocophérol (y-Toc) Sigma DMSO 10uM
Para-benzoquinone (pBQ) Acros Organics DMSO 10uM
Acide ascorbique (Asc) Fluka PBS ImM
D-Mannitol (Man) Acros Organics PBS ImM
L-N°-Nitroarginine methyl ester (L-N) Sigma PBS ImM
Carbonfyfj}r,:;iz r(nc cchéc;)r)ophenyl Sigma DMSO 50uM
NS398 (NS) Sigma DMSO 10uM

MKS886 (MK) Cayman DMSO 10uM

GW9662 (GW) Cayman DMSO 10uM
Trigonelline (Tri) Sigma DMSO 100nM
L-Buthionine-(S-R)-sulfoximine (BSO) Sigma PBS 100uM

Tableau 4 : Molécules utilisées lors des prétraitements ou co-traitements des cellules
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Solutions d’anticorps utilisées pour la technique d’immunoréplique

Matériel et Méthodes

Anticorps primaires (Nom commercial) cor(lz:.ligli‘lclieale Hote ll)litlilllitsig:

Glyceraldehyde-phosphate déshydrogenase (GAPDH) humaine Millipore Souris 1:10000
B-actine humaine Sigma Souris 1 :10000

Lamine A/C humaine Epitomics Lapin 1:1000
NO synthase inductible (iNOS) humaine Cell signaling Lapin 1:500
NF-E2-related factor (Nrf2) humaine Santa Cruz Lapin 1:100
Glutathione S Transferase n (GSTx) humaine Santa Cruz Souris 1:500
héme oxygénase-1(HO-1) humaine Epitomics Lapin 1:500
y-glutamylcysteine ligase (GCL) humaine Epitomics Lapin 1:1000
Thioredoxine (Trx) humaine Santa Cruz Souris 1:500

Caspase-3 activée humaine Epitomics Lapin 1:1000
poly(ADP-ribose) polymérase-1 (P116/P85, PARP-1) humaine Epitomics Lapin 1:1000
NAD(P)H quinone oxydoréductase 1 (NQO1) humaine Epitomics Lapin 1:1000
Beclin-1 humaine Epitomics Lapin 1:1000
Hypoxia-inducible factor 1o (HIF1a) humaine Epitomics Lapin 1:1000
Hexokinase 2 (HEX2) humaine ThermoFisher Lapin 1:1000
Nitro-Tyrosine Millipore Lapin 1:500

Anticorps secondaires (Nom commercial) Origine Héte Dilution
commerciale utilisée

anti souris HRP-conjugué (horseradish peroxidase) Sigma Chevre 1:5000
Anti lapin HRP-conjugué Bio Rad Chevre 1:5000

Solutions d’anticorps utilisées pour la technique d’immunocvtochimie

Origine

Anticorps primaires (Nom commercial) . Hote Dilution utilisée
commerciale
Nrf2 humaine Epitomics Lapin 1:250
Anticorps secondaires (Nom commercial) Orlgln.e Hote Dilution utilisée
commerciale
Anti lapin FITC conjugué
Molecular probes Chevre 1:500

(Fluorescein isothiocyanate ; Alexa 488)

Tableau 5 : Solutions d’anticorps utilisées dans cette étude
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Résultats et Discussion

I.  Activité anticancéreuse des ligands de PPAR

A. Diminution de la croissance cellulaire par les ligands de PPAR
1. Diminution de la croissance cellulaire par les ligands de PPARYy

L’analogue de la Pio, la APio, est capable de se lier au récepteur PPARy, mais empéche son
activation. L’utilisation de ce composé permet donc de mettre en évidence les effets
indépendants de PPARy . Pour une utilisation éventuelle en thérapeutique, il permettrait
d’éliminer les effets indésirables rencontrés suite a I’activation de PPARy (prise de poids,
ostéoporose...) %053

La détermination de la dose de APio, nécessaire a I’inhibition de 50% de la croissance
cellulaire (ICsp), a été effectuée a 1’aide d’un test MTT. L’ICsp est respectivement de
53,7uM + 2,8uM et de 46,2uM = 2,4uM lorsque le test est réalisé avec des cellules HT29 ou
HCT116. Ces cellules ont donc éte traitées par 50uM de APio. Par la suite, des expériences
dose-réponse ont été réalisées grace a un comptage au bleu Trypan, avec les cellules HT29 sur
3 jours (Figure 62). Ces résultats ont confirmé ceux obtenus avec le test MTT. En parallele,
les cellules HT29 et HCT116 ont été traitées par 50uM de Pio. La dose de 3uM de APGJ2 a

été choisie pour sa capacité a induire une réponse non toxique pour les cellules, contrairement

a une dose de 10uM qui induit I’apoptose des cellules cancéreuses coliques HT29 4
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Figure 62 : Courbe dose-réponse de la APio

Les cellules HT29 ont été traitées 3 jours par différentes concentrations de APio. Un comptage des cellules est
effectué, selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes. L’index mitotique est calculé en
rapportant le nombre de cellules vivantes traitées par APio au nombre de cellules vivantes non traitées.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par APio et celles obtenues lorsque les cellules sont non traitées.

Les cellules HT29 et HCT116 ont alors été traitées pendant 4 jours par 50uM de Pio,
50uM de APio ou 3uM de APGJ2. Une baisse de la croissance cellulaire (-30%) est obtenue,
aprés deux jours de traitement par Pio et APio, quelle que soit la lignée cellulaire
(Figure 63A et B). Des trois jours de traitement, I’effet est plus marqué lorsque les cellules

HT29 sont traitées par APio. Effectivement, le nombre de cellules reste constant entre le 3° et
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le 4° jour (Figure 63A). En revanche, aprés 4 jours, le traitement par Pio ne diminue le
nombre de cellules vivantes que de 30% (Figure 63A). De méme, une réduction du nombre de
cellules (-50%) est observée lorsque les cellules HCT116 sont traitées par Pio, ou son
analogue, pendant 4 jours (Figure 63B). Cet effet antiprolifératif a été vérifié par un test de
clonogenicité (Figure 63C). On observe une forte baisse du nombre de clones suite au
traitement des cellules HT29 et HCT116 par APio, tandis qu’elle est nettement moins
marquee avec Pio. De plus, la APGJ2 conduit a un ralentissement de la croissance (-50%)
apres deux jours de traitement, quelle que soit la lignée cellulaire utilisée (Figure 63A et B).
Cependant, cet effet n’est que temporaire, puisqu’en fin d’expérience le nombre de cellules

est équivalent a celui des cellules traitées par le DMSO.
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Figure 63 : Diminution prolifération cellulaire par les lisands de PPARy

(A et B) Les cellules HT29 (A) et HCT116 (B) ont été traitées quotidiennement pendant 4 jours par 0.1% (v/v)
de DMSO, 50uM de Pio, 50uM de APio ou 3 uM de APGJ2. 6 comptages des cellules vivantes sont effectués
chaque jour pour chaque série (n = 3).

(C) Les cellules HT29 et HCT116 ont été traitées pendant 7 jours par 50uM de Pio ou APio, sans changement de
milieu, puis les colonies ont été marquées par le bleu de toluidine, selon la procédure décrite dans la section
Matériel et Méthodes.

De nombreuses études ont montré que les TZD et la APGJ2 diminuaient efficacement la

croissance de cellules cancéreuses d’origines diverses *°, et plus particulierement les cellules
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cancéreuses coliques *43%917* | a baisse de prolifération des cellules HT29 et HCT116
observée avec Pio et APGJ2, au moins les deux premiers jours, est donc bien en adéquation
avec ces résultats. En revanche, ces résultats difféerent de ceux obtenus avec Pio et APio sur
les cellules cancéreuses prostatiques PC3 et LNCap. En effet, ces deux composes ne réduisent
que trés faiblement la croissance de ces cellules *®. Cependant, la culture de ces derniéres en
sphéroides potentialise considérablement I’efficacit¢ de la Pio, notamment grace a une

modulation du métabolisme du glucose **".

Le co-traitement de cellules HT29 par Pio et 10uM de GW9662, un antagoniste de PPARYy, ne
modifie pas I’inhibition de la prolifération cellulaire induite par la Pio seule (Figure 64). Cet
effet serait donc indépendant du récepteur PPARy, résultat déja décrit dans la littérature *.
Cela est également cohérent avec I’inhibition de croissance observée avec APio (Figure 63).
1.2 -
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Figure 64 : Diminution de la prolifération cellulaire, induite par Pio, indépendante de PPARYy

Index mitotique

Les cellules HT29 ont été traitées quotidiennement pendant 3 jours par 50pM de Pio en association ou non avec
un traitement par 10pM de GW9662 (GW), un antagoniste de PPARy. L’index mitotique est calculé en
rapportant le nombre de cellules vivantes traitées par Pio, en association ou non avec GW, au nombre de cellules
vivantes traitées par le DMSO. 4 comptages sont effectués pour chaque série (n = 3). Il n’existe pas de différence
significative (test de Student, a = 0,05) entre les cellules traitées par Pio et celles traitées par Pio et GW.

2. Diminution de la croissance cellulaire par Féno
La détermination de 1’ICso du Féno a été effectuée par un test MTT. L’ICso est égale a
28,0uM = 0,9uM lorsque le test est réalisé avec les cellules HT29. Ces cellules ont donc été
traitées par 25uM de Féno, mais également par 50M de Féno afin d’exacerber les effets. En
revanche, cette 1Cso est de 1’ordre de 67,0uM + 11,3uM avec les cellules HCT116. Le Féno
semble donc étre moins efficace sur ces derniéres. Cependant, afin de pouvoir comparer les
effets entre les deux lignées cellulaires, nous avons retenu des concentrations identiques a

celles utilisées avec les cellules HT29.

Une diminution du nombre de cellules HT29 est observée dés le 1% jour de traitement par

25uM et 50uM de Féno. La différence de prolifération entre les cellules traitées et les cellules
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témoins s’accentue jusqu’au 3° jour de traitement. De plus, le nombre de cellules n’augmente
que trés faiblement entre le 1% et le 3° jour de traitement, ce qui sous-entend que la croissance
cellulaire est quasiment arrétée. C’est pourquoi au 3° jour, le nombre de cellules est réduit
d’environ 80% avec 25uM de Féno et de 90% avec 50uM de Féno (Figure 65A). Cette baisse
de prolifération, dépendante de la dose, a ensuite été vérifiée par un test de clonogénicité. Une
diminution du nombre de colonies est observée et elle s’accentue & mesure que la

concentration augmente (Figure 65B). Ces résultats confirment bien les observations

précédentes.
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Figure 65 : Diminution de la prolifération cellulaire par Féno

(A et C) Les cellules HT29 (A) et HCT116 (C) ont été traitées quotidiennement pendant 3 jours par 0.1% (v/v)
de DMSO et par différentes concentrations de Féno (25uM et 50uM). 4 comptages des cellules vivantes sont
effectués chaque jour pour chaque série (n = 3).

(B et D) Les cellules HT29 (B) et HCT116 (D) ont été traitées pendant 7 jours par différentes concentrations de
Féno sans changement de milieu, puis les colonies ont été marquées par le bleu de toluidine, selon la procédure
décrite dans la section Matériel et Méthodes.
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Le Féno a un effet moins marqué sur les cellules HCT116 (Figure 65C). En effet, la
diminution de croissance observée avec 25uM de Féno n’est significative qu’aprés 2 jours de
traitement. Au 3° jour, le nombre de cellules n’a baissé que de 40% avec 25uM de Féno et de
60% avec 50uM de Féno. Il reduit également la formation de colonies de maniere dépendante
de la concentration (Figure 65D). Différentes études ont également montré que les fibrates

présentaient une action anti-cancéreuse, notamment in vivo ',

De plus, un co-traitement avec un antagoniste de PPARa, MK886, ne contrecarre pas cette
baisse de prolifération induite par Féno dans les deux lignées cellulaires (Figure 66A et C).

Ce résultat est également vérifié par un test de clonogénicité (Figure 66B et D).
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Figure 66 : Diminution de la prolifération cellulaire, induite par Féno, indépendante de PPARa

(A et C) Les cellules HT29 (A) et HCT116 (C) ont été traitées quotidiennement pendant 3 jours par 25uM de
Féno (F25) et 50uM de Féno (F50) en association ou non avec un traitement par 10uM de MK886 (MK), un
antagoniste de PPARa. L’index mitotique est calculé en rapportant le nombre de cellules vivantes traitées par
Féno, en association ou non avec MK, au nombre de cellules vivantes traitées par le DMSO. 4 comptages sont
effectués pour chaque série (n = 3). Il n’existe pas de différence significative (test de Student, o = 0,05) entre les
cellules traitées par Féno (F25 ou F50) et celles traitées par Féno et MK.

(B et D) Les cellules HT29 (B) et HCT116 (D) ont été traitées pendant 7 jours par 25uM ou 50uM de Féno,
associé ou non a 10 uM de MK®886, sans changement de milieu, puis les colonies ont été marquées par le bleu de
toluidine, selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes.
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L’inhibition de la prolifération induite par cette molécule serait donc bien indépendante du
récepteur PPARa. Par ailleurs, il a été décrit que le Féno diminuait la prolifération de cellules

d’hépatome humain de maniére indépendante de PPARa ¥

B. Arrét du cycle cellulaire par les ligands de PPAR
Afin d’identifier ’origine de 1’arrét de croissance induit par les ligands de PPARYy, la
distribution des cellules, traitées pendant 24 h, dans les différentes phases du cycle cellulaire a
¢été précisée (Tableau 6). Quelle que soit la lignée cellulaire, le traitement par APio entraine
une accumulation des cellules en phase G0/G1, tandis que les traitements par Pio ou par
APGJ2 conduisent a une augmentation du nombre de cellules dans la phase S du cycle
cellulaire.

355
2

Cet arrét du cycle a déja été rapporté suite au traitement par les TZD et la APGJ . 1l serait

principalement provoqué par une hausse de I’expression de p21 et par une réduction de

: o . 85,135,144,148
I’expression de c-myc et des différentes cyclines “> 7"

\ . \ oo 163
a un phénomene de différenciation .

. Il pourrait également étre relatif

GO/G1 S G2/M
DMSO | 553+3.7 24.0+2.9 20.7+0.9
2 Pio 52.8+ 1.4 29.1+2.0 14.6 + 1.0
= | aio 67.0 2.5 21.6+2.3 8.1+0.7
APGJ2 | S5L1+35 30.0 +2.7 19.0 +3.0
DMSO | 37.1+23 30.9+ 1.0 32.0+2.6
= Pio 36.2+2.6 37.4+4.6 26.3+4.1
‘;) APio 41.3+22 30.1 2.6 28.6+1.5
APGJ2 | 36.0+22 38.0+ 1.7 25.9+1.8

Tableau 6: Induction de ’arrét du cycle cellulaire par les ligands de PPARy

Les cellules HT29 et HCT116 ont été traitées pendant 24 h par 0.1% (v/v) de DMSO, 50uM de Pio, 50uM de
APio ou 3uM de APGIJ2. Le cycle cellulaire est analysé par cytométrie en flux, selon la procédure décrite dans la
section Matériel et Méthodes. La distribution des cellules dans les différentes phases du cycle, GO/G1, S et
G2/M, est exprimée en pourcentage et a été analysée sur trois échantillons de 3 séries indépendantes. En gras,
différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les cellules
sont traitées par Pio, APio ou APGJ2, et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par le DMSO.

Le traitement par Féno induit, quant a lui, une accumulation des cellules HT29 et HCT116 en

phase GO/G1 apres 24 h ou 48 h de traitement (Tableau 7). Cet arrét du cycle en phase G0/G1
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a ¢été observé dans d’autres modeles tumoraux, et il serait provoqué par une diminution de

I’expression des cyclines A et D1, de Cdk1 ou encore de p2

87,88
7 .

24 h 48 h
G0/G1 S G2/M G0/G1 S G2/M

DMSO | 61.2+0.7 | 181+15| 20.7+0.9 | 59.8+05 | 25.2+1.0 | 145+1.2

og F25 708+03 | 146+0.7 | 146+1.0 | 669+06 | 190+0.6 | 141+0.1
F50 839+09 | 80+06 | 81+0.7 | 67.0+22|201+£12|129+20

o | DMSO | 625+1.2 | 173+£06 | 201+0.5 | 58.7+0.6 | 225+0.8 | 189%0.3
LE) F25 751+13|10.7+01| 142+0.7 | 645+11 | 178+0.1 | 17.7+1.0
T F50 77.7+13|105+06 | 11.9+08 | 73.1+0.7 | 10.3+1.6 | 16.6+0.9

Tableau 7 : Induction de ’arrét du cycle cellulaire par Féno

Les cellules HT29 et HCT116 ont été traitées pendant 24 h et 48 h par 0.1% (v/v) de DMSO et par 25uM ou
50uM de Féno (F25 et F50). Le cycle cellulaire est analysé par cytométrie en flux, selon la procédure décrite
dans la section Matériel et Méthodes. La distribution des cellules dans les différentes phases du cycle, GO/G1, S
et G2/M, est exprimée en pourcentage et a été analysée sur trois échantillons de 3 séries indépendantes.

En gras, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque
les cellules sont traitées par Féno, et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par le DMSO.

C. Effet des ligands de PPAR sur la mort cellulaire
1. Absence d’induction de la mort cellulaire par apoptose par les
ligands de PPARYy
L’arrét de croissance, mis en évidence précédemment avec les ligands de PPARY, n’est pas
corrélé a une baisse de la viabilité cellulaire (Figure 67).

100 H

80

OHT29

60

BHCT116
40 -

Cellules viables (%)

20

DMSO Pio APio

Figure 67 : Absence de diminution de la viabilité cellulaire par les ligands de PPARy

Les cellules HT29 et HCT116 ont été traitées pendant 48 h par 50uM de Pio ou APio. Le pourcentage de cellules
viables, c'est-a-dire de cellules négatives a I’IP et positives au DCF-DA, est déterminé selon la procédure décrite
dans la section Matériel et Méthodes. Les résultats présentés sont représentatifs de 3 séries indépendantes.
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En effet, ces traitements n’induisent aucun processus apoptotique, puisqu’aucun clivage de
PARP-1 (pour poly(ADP-ribose) polymeérase-1) ou de caspase-3, n’est observe par
immunoréplique (Figure 68A). Le clivage de PARP-1 ou de caspase 3 n’est retrouvé que
lorsque les cellules sont traitées par la camptothécine (Cpt). Cette molécule a été choisie car
elle induit 1’apoptose des cellules cancéreuses dérivées d’adénocarcinomes mammaires ou
coliques. L’absence d’induction d’apoptose, par les ligands de PPARYy, est confirmée par
I’absence d’accroissement du nombre de noyaux présentant une condensation de la
chromatine (Figure 68B). De méme, aucune perturbation du potentiel membranaire

mitochondrial, mis en évidence par I’utilisation de la sonde JC-1, n’est observée

(Figure 68C).
A HT29 HCT116
Pio APio APGJ2  Cpt Pio  APio APGJ2
DMSO  5ouym  50pM  3pM  20pM DMSO  soum  50pM 3 pM
PARP (115 kDa) | — — —— o m— __v‘ e atn

PARP (85 KDa) —

caspase3 R0,
Clivée (17KDa)

GAPDH

Figure 68 : Absence d’induction de I’apoptose par les ligands de PPARYy

(A) Les cellules HT29 et HCT116 ont été traitées pendant 48 h par 50uM de Pio, 50uM de APio ou 3uM de
APGJ2. Les cellules HT29 ont également été traitées par 20uM campthotécine (Cpt), utilisée comme témoin
positif. L’immunoréplique a été réalisée, a partir de 25 g de protéines totales, selon la procédure décrite dans la
section Matériel et Méthodes. L’expérience a été réalisée sur 3 séries indépendantes.

(B) Mise en évidence des noyaux par DAPI, apres traitement des cellules HT29 par 0.1% DMSO (a), 50uM de
Pio (b), 50uM de APio (c) et 3uM de APGJ2 (d). Le marquage par DAPI est homogéne et montre une absence de
condensation de la chromatine.

(C) Mise en évidence de la présence du potentiel membranaire mitochondrial (¥m) par JC-1, lors du traitement
des cellules HT29 par le DMSO (b), 50uM de Pio (c) et 50uM de APio (d), pendant 24 h. La fluorescence
orange/rouge indique la présence de ¥m. Cette fluorescence est absente lors du traitement des cellules par 50uM
de CCCP (a), un agent bloquant la génération du potentiel ¥m. Les barres d’échelle représentent 50 pm pour B
et C.
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Ces résultats sont aussi en accord avec 1’absence d’accumulation de cellules en phase sub-Gl1,
observée suite au traitement des cellules HT29 et HCT116 par Pio et APio (Tableau 8). Enfin,
aucune libération de lactate déshydrogénase (LDH) dans le milieu extracellulaire n’est
observée aprés 48 h de traitement, ces molécules sont donc incapables d’induire le

phénomene de nécrose (Résultats non présentés).

Sub-G1 48 h
DMSO 82+0.6
&
e Pio 8.5+0.3
=
APio 89+04
DMSO 8.1+1.0
o
—
o
= Pio 89+13
&
=
APio 9.8 +£0.8

Tableau 8 : Proportion des cellules traitées par licands de PPARY en phase sub-G1

Les cellules HT29 et HCT116 ont été traitées pendant 48 h par 0.1% (v/v) de DMSO, 50uM de Pio ou APio. Le
cycle cellulaire est analysé par cytométrie en flux, selon la procédure décrite dans la section Matériel et
Méthodes. La proportion de cellules en phase sub-G1 est exprimée en pourcentage et a été analysée sur trois
échantillons de 3 séries indépendantes.

En gras, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque
les cellules sont traitées par Pio ou APio, et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par le DMSO.

L’absence d’apoptose suite au traitement par la Pio différe des résultats obtenus avec d’autres
TZD. Effectivement, certaines provoquent 1’apoptose des cellules HT29, HCT116 et d’autres

4 : . 43,131,133,134,354
cellules cancéreuses coliques ou prostatiques **'3!133-1343

. En revanche, il a ét¢ montré que
Pio était capable d’induire 1’apoptose de cellules cancéreuses coliques n’exprimant pas la
protéine Rb (SNU-C4 et SNU-C2A) *°. De plus, elle entraine 1’apoptose de cellules de
glioblastome murin en diminuant le potentiel membranaire mitochondrial *°. Enfin, 1’absence
d’apoptose, engendrée par le traitement des cellules HT29 et HCT116 par 3uM de APGJ2,

contraste avec les résultats obtenus a une concentration plus importante (>10pM) 33134334,

2. Absence d’induction de la mort cellulaire par apoptose par Féno
Féno réduit la viabilité des cellules HT29, aprés 48 h de traitement, de maniere modérée a
25uM, mais de facon trés marquée a 50uM (Figure 69A et B). En revanche, ce traitement
n’induit pas de modification de la viabilit¢ des cellules HCT116 pour ces mémes

concentrations (Figure 69A). Ces résultats sont confirmés en microscopie (Figure 69B).
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Figure 69 : Diminution de la viabilité cellulaire par le ligand de PPARa

(A) Les cellules HT29 et HCT116 sont traitées pendant 48h par 25uM (F25) et 50uM (F50) de Féno. Le
pourcentage de cellules viables, c'est-a-dire de cellules négatives a I’'IP et positives au DCF-DA, est déterminé
selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes. Les résultats présentés sont représentatifs de 3
séries indépendantes.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par le DMSO.

(B) Les cellules HT29 et HCT116 sont traitées pendant 48h par 25uM (F25) et 50uM (F50) de Féno, puis
incubées 15 minutes avec 25ug/mL d’IP. Les noyaux sont mis en évidence par une coloration avec Hoechst
33342. Les deux images sont alors superposées (Merged).

La proportion de cellules en phase sub-G1 ne varie pas suite au traitement des cellules HT29
et HCT116 par Féno. Aucune fragmentation nucléaire, synonyme d’apoptose, n’est donc
observée. Cela laisse supposer que cette mort cellulaire est provoquée par un mécanisme

different de I’apoptose (Tableau 9).
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Sub-G1 24 h 48 h
DMSO 6.7+£1.6 4.66+£0.8
X
IE F25 6.2+0.8 480+0.8
F50 7.0x£0.6 6.39 +1.5
DMSO 25+0.3 5.46+0.3
=
—
B F25 5615 6.22+0.9
I
F50 6.6+2.0 6.40+£0.8

Tableau 9 : Proportion des cellules traitées par Féno en phase sub-G1

Les cellules HT29 et HCT116 ont été traitées pendant 24 h et 48 h par 0.1% (v/v) de DMSO et par 25uM ou
50uM de Féno (F25 et F50). Le cycle cellulaire est analysé par cytométrie en flux, selon la procédure décrite
dans la section Matériel et Méthodes. La proportion de cellules en phase sub-G1 est exprimée en pourcentage et
a été analysée sur trois échantillons de 3 séries indépendantes.

Aucune différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno, et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par le DMSO.

Cette observation est confirmée par une absence de clivage de la caspase 3 suite au traitement
des cellules HT29 par 50uM de Féno (Figure 70). De méme, aucune condensation de la
chromatine (Figure 71A) et aucune perturbation du potentiel membranaire mitochondrial
(Figure 71B) ne sont observées a cette concentration. Des résultats similaires ont été obtenus
lorsque les cellules sont traitées par 25uM de Féno. Enfin, il n’entraine aucune condensation
de la chromatine et aucune dépolarisation de la membrane mitochondriale dans les cellules
HCT116 (Figure 71A et B). Pourtant, le Féno induit I’apoptose des cellules de

médulloblastome et de glioblastome 838,

Féno 50pM (HT29)

Temps (h) 0 2 4 6 24 48

caspase 3
Clivée (1TKDa)

p-actine | SRS —— e —

Figure 70 : Absence de clivage de la caspase 3 par le ligand de PPARa.

Les cellules HT29 ont été traitées pendant 48 h par 50uM de Féno. L’ immunoréplique a été réalisée, a partir de
25 g de protéines totales, selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes. L’expérience a été
réalisée sur 3 séries indépendantes.
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A HT29 HCT116

DMSO F25 F50 DMSO F25 F50

B HT29 HCT116

DMSO F50 Ccccp DMSO F50 CCCP

Figure 71 : Absence d’induction de condensation de la chromatine et de dépolarisation de la

membrane mitochondriale par Féno

(A) Mise en évidence des noyaux par DAPI, aprés traitement des cellules HT29 et HCT116 par 0.1% de DMSO,
25uM (F25) ou 50uM (F50) de Féno pendant 48 h. Le marquage par DAPI est homogéne et montre une absence
de condensation de la chromatine.

(B) Mise en évidence de la présence du potentiel membranaire mitochondrial (¥m) par JC-1, lors du traitement
des cellules HT29 et HCT116 par 0.1% de DMSO ou 50uM (F50) de Féno pendant 3 h. La fluorescence
orange/rouge indique la présence de Wm. Ce potentiel est absent lors du traitement des cellules par 50uM de
CCCP. Les barres d’échelle représentent 50 um pour B et C.

D. Induction du phénoméne d’autophagie
1. Action des ligands de PPARYy
Le Féno diminue la viabilité des cellules HT29 sans induire leur apoptose. L’autophagie est a
I’origine un mécanisme de survie cellulaire, mais si son activation est trop importante, elle
peut aboutir a une mort cellulaire indépendante de 1’apoptose. Il a d’ores et déja été démontré
que des agents anticancéreux, tels que la rapamycine, pouvaient induire une mort cellulaire

autophagique *°

. Par exemple, 1’étoposide et la staurosporine provoquent une mort cellulaire
autophagique dans les cellules embryonnaires de souris (MEF) double KO pour les protéines
pro-apoptotiques Bad” et Bax”. Cette baisse de la viabilité, mise en évidence par une

\

perméabilisation a '[P, n’est pas associée a une condensation de la chromatine ou a une
fragmentation de I’ADN 7

L’induction du phénoméne d’autophagie a donc été étudié dans les cellules HT29 et HCT116
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traitées par Féno. Pour cela, I’acridine orange a été utilisée, car elle permet de mettre en
évidence les vésicules acides par une coloration orangée (Figure 72). La formation de ces
vésicules acides, probablement autophagiques, a été détectée des le 1*" jour de traitement des
cellules HT29 par 25uM ou 50uM de Féno. Ce phénoméne persiste jusqu’au 3° jour de
traitement (Figure 72A). L’analyse par cytométric en flux a confirmé ces résultats
(Figure 72B). Le traitement par 50uM de Féno induit une formation de vésicules acides plus
importante que celle observé avec 25uM de Féno. Les traitements par Féno entrainent
également la formation de ces vésicules acides dans les cellules HCT116 apres 3 jours de

traitement (Figure 72A et B).
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Figure 72 : Induction de la formation de vésicules acides par Féno

(A) Les cellules HT29 et HCT116 ont été traitées par 50uM de Féno pendant 3 jours. Apres traitement, 1 pug/ml
d’acridine orange a été ajouté au milieu de culture, pendant 15 min, avant observation au microscope selon les
procédures décrites dans la section Matériel et Méthodes.

(B) Les cellules HT29 ont été traitées pendant 1, 2 ou 3 jours par 25uM (F25) ou 50uM (F50) de Féno, tandis
que les cellules HCT116 ont été traitées uniquement pendant 3 jours, avant analyse par cytométrie en flux. Les
cellules sont alors incubées avec I’acridine orange selon le protocole décrit précédemment. Les résultats
représentent le rapport entre la fluorescence orange détectée dans les cellules traitées par Féno et celle obtenue
lorsque les cellules sont traitées par le DMSO, pour chaque durée de traitement. Les résultats ont été obtenus sur
3 séries indépendantes, pour un total de 6 échantillons par traitement.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par le DMSO.
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Il est important de noter que grace a la cytométrie en flux, il a pu étre montré que ces
traitements augmentaient considérablement la granulométrie cellulaire (Résultats non
présentes).

Ensuite, I’expression de Beclin-1, protéine impliquée dans la formation de 1’autophagosome,
a été évaluée par immunoréplique dans les cellules traitées par 50uM de Féno. A cette
concentration, ce dernier induit I’expression de Beclin-1 dés 6 h de traitement, expression qui
se maintient aprés 24 h dans les cellules HT29 (Figure 73). Dans ces cellules, I’étude par
immunoréplique n’a pas pu étre réalisée pour des temps plus longs (48 et 72 h), car le
marquage de la protéine de ménage (B-actine) était trop diminué. Le traitement des cellules
HCT116 par Féno induit I’expression de Beclin-1 uniquement a partir de 48 h (Figure 73).
L’autophagie induite par Féno a déja été décrite dans les cellules ARPE-19, un modele

d’épithélium pigmenté de la rétine, en conditions hyperglycémique et hypoXique 38

F50 (HT29) F50 (HCT116)
Temps (h) 0 2 4 6 24 Temps (h) 0 24 48
Beclin1 —_— Beclin1 S
p-actine  aws S S B-actine T S— —

Figure 73 : Induction de I’expression de Beclin-1 par Féno

Les cellules HT29 ont été traitées pendant 2, 4, 6 et 24 h par 50uM de Féno et les cellules HCT116 pendant 24 h
et 48 h par 50uM de Féno. L’expression de Beclin-1 est étudiée par immunoréplique selon la procédure décrite
dans la section Matériel et Méthodes. Les résultats présentés sont représentatifs de 3 séries indépendantes.

2. Action du Féno
L’autophagie a également été étudiée suite au traitement des cellules HT29 et HCT116 par
Pio et APio (Figure 74). L’observation du marquage par 1’acridine orange, au microscope,
révele la présence de vésicules acides dans les cellules HCT116 traitées par Pio et APio apres
3 jours de traitement (Figure 74A). Le méme résultat est obtenu avec les cellules HT29
(Resultats non présentes). Cette acidification a aussi été quantifiée par une technique de
cytométrie en flux. L’analyse montre une augmentation de la formation de vésicules acides
dans les cellules HT29 (Figure 74B) et HCT116 (Figure 74C) apres 24 h de traitement par
APio. La formation de ces vésicules n’est retrouvée qu’aprés 3 jours de traitement par Pio.
Afin de confirmer la nature de ces vésicules acides, I’expression de Beclin-1 a eté évaluée
suite au traitement des cellules HT29 (Figure 74D) et HCT116 (Figure 74E) par Pio et APio.
Dans les deux lignées cellulaires, APio induit fortement I’expression de Beclin-1, dés le 1%

jour de traitement (Figure 74D et E). En revanche, Pio entraine 1’expression de cette protéine
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de maniére croissante du 1% au 3° jour dans les cellules HT29 (Figure 74D) et uniquement le

3% jour dans les cellules HCT116 (Figure 74E).
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Figure 74 : Induction de I’autophagie par Pio et APio

(A) Les cellules HCT116 ont été traitées par 0.1% (v/v) de DMSO (a) et par 50uM de Pio (b) ou APio (c),
pendant trois jours. Aprés traitement, 1 pg/ml d’acridine orange a été ajouté au milieu de culture, pendant 5 min,
avant observation au microscope.

(B et C) Les cellules HT29 (B) et HCT116 (C) ont été traitées pendant 1, 2 ou 3 jours par 50uM de Pio ou APio
avant addition dans le milieu de 1 pg/mL d’acridine orange. Aprés 15 minutes d’incubation, les cellules sont
remises en suspension puis analysées par cytométrie en flux, selon la procédure décrite dans la section Matériel
et Méthodes. Les résultats sont exprimés en pourcentage et représentent le rapport entre la fluorescence détectée
dans les cellules traitées par Pio ou APio et celle obtenue lorsque les cellules sont traitées par le DMSO, pour
chaque durée de traitement. Les résultats ont été obtenus sur 3 séries indépendantes, pour un total de 6
échantillons par traitement. Le traitement de 24 h par 500uM de H,0, est utilisé comme contréle positif.

(D et E) Les cellules HT29 (D) et HCT116 (E) ont été traitées pendant 24, 48 et 72 h par 50uM de Pio ou APio.
L’expression de Beclin-1 est étudiée par immunoréplique selon la procédure décrite dans la section Matériel et
Méthodes. Les résultats présentés sont représentatifs de 3 séries indépendantes. Le traitement par 1 pM H,0, a
été utilisé comme contréle positif.
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L’induction de 1’autophagie par les TZD a déja été décrite dans d’autres lignées cellulaires

cancéreuses %03,

E. Induction d’un stress oxydant par les ligands de PPAR
1. Induction d’un stress oxydant par les ligands de PPARYy
a. Production de ROS et de RNS
La production accrue d’especes réactives peut étre a I’origine d’un arrét de croissance des

cellules >, mais également de ’induction du processus autophagique 2%

Ainsi, la génération de ROS a été recherchée, par une technique de cytométrie en flux, dans
les cellules HT29 ou HCT116 traitées par Pio, APio ou APGJ2. Ces especes réactives sont
détectées dés 5 min de traitement par Pio et APio. La production de ROS est maximale apres
15 min, puis reste constante entre 30 min et 1 h, quelles que soient les cellules testées
(Figure 75A et C). La génération de ROS, aprés 15 min de traitement, a été¢ confirmée par une
technique cytologique réalisée avec les cellules HT29 (Figure 75E). Pio et APio ayant une
action similaire, la production de ROS serait indépendante du récepteur PPARY. A I’inverse,
le traitement par la APGJ2 ne génére pas de ROS (Figure 75A, C et E). Le taux est méme plus
faible dans les cellules HT29 traitées par APGJ2 que dans celles traitées par le DMSO
(Figure 75A). La production de ROS a également été étudiée pour des temps plus longs. Le
contenu en ROS reste globalement constant entre 1 h et 2 h de traitement dans les cellules
HT29 traitées par Pio ou APio (Figure 75B). En revanche, une forte diminution des ROS est
observée apres 4 h de traitement par APio, suivie d’une forte production de ROS qui atteint un
maximum apres 8h. Cette production baisse ensuite 1égérement jusqu’a 24 h de traitement.
Dans les cellules HT29 traitées par Pio, une réduction des ROS est observée entre 2 h et 6 h
de traitement, pour aboutir a un taux inférieur a celui retrouvé dans les cellules témoins. Il
s’en suit un léger accroissement, pour atteindre aprés 8h une valeur égale a celle observée
dans les cellules témoins. Puis, le taux de ROS diminue progressivement jusqu’a 24 h. Cette
réponse biphasique observée dans les cellules HT29 traitées par Pio et APio pourrait étre le
résultat de la mise en place de la réponse antioxydante cellulaire. Cet effet biphasique est
aussi retrouvé dans les cellules HCT116 traitées par Pio et APio pour des temps d’incubation
supérieurs a 2 h (Figure 75D). Néanmoins, il est important de noter que cet effet est nettement
moins marqué que dans les cellules HT29. Ainsi, quelle que soit la durée de traitement, le
contenu en ROS des cellules HCT116 traitées par Pio et APio est nettement supérieur a celui

retrouveé dans les cellules témoins.
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Figure 75 : Production de ROS induite par Pio et APio

(A — D) La génération de ROS a été mesurée apres traitement des cellules HT29 (A et B) et HCT116 (C et D)
par 0.1% (v/v) de DMSO, 50uM de Pio ou APio et 3uM de APGJ2 pour des temps variant jusqu’a 24 h. La
génération de ROS a été mise en évidence par une technique de cytométrie en flux, en utilisant la sonde
DCF-DA selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes. Le traitement par 1mM de tert-butyl
hydroperoxyde (tert-butyl ; A) a été utilisé comme générateur de ROS. Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport aux cellules témoins non traitées. L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons de 3
séries indépendantes. *, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs
obtenues lorsque les cellules sont traitées par Pio, APio ou APGJ2, et celles obtenues lorsque les cellules ne sont
pas traitées.

(E) Mise en évidence de la génération de ROS, par le DCF-DA (en vert), dans les cellules traitées pendant 15
min par Pio, APio et APGJ2. Les noyaux sont mis en évidence par une coloration avec Hoechst 33342 (en bleu).
(F) Mise en évidence de la production d’anions superoxydes, par marquage avec la sonde Mitosox, dans les
cellules traitées par 0.1% (v/v) de DMSO (a et b), 50uM de Pio (c) ou 50uM de APio (d). Le marquage est diffus
dans les cellules témoins (a) et forment un anneau fluorescent dans les cellules traitées (c et d). b, contre
coloration avec Hoeschst 33342, mettant en évidence les noyaux des cellules HT29. Les barres d’échelle
représentent 200 um pour E et 25 um pour F.
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Afin d’identifier quelles especes réactives oxygénées particuliéres sont produites suite au
traitement par les ligands de PPARY, les cellules HT29 et HCT116 sont prétraitées par la
parabenzoquinone, un pie¢ge a anions superoxydes, ou par le D-mannitol, un piége a radicaux
hydroxyls. Ces deux antioxydants diminuent partiellement la production de ROS induite par
les ligands de PPARy (Tableau 10). Pio et APio induisent donc la production d’anions
superoxydes et de radicaux hydroxyls dans ces cellules. De plus, ’augmentation d’anions
superoxydes, au cours du traitement des cellules HT29 par Pio et APio a été confirmée in

cellulo, grace a la sonde fluorescente MitoSox (Figure 75F).

Traitement HT29 HCT116
Contrdle (DMSO) 100.0 £9.2 100.0 + 2.8
D-Mannitol 55.0+1.9 71.2*+£1.3
p-benzoquinone 74.1*£54 53.8%+3.7
Pio 152.0%+£4.2 124.5%*+£4.5
Pio + D-Mannitol 133.5#+ 1.9 103.4#+£2.3
Pio + p-benzoquinone 109.1# + 3.8 75.04#+3.8
APio 171.8%+£6.0 147.7%+£ 4.6
APio + D-Mannitol 118.2#+2.3 94.5#+3.2
APio + p-benzoquinone 122.6#+ 7.2 94.8#+5.8

Tableau 10 : Impact des antioxydants sur la production de ROS induite par Pio et APio

La génération d’espéces réactives a été mesurée, comme précédemment (Figure 75), dans les cellules HT29 et
HCT116 prétraitées 1 h par ImM de D-Mannitol et 10uM de parabenzoquinone, puis traitées 15 min par 50pM
de Pio ou APio. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par le
DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons de 3 séries indépendantes.

*_ différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio, APio ou les antioxydants seuls et celles obtenues avec les cellules traitées par le
DMSO.

#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio ou APio, et celles obtenues lorsque ces traitements sont associés aux différents
antioxydants.

La quantité de RNS a aussi été évaluée suite au traitement des cellules HT29 ou HCT116 par
les ligands de PPARy (Figure 76A et B). Les traitements par Pio ou APio génerent une
production de RNS dans ces deux modeles cellulaires. Plus précisément, le taux de RNS est
maximal apres 6 h de traitement dans les cellules HT29 et apres 4 h dans les cellules HCT116.
Le contenu en RNS reste quasiment constant jusqu’a 24 h de traitement. Ce résultat est

confirmé par I’accroissement de la proportion de résidus tyrosine nitrosylés dans les cellules
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HT29 suite au traitement de 24 h par Pio (Figure 76C et D). Il est important de noter que la
production de RNS est plus marquée dans les cellules traitées par APio que dans celles traitées
par Pio (Figure 76A et B). Par ailleurs, la production de RNS est plus précoce dans les
cellules HCT116 que dans les cellules HT29, et I’effet de la Pio y est plus marqué
(Figure 76B). En revanche, le traitement des cellules HT29 ou HCT116 par la APGJ2 pendant
24 h diminue significativement le taux de RNS (Figure 76A et B).
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Figure 76 : Production de RNS par Pio et APio

(A et B) La génération de RNS a été mesurée aprés traitement des cellules HT29 (A) et HCT116 (B) par 0.1%
(v/v) de DMSO, 50uM de Pio, 50uM de APio ou 3uM de APGJ2. La génération de RNS a été mise en évidence
par une technique de cytométrie en flux en utilisant la sonde DAF2-DA, selon la procédure décrite dans la
section Matériel et Méthodes. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins
traitées par le DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons de 3 séries indépendantes.

(C et D) Dot blotting realisé a partir d’homogénats protéiques de cellules HT29 traitées par 50uM de Pio
pendant 8 h et 24 h, selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes. Les résidus NO-Tyrosine
sont détectés en utilisant la procédure de Western Blotting. Les champs sont quantifiés en utilisant le logiciel
Quantity One (BioRad). L’expérience a été réalisée deux fois et les histogrammes (D) représentent la moyenne +
écart-type de 6 champs par condition.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio, APio ou APGJ2, et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par le DMSO.

Enfin, I’utilisation de la sonde DHR n’a pas permis de mettre en évidence la production de
peroxyde nitrique dans ces deux lignées cellulaires (Figure 77A et B). Les ligands de PPARy

induiraient donc une production majoritaire d’oxyde nitrique.
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Figure 77 : Absence de production de peroxyde nitrigue par Pio et et APio

(A et B) La génération de ONOO- a été mesuree apres traitement en cinétique des cellules HT29 (A) ou aprés un
traitement des cellules HCT116 pendant 24 h (B) par 0.1% (v/v) de DMSO, 50uM de Pio et APio. Pour cela, une
technique de cytométrie en flux, avec la sonde DHR, a été utilisée selon la procédure décrite dans la section
Matériel et Méthodes. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par
le DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons de 3 séries indépendantes.

Pas de différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio et APio et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par le DMSO.

Plusieurs études ont montré que le traitement par les TZD génére des especes
réactives 239%0 pig pourrait générer ces derniéres en se liant & la protéine mitochondriale
Mitoneet *°. En revanche, 1’effet protecteur induit par la APGJ2 contraste avec sa capacité a

induire un stress oxydant dans des cellules de neuroblastome 2%°.

b. Implication de PPARYy dans la production du stress oxydant

L implication du récepteur PPARy dans la production du stress oxydant induit par ses ligands
a été évaluée (Figure 78). Les cellules ont été prétraitées par 10uM de GW9662, un
antagoniste de PPARYy. Le prétraitement par cet antagoniste ne modifie pas le taux de ROS
(Figure 78A et C), mais diminue le taux de RNS (Figure 78B et D) dans les deux lignées
cellulaires. Mais, puisque GW9662 est capable de réduire significativement le taux de RNS
(Figure 78B et D), il est probable que cet antagoniste de PPARYy joue un rdle protecteur vis-a-
vis de ces especes réactives, de maniere indépendante du récepteur. La production de ROS et
de RNS par Pio et APio serait donc tout de méme indépendante du récepteur PPARY.

Nos résultats confirment la génération d’un stress oxydant par les TZD, de maniere

indépendante du récepteur PPARy °.
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Figure 78 : Production d’espéces réactives induite par Pio et APio indépendante de PPARy

(A - D) La génération d’espéces réactives a été mesurée, comme précédemment (Figure 75 et Figure 76), dans
les cellules HT29 (A et C) et HCT116 (B et D). Ces dernieres ont été prétraitées 1 h par 10uM de GW9662
(GW), un antagoniste de PPARY, puis traitées 15 minutes pour les ROS ou 24 h pour les RNS par 50uM de Pio
et APio. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par le DMSO.
L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons de 3 séries indépendantes.

#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio ou APio, et celles obtenues lorsque ces traitements sont associés 8 GW9662.

c. Origine des especes réactives

Afin d’identifier I’origine des espéces réactives induites par les ligands de PPARY, les cellules
HT29 (Figure 79A, C et E) et HCT116 (Figure 79B, D et F) ont été prétraitées 1 h par 50uM
de carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone (CCCP, Figure 79A et B) ou par 10uM de
NS398 (NS, Figure 79C et D). CCCP est un inhibiteur de la phosphorylation oxydative, et
NS398 un inhibiteur de COX2, une enzyme fortement exprimeée dans les cancers coliques.
Ces prétraitements contrecarrent partiellement la production de ROS induite par Pio et APio
(Figure 79A a D).
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Figure 79 : Origine des ROS induits par les ligands de PPARy

(A — D) La génération de ROS (A a D) a été mesurée, comme précedemment (Figure 75), dans les cellules HT29
(A et C) et HCT116 (B et D) suite a des prétraitements de 1h par 50uM de CCCP (A et B) ou par 10uM de
NS398 (NS, C et D), puis traitées par 50uM de Pio ou APio pendnat 15 min. Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par le DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons
de 3 séries indépendantes.

#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio ou APio, et celles obtenues lorsque ces traitements sont associés a un inhibiteur.

Dans les cellules HT29, le NS398 a un effet protecteur plus important que le CCCP, tandis
que dans les cellules HCT116, la situation est inversée. Par conséquent, les ROS induits par
les ligands de PPARy sont d’origine mitochondriale et issus de la réaction catalysée par
I’enzyme COX2. La prépondérance de chaque mécanisme varie en fonction de la lignee
cellulaire. En effet, COX2 pourrait jouer un réle plus important dans les cellules HT29 en

361

raison de son expression constitutive “°~. D’autres enzymes oxygénases pourraient également

jouer un role dans ce phénomeéne, comme les LOX ou les POX. Effectivement, ces dernieres
semblent étre impliquées dans le stress oxydant induit par les TZD 26927,

De surcroit, le prétraitement des cellules par ImM de L-NAME (L-N®-Nitroarginine methyl
ester ; L-N, Figure 80A et B), un inhibiteur de I’enzyme iNOS, contrecarre partiellement la
production de RNS induite par Pio et APio, dans les deux lignées cellulaires. Ce résultat
suggére qu’il pourrait exister une autre source de RNS que I’enzyme iNOS. Par exemple, des

RNS peuvent étre produits au sein des peroxysomes, suite a [’action de la xanthine

oxydase 32
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Figure 80 : Origine des RNS induits par les ligands de PPARYy

(A - B) La génération de RNS a été mesurée, comme précédemment (Figure 76), suite au traitement des cellules
HT29 (B) et HCT116 (D) par 50uM de Pio ou APio pendant 24 h et a I’addition de 1mM de L-NG-Nitroarginine
Methyl Ester (L-N) les 3 derniéres heures de traitement. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport
aux cellules témoins traitées par le DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons de 3 séries
indépendantes.

#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio ou APio, et celles obtenues lorsque ces traitements sont associés a L-NAME.

de RNS (%)

Productionrelative
(9, ]
o

L’implication d’iNOS dans la production de RNS induite par Pio et APio est confortée par
I’augmentation de son expression dans les cellules HT29 et HCT116 (Figure 81). Bien que la
APGJ2 n’induise pas de production de RNS, elle induit un accroissement de 1’expression
d’iNOS dans les deux lignées cellulaires (Figure 81). Ces résultats ne coincident pas avec la
diminution de I’expression d’iNOS décrite, suite a I’activation de PPARY, dans d’autres
modeéles cellulaires ®*2°°, L’ augmentation de I’expression de cette enzyme par les ligands de
PPARYy est plus importante dans les cellules HT29, ou cette enzyme est inductible, que dans

les cellules HCT116, ol son expression est constitutive **

HT29 HCT116
Pio APio  APGJ2 Pio APioc  APGJ2
DMSO
DMSO 50pM 504 3 M 50pM 50 M 3 M

iNOS

1.0 1.24 1.65 1.60 1.0 1.05 1.13 1.25
GAPDH S IR SR i —— Cop— ——

Figure 81 : Augmentation de I’expression d’iNOS par les ligands de PPARY

Les cellules HT29 et HCT116 ont été traitées pendant 24 h par 50uM Pio, 50uM APio ou 3uM de APGJ2.
L’ immunoréplique a été réalisée selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes.

2. Induction d’un stress oxydant par Féno
a. Production de ROS et de RNS
La production de ROS a été étudiée suite au traitement des cellules HT29 par Féno
(Figure 82). Comme pour Pio et APio, un effet biphasique a été observé. En effet, le
traitement par 25uM de Féno induit une production de ROS maximale aprés 30 min de

traitement (150%). Ce taux de ROS reste ensuite relativement constant jusqu’a 1 h de
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traitement, avant de diminuer progressivement jusqu’a 2 h, ou il est identique au taux initial.
La quantité de ROS augmente a nouveau aprés 3 h de traitement (120%), avant de revenir au
taux initial aprés 5 h de traitement. Le niveau du contenu en ROS est ensuite constant jusqu’a
24 h de traitement (Figure 82A). Pour le traitement par 50uM de Féno, la production de ROS
est nettement plus importante que celle observée avec 25uM, mais le profil est semblable. Le
taux de ROS accroit rapidement jusqu’a 1 h de traitement, est légerement réduit aprés 2 h,
avant d’atteindre son maximum aprés 3 h de traitement. Le taux de ROS diminue ensuite
graduellement jusqu’a 24 h de traitement. Quelle que soit la durée de traitement, le taux de

ROS induit par 50uM de Féno est plus important que le niveau initial (Figure 82A).
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Figure 82 : Production de ROS par Féno

(A et B) La génération d’espéces réactives oxygénées a été mesurée, comme précédemment (Figure 75), apres
traitement des cellules HT29 (A) et HCT116 (B) par 25uM ou 50uM de Féno (F25 et F50), pour des temps
variant jusqu’a 24 h. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins non traitées.
L’expérience a €té réalisée sur 3 échantillons de 3 séries indépendantes.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno, et celles obtenues lorsque les cellules ne sont pas traitées.

(C) Mise en évidence de la génération de ROS, par le DCF-DA (en vert), ou de la production d’anions
superoxydes, par la sonde Mitosox (en rouge), dans les cellules HT29 traitées 3 h par 50uM de Féno. Les noyaux
sont mis en évidence par une coloration avec Hoechst 33342 (en bleu).

106



Résultats et Discussion

En revanche, cet effet biphasique n’est pas observé dans les cellules HCT116 (Figure 82B).
Une production de ROS est observée dés 30 min de traitement par 25uM et 50uM de Féno et
s’accentue progressivement jusqu’a 4 h de traitement. Ensuite, le taux de ROS diminue
legérement jusqu’a 6 h de traitement. Il est a noter que le stress induit par 25uM de Féno est
inférieur a celui induit par 50uM de Féno. De plus, cette production de ROS, induite dans les
cellules HT29 par 50uM de Féno, a été confirmee par microscopie (Figure 82C). Des résultats
similaires sont obtenus avec 25uM de Féno, tout comme avec 25uM et 50uM de Féno dans
les cellules HCT116 (Résultats non présentés).

La production de RNS suite au traitement de 24 h par 50uM de Féno est plus importante que
celle induite suite au traitement par 25uM de Féno (Figure 83A). Ces RNS sont en partie
composés de radicaux ONOO", comme I’indique le marquage a 1’aide de la sonde DHR
réalisé par cytométrie en flux (Figure 83B). Comme précédemment, le traitement par 50uM
de Féno induit une production de radicaux ONOO- plus importante que le traitement par
25uUM de Féno.
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Figure 83 : Production de RNS par Féno, analysée par cytométrie en flux

(A et B) La génération de RNS et de ONOO- a été mesurée, comme précédemment (Figure 76 et Figure 77)
apres traitement des cellules HT29 (A) et HCT116 (B) par 25uM ou 50uM de Féno (F25 et F50) pendant 24 h.
Pour cela, I’analyse est réalisée par une technique de cytométrie en flux, en utilisant, respectivement, les sondes
DAF-2DA et DHR selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes. Les résultats sont exprimés
en pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par le DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3
échantillons de 3 séries indépendantes.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno, et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par le DMSO.

La production de peroxyde nitrique par 25uM et 50uM de Féno a été confirmée par
microscopie dans les cellules HT29 (Figure 84) et les cellules HCT116 (Résultats non

présentés).

107



Résultats et Discussion

DMsO F25 F50

Hoechst
33342

DHR

Figure 84 : Production de ONOO- par Féno analysée par microscopie

La production de ONOO- a été étudiee aprés traitement des cellules HT29 par 25uM ou 50uM de Féno pendant
24 h, par microscopie, en utilisant la sonde DHR selon la procédure décrite dans la section Matériel et
Méthodes.

Afin d’identifier quelles espéces réactives oxygénées particuliéres sont produites suite au
traitement par Féno, les cellules sont prétraitées par la parabenzoquinone, un piege a anions
superoxydes, ou par le D-mannitol, un piége a radicaux hydroxyls. Comme observé
précédemment avec les ligands de PPARY, ces deux antioxydants diminuent partiellement la
production de ROS induite par Féno dans les cellules HT29 et HCT116 (Tableau 11). Il induit
donc la production d’anions superoxydes et de radicaux hydroxyls dans ces cellules. Encore
une fois, la production d’anions superoxydes a été confirmée in cellulo, grace a la sonde

fluorescente MitoSox (Figure 82C).

Traitement HT?29 HCT116
Contrdle (DMSO) 100.0£1.3 100.0£5.5
Féno 206.0*+ 3.2 187.1*£5.0
para-benzoquinone 771.7*+£6.4 84.2*+4.4
Feéno + para-benzoquinone 176.0# + 2.3 163.8# + 3.2
D-Mannitol 109.3+4.0 102.4 +6.8
Féeno + D-Mannitol 159.0#+ 1.9 167.5#+ 2.4

Tableau 11 : Impact des antioxydants sur la production de ROS induite par Féno

La génération d’espéces réactives a été mesurée, comme précédemment (Figure 75), dans les cellules HT29 et
HCT116 suite a un prétraitement de 1 h par 1mM de D-Mannitol et 10uM de parabenzoquinone, puis traitées
3 h par 50uM de Féno. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par le
DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons de 3 séries indépendantes.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno ou les antioxydants seuls, et celles obtenues avec les cellules traitées par le
DMSO.

#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno, et celles obtenues lorsque ces traitements sont associés aux différents
antioxydants
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Differentes études ont montré que les fibrates inhibent le complexe | de la chaine respiratoire
mitochondriale , inhibition a I’origine de la production d’un stress oxydant **%%*%%°_ De plus,
WYy-14643 induit un stress oxydant important, d’origine mitochondriale, dans les cellules
leucemiques ou de cancer pulmonaire, sans induire de perturbation du potentiel mitochondrial
ou de la viabilité cellulaire ?*°. Cela ressemble & la situation observée suite au traitement des
cellules HCT116 par Féno. Il a aussi été décrit que les agonistes de PPARa produisent a la
fois des anions superoxydes et du H,0, *?***2 Enfin, la production de RNS, générée par
Féno dans les cellules HT29 et HCT116, contraste avec la diminution de NO induite par des

agonistes de PPAR« dans des macrophages activés par le LPS (lipopolysaccharide) 3,

b. Implication de PPARa dans la production du stress oxydant
L’implication du récepteur PPARa dans la production du stress oxydant induit par Féno a
ensuite été étudiée (Figure 85). Pour cela, les cellules ont été prétraitées 1 h par 10uM de
MKS886, un antagoniste de PPARa.
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Figure 85 : Production de ROS induite par Féno, indépendante de PPARa.

(A) La mesure des ROS est réalisée, comme précédemment (Figure 75), dans les cellules HT29 prétraitées 1 h
par 10uM de MK886 (MK), un antagoniste de PPARa, puis traitées 30 min par 25uM de Féno et 3 h par 50uM
de Féno.

(B) La mesure des ROS est réalisée dans les cellules HCT116 prétraitées 1 h par 10uM de MK886 (MK), puis
traitées 4 h par 50uM de Féno.

Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par le DMSO. L’expérience
a été réalisée sur 3 échantillons de 3 séries indépendantes.

#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno, et celles obtenues lorsque ces traitements sont associés a MK886.

Le prétraitement par MK886 n’a aucune incidence sur la production de ROS induite par
25uM de Féno aprés 30 min de traitement dans les cellules HT29. En revanche, ce
prétraitement accentue la production de ROS induite par 50uM de Féno aprés 3 h de

traitement. Cela peut étre di a I’induction de ROS par MK886 lui-méme aprés 3 h de
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traitement (Figure 85A). Dans les cellules HCT116, le prétraitement par MK886 ne modifie
pas la production de ROS induite par 25uM et 50uM de Féno (Figure 85B). La production de
ROS induite par Féno serait donc bien indépendante du récepteur PPARa.

De plus, le prétraitement par MK886 n’a aucune incidence sur la production de RNS induite
par 25uM et 50uM de Féno dans les cellules HT29 et HCT116 (Figure 86A et B).
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Figure 86 : Production de RNS induite par Féno, indépendante de PPARa.

(A et B) La mesure des RNS est réalisée, comme précédemment (Figure 76), dans les cellules HT29 (A) et
HCT116 (B) prétraitées 1 h par 10uM de MK886 (MK), un antagoniste de PPARGa, puis traitées 24 h par 25uM
ou 50uM de Féno.

Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par le DMSO. L’expérience
a été réalisée sur 3 échantillons de 3 séries indépendantes.

Pas de différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno, et celles obtenues lorsque ces traitements sont associés 8 MK886.

La production d’un stress oxydant, de maniére indépendante de PPARa, est déja décrite dans
la littérature 33238239,
c. Origine des especes réactives

Pour déterminer 1’origine des especes réactives générées, les cellules HT29 et HCT116 ont été
prétraitées par le CCCP et par L-NAME. Ces prétraitements contrecarrent partiellement la
production de ROS (Figure 87A et C) ou de RNS (Figure 87B et D) induite par 50uM de
Féno. Les ROS induits par ce composé sont donc partiellement issus de D’activité
mitochondriale. Les RNS sont, quant a eux, principalement issus de la réaction catalysée par
iNOS. Une étude a d’ailleurs montré que Wy-14643 et le Clofibrate provoquent une

augmentation de la transcription d’iNOS dans diverses cellules, de mani¢re indépendante de
PPARq *%,

110



Résultats et Discussion

A B
#
0 HT29 : 20 HT20
2 S #
g g
O 150 z 2 150 T
@ @ T
=] =] T
2 2
® 1004 —= S 100 A
e e 3
[ | =
= .g
S 50 - g 50 -
=] =]
] e
o o
0 T T T ] 0 T T T N
DMSO CCCP F50 CCCP DMSO L-N Féno L-N+
+F50 F50
c D
i #
_ 2007 HeTi16 —_— _ 71 Herite I
= T = =
w w
e 150 I Z 150 - I
Q -4}
= =]
8 100{ — 3 & 10 — T
x @ T
c c
=] .g
3 50 S 50
= =]
e 2
o o
0 : : : . 0 . . .
DMSO CCCP F50 ccce DMSO L-N F50 L-N+
+50 F50

Figure 87 : Origine du stress oxydant induit par Féno

(A et C) La génération de ROS a été mesurée, comme précédemment (Figure 75), dans les cellules HT29 (A) et
HCT116 (C) prétraitées 1 h par 50uM de CCCP, puis traitées 3 h par 50uM de Féno (F50).

(B et D) La génération de RNS a été mesurée, comme précédemment (Figure 76), suite au traitement des cellules
HT29 (B) et HCT116 (D) par 50uM de Féno (F50) pendant 24 h et a I’addition de 1mM de L-NG-Nitroarginine
Methyl Ester (L-N) les 3 derniéres heures de traitement. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport
aux cellules témoins traitées par le DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons de 3 séries
indépendantes

#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno, et celles obtenues lorsque ces traitements sont associés a un inhibiteur.

F. Diminution du contenu en glutathion réduit (GSH) par les ligands de PPAR
1. Dimibution du contenu en GSH par les ligands de PPARYy
L’une des conséquences de la génération d’espéces réactives est une déplétion du taux de

GSH intracytoplasmique *

. Le contenu en GSH a ainsi été mesuré aprés traitement des
cellules HT29 ou HCT116 par les ligands de PPARy (Figure 88). Dés 2 h de traitement des
cellules HT29 par Pio, le taux de GSH est significativement réduit et cette diminution est

maximale aprés 24 h (Figure 88A). Des résultats comparables sont obtenus lorsque ces
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cellules sont traitées par APio (Figure 88A). De méme, le contenu en GSH des cellules

HCT116 est fortement réduit suite aux traitements par Pio et APio (Figure 88B).
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Figure 88 : Diminution du contenu en GSH intracellulaire par les ligands de PPARYy

(A et B) Le contenu en GSH a été mesuré en cinétique sur les cellules HT29 (A) et HCT116 (B) entre 0 et 24
heures. Les cellules ont été traitées par 50 UM Pio (A et B) ou 50 uM APio (A et B). Le contenu en GSH a été
mesuré, sur trois échantillons de trois séries indépendantes, pour chaque traitement, selon la procédure décrite
dans la section Matériel et Méthodes. Les résultats sont rapportés, pour chaque traitement, au contenu en GSH
des cellules traitées par le DMSO et exprimés en pourcentage.

* différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio ou APio et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par DMSO, dans les
mémes conditions opératoires.

Pio et APio ont un effet similaire, puisqu’elles induisent une réduction d’environ 40-50 % du
contenu en GSH dans les deux lignées cellulaires. Cette baisse du GSH a déja été décrite en
présence d’un stress oxydant généré par les TZD 2**3% Cette diminution pourrait aussi étre

provoquée par une conjugaison des composés avec le GSH sous I’action des GSTs. Le
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conjugué serait alors exporté hors de la cellule par les transporteurs membranaires MRP 27",
Effectivement, des adduits entre le GSH et les TZD ont été observés dans des microsomes
hépatiques chez le chien, chez le rat et chez ’Homme. Mais leur formation nécessite une
métabolisation des TZD, c’est a dire I"ouverture du cycle thiazolidine > En revanche, la
APio pourrait se conjuguer au GSH, selon une réaction d’addition de Michael, comme cela a
déja été observé avec la APGJ2 2"

Afin d’évaluer I’implication des espéces réactives dans la diminution du contenu en GSH, la
parabenzoquinone, le D-Mannitol et le y-Tocophérol, un inhibiteur spécifique des RNS, ont
été utilisés. Précédemment, il a été montré que la parabenzoquinone et le D-Mannitol
réduisaient bien la production de ROS induite par Pio et APio (Tableau 10 ; p.98). De méme,

il a été démontré que le y-Tocophérol diminuait les RNS produits par ces composés

(Tableau 12).

Traitement HT29 HCT116
Contrdle (DMSO) 100.0+3.9 100.0+£3.3
y-Tocophérol 86.0* £4.8 106.7 £ 5.0
Pio 124.9* £ 1.8 156.0% + 8.4
Pio + y-Tocophérol 107.6# £ 1.0 123.1#+£ 0.7
APio 207.2* £0.5 203.4*+£7.2
APio + y-Tocophérol 189.4# + 3.5 174.1# £ 1.6

Tableau 12 : Impact du y-Tocophérol sur la production de RNS induite par Pio et APio

La génération d’espéces réactives nitrées a été mesurée, comme précédemment (Figure 76), dans les cellules
HT29 prétraitées 1 h par 10uM de y-Tocophérol, puis traitées 24 h par 50uM de Pio ou APio. Les résultats sont
exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par le DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3
échantillons de 3 séries indépendantes.

* différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio, APio ou y-Tocophérol, et celles obtenues avec les cellules traitées par le DMSO.

#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio ou APio, et celles obtenues lorsque ces traitements sont associés au y-Tocophérol.

Ainsi, I'utilisation des différents antioxydants a permis de montrer que toutes les especes
réactives générées sont impliquées dans la diminution du GSH observée, puisque chacun

d’eux est capable de restaurer partiellement le taux de GSH (Tableau 13).
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Traitement HT29 HCT116
Contrdle (DMSO) 100.0 £2.5 100.0+ 3.0
D-Mannitol 948 £3.8 98.1+£1.3
p-benzoquinone 102.5+0.5 113.4*+3.3
y-Tocophérol 100.3 £2.8 116.8* £ 1.0
Pio 57.0%+0.8 59.0%+1.2
Pio + D-Mannitol 65.8#+ 0.6 65.4#+0.9
Pio + p-benzoquinone 72.2#+5.0 86.2#+ 1.0
Pio + y-Tocophérol 64.9#+2.5 68.9#+1.3
APio 71.2%+0.9 70.2%+ 1.8
APio + D-Mannitol 92.6#+1.2 85.7#+1.2
APio + p-benzoquinone 87.4#+5.0 95.1#+ 4.0
APio + y-Tocophérol 91.0#+5.7 929#+1.3

Tableau 13 : Impact des antioxydants sur la diminution du GSH induite par Pio et APio

Le contenu en GSH été mesuré, comme précédemment (Figure 88), dans les cellules HT29 ou HCTI116
prétraitées 1 h par ImM de D-Mannitol, 10uM de parabenzoquinone ou 10uM de y-Tocophérol, puis traitées
24 h par 50uM de Pio ou APio.

Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par le DMSO. L’expérience
a été réalisée sur 3 échantillons de 3 séries indépendantes.

*_ différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio, APio ou les antioxydants seuls et celles obtenues avec les cellules traitées par le
DMSO.

#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio ou APio, et celles obtenues lorsque ces traitements sont associés aux différents
antioxydants.

En revanche, le taux de GSH est fortement augmenté apres le traitement des cellules HT29 ou
HCT116 par la APGJ2 (Figure 89A et B). Cet accroissement du contenu en GSH est inhibé,
lorsque les cellules sont prétraitées, pendant 1 h, par 100uM de L-Buthionine-(S-R)-
sulfoximine (BSO), un inhibiteur de la GCL. Cette derniere catalyse I’étape limitante de la
biosynthése du GSH (Figure 89C et D). Il a déja été montré que ’activation de la voie
Nrf2/Keapl par la APGJ2 entrainait une hausse de 1’expression de la GCL et de la GR, qui

. . 263,264
permet un accroissement du contenu en glutathion *°2%-2%,
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Figure 89 : Augmentation du GSH, induite par la APGJ2, inhibée par le BSO

(A et B) Le contenu en GSH est mesuré en cinétique sur les cellules HT29 (A) et HCT116 (B) suite a un
traitement par 3uM de APGJ2 entre 0 h et 24 h, selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes.
* différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par la APGJ2 et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par le DMSO.

(C et D) Le contenu en GSH est mesuré dans les cellules HT29 (C) et HCT116 (D) prétraitées pendant 1 h par
100puM de L-Buthionine-(S-R)-sulfoximine (BSO), puis traitées 24 h par 3uM de APGJ2. Ce contenu a été
mesuré sur 3 échantillons de 3 séries indépendantes.

Les résultats sont rapportés au contenu en GSH des cellules traitées par le DMSO et exprimés en pourcentage.

#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par le BSO et celles obtenues lorsque les cellules sont co-traitées par le BSO et la APGJ2.

2. Diminution du contenu en GSH par Féno
Le Féno induit une baisse du GSH dans les cellules HT29 a partir de 8 h de traitement, pour
atteindre une diminution maximale de 20% aprés 24 h de traitement (Figure 90A).
Néanmoins, cette réduction du GSH est nettement moins importante que celle observée avec
Pio et APio dans ces cellules. Le traitement par 25uM de Féno n’a aucune incidence sur le
contenu en GSH. En revanche, le traitement des cellules HCT116 par 25uM et 50uM de Féno
pendant 24 h diminue le taux de GSH de maniére dose dépendante (Figure 90B). Cependant,

ces baisses restent limitées.
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Figure 90 : Diminution du GSH induite par Féno

(A et B) Le contenu en GSH a été mesuré, comme précédemment (Figure 88) suite au traitement de cellules
HT29 par 50uM de Féno de 0 ha 24 h (A) ou de cellules HCT116 par 25uM et 50uM de Féno pendant 24 h (B).
Les résultats sont rapportés au contenu en GSH des cellules non traitées et exprimés en pourcentage.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno et celles obtenues avec les cellules contrble.

La production d’un stress oxydant, associée a une déplétion en GSH, a également été

observée suite au traitement de cellules cancéreuses hépatiques HepG2 par Féno 2%,

Comme auparavant, la parabenzoquinone, le D-Mannitol et le y-Tocophérol ont été utilisés
pour démontrer I’implication des espéces réactives dans la réduction du GSH. Il a déja été
montré que la parabenzoquinone et le D-Mannitol diminuaient bien la production de ROS
induite par Féno (Tableau 11 ; p.106). De méme, la capacité du y-Tocophérol, a baisser les

RNS produits par ce compose, a été montré dans les cellules HT29 et HCT116 (Tableau 14).

Traitement HT29 HCT116
Controle (DMSO) 100.0 + 3.9 100.0 + 3.6
Féno 151.9* + 3.6 185.5* + 6.6
y-Tocophérol 84.0* £ 3.2 103.2+7.0
Féno + y-Tocophérol 134.6# +1.8 157.8#+4.5

Tableau 14 : Impact du y-Tocophérol sur la production de RNS induite par Féno

La génération de RNS a été mesurée, comme précédemment (Figure 76), dans les cellules HT29 et HCT116
prétraitées 1 h par 10uM de y-Tocophérol, puis traitées 24 h par 50uM de Féno. Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par le DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons
de 3 séries indépendantes.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno ou le y-Tocophéral, et celles obtenues avec les cellules traitées par le DMSO.

#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno, et celles obtenues lorsque ce traitement est associé au y-Tocophérol.
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Les prétraitements par les divers antioxydants restaurent totalement le contenu en GSH des
cellules HT29 et HCT116 traitées par Féno (Tableau 15). Il semblerait donc que I’ensemble

des espéces réactives soient responsables de la diminution de GSH observée avec Féno.

Traitement HT29 HCT116
Controle (DMSO) 100.0 +3.8 100.0+ 1.9
D-Mannitol 107.6 £ 3.5 124.8* £ 1.6
p-benzoquinone 116.5* £3.8 147.1* £4.7
v-Tocophérol 104.7+1.2 114.8+£94
Féno 79.0%+ 3.0 85.3*+£2.6
Féno + D-Mannitol 94.4# 4.7 98.5#+ 1.8
Féno + p-benzoquinone 113.2#+ 1.8 105.6# +4.3
Féno + y-Tocophérol 102.8#+3.2 101.8#+ 1.8

Tableau 15 : Impact des antioxydants sur la diminution du GSH induite par Féno

Le contenu en GSH été mesuré, comme précédemment (Figure 88), dans les cellules HT29 et HCT116
prétraitées lh par ImM de D-Mannitol, 10uM de parabenzoquinone ou 10uM de y-Tocophérol, puis traitées
24 h par 50uM de Féno. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par
le DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons de 3 séries indépendantes.

*_ différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno ou les antioxydants seuls et celles obtenues avec les cellules traitées par le DMSO.
#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno, et celles obtenues lorsque ces traitements sont associés aux différents
antioxydants.

G. Impact des ligands de PPAR sur ’activation de la voie Nrf2/Keap1
La voie Nrf2/Keapl est activée lorsque les cellules sont soumises a un stress oxydant 2'°.
Puisque les ligands de PPAR générent un stress oxydant dans les cellules HT29 et HCT116,
I’impact de ces composés sur cette voie de transduction a été étudié. Plusieurs études ont
montré que le traitement par la APGJ2 active la voie Nrf2/Keapl *°. Par conséquent, cette

prostaglandine a été utilisée en tant qu’activateur de cette voie de signalisation.

1. Activation de la voie Nrf2/Keap1 par les ligands de PPARy
a. Translocation nucléaire de Nrf2
Afin de mettre en évidence 1’activation de la voie Nrf2/Keapl, la translocation nucléaire de
Nrf2 dans les cellules HT29 et HCT116 a été étudiée suite au traitement par les ligands de
PPARy (Figure 91).
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Par immunoréplique, une bande de 60 kDa, correspondant a la présence de Nrf2 dans les
extraits nucléaires, a été détectée dés la 1%° heure de traitement. Cette translocation perdure
jusqu’a 5 h de traitement (Figure 91A et B). Pio et APio activent cette voie de maniére
similaire, cet effet serait donc indépendant de PPARy. La présence de Nrf2 est également
confirmée dans les extraits cytoplasmiques, sous la forme de plusieurs bandes, qui
correspondent & la protéine partiellement dégradée (Figure 91A et B).
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Figure 91 : Activation de la voie Nrf2/Keapl par les ligands de PPARYy

(A et B) Les cellules HT29 (A) et HCT116 (B) sont traitées pendant 4 h et 6 h par 50uM de Pio, 50uM de APio
ou 3uM de APGJ2. Apres incubation, les extraits cytoplasmique et nucléaire sont préparés, puis analysés par
immunoréplique, selon le protocole décrit dans la section Matériel et Méthodes. Une bande, estimée a 60 kDa,
est détectée dans les extraits de protéines nucléaires. Plusieurs bandes sont détectées dans les extraits
cytoplasmiques, préparés a partir de cellules non traitées. Elles correspondent a la protéine Nrf2 dégradée. La
qualité des extraits est vérifiée en utilisant une solution d’anticorps dirigés contre la GAPDH, localisée
uniquement dans le cytoplasme et la lamine A/C, protéine exclusivement nucléaire.

La translocation nucléaire de Nrf2 a été également confirmée, pour tous les traitements, par
une technique d’immunocytochimie, réalisée sur les cellules HT29 ou HCT116 (Figure 92).
Aprés 24 h de traitement, le signal immunologique semble d’avantage cytoplasmique que

nucléaire, ce qui confirme les résultats obtenus par immunoréplique.
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Figure 92 : Activation de la voie Nrf2/Keapl par les ligands de PPARYy, observée par immunocytochimie

Mise en évidence de la présence de Nrf2, par une technique d’immunocytochimie, réalisée sur des préparations
de cellules HT29 (a-f) et HCT116 (g-i) traitées respectivement par 0,1% (v/v) de DMSO (a-c), 50uM de APio
(d-f) et 3uM de APGJ2 (g-i), pendant 4 h. Nrf2 est principalement localisée dans le cytoplasme ou présente une
localisation péri-nucléaire en absence de traitement (a). Dans les cellules traitées par APio (d) ou APGJ2 (g), le
signal est diffus dans le cytoplasme et dasn les noyaux des cellules HT29 ou HCT116, respectivement. b, e, h,
mise en évidence des noyaux des cellules apres coloration des cellules par le DAPI. ¢, f, i, superposition
respective des imagesaeth,dete, geth.

L’activation de la voie Nrf2 peut étre provoquée par des especes réactives oxygénées, mais
elle peut aussi I’€tre suite a une nitrosylation de Keapl par le NO 213364 Comme Pio et APio
générent abondamment cette espéce réactive, elles pourraient activer la voie Nrf2/Keapl de
cette facon. De plus, I’activation de la voie Nrf2/Keapl pourrait étre amplifiée par
I’augmentation de 1’expression de Nrf2 suite a I’activation de PPARy par Pio. En effet, le
géne Nrf2 contient une séquence PPRE dans son promoteur 2“2, De méme, Nrf2 serait
capable d’induire I’expression de PPARY, grace a une séquence ARE, présente au sein de son
promoteur 2483%53%_Enfin, il est possible que APio soit capable d’activer la voie Nrf2/Keap1,
en se liant directement sur Keapl, selon une réaction d’addition de Michael. Des résultats
comparables ont été obtenus avec un autre ligand synthétique de PPARYy, le CDDO (pour 2-
Cyano-3,12-dioxoolean-1,9-dien-28-oic acid), également capable de former des adduits selon
une réaction d’addition de Michael et d’activer la voie Nrf2/Keap1 **',
b. Expression des génes-cibles de la voie Nrf2/Keapl
Bien que tous ces traitements permettent la translocation nucléaire de Nrf2, ils n’ont pas le

méme effet sur tous ses genes-cibles (Figure 93).
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A Pio 50pM APio 50yM APGJ2 3pM
Temps(h) 0 4 6 24 0 4 6 24 0 4 6 24
HO-1 v —
1.0 1.61 2.05 540 1.0 1.75 2.94 407 1.0 1.55 2.57 4.66
NQOT o e —— ———— — -
1.0 1.04 115 145 1.0 114 1.24 1.34 1.0 126 143 1.79
Trx [ e A Al S e P T
1.0 1.04 0.88 0.97 1.0 1.22 117 1.16 1.0 1.29 1.10 0.97
GCL — -
1.0 113 1.19 0.96 1.0 091 098 1.23 1.0 1.03 1.22 246
GSTPI e  ssmn  wmer s et Tl S — — — — —
1.0 0387 1.04 0.87 1.0 1.06 1.07 1.12 1.0 1.04 096 0.82
GAPDH  copse  ssss o  cnmne T — — — — — —
D Pio 50pM E APio 50uM F APGJ2 3pM
Temps(h) 0 4 6 24 0 4 6 24 0 4 6 24
HO-1 - -
1.0 1.09 1.61 3.70 1.0 132 1.74 287 1.0 236 7.90 25.09
NQOT e e — — O —— | — —
1.0 1.22 1.22 1.46 1.0 147 1.52 1.71 1.0 1.38 1.55 2.50
Trx — A — — L. B B.Ba . -
1.0 214 143 1.26 1.0 1.08 0.89 044 1.0 1.14 0.54 0.76
GCL —_——— it _ ety S
1.0 1.22 1.25 1.24 1.0 095 096 0.98 1.0 1.03 1.53 1.92

GSTPi v w— c—— — —— — — — —— —

1.0 1.02 1.01 1.13 1.0
GAPDH e suee e s

1.28 217 1.85 1.0 098 0.91 0.98

T — — — - —— T —

Figure 93 : Impact des ligands de PPARY sur I’expression des génes-cibles
de la voie Nrf2/Keapl

(A -F) Les cellules HT29 (A, B et C) et HCT116 (D, E et F) sont traitées pendant 4 h, 6 h et 24 h par 50uM de
Pio (A et D), 50uM de APio (B et E) et 3uM de APGJ2 (C et F). Les expressions de I’Héme Oxygénase 1
(HO1), de la NAD(P)H déhydrogénase quinone 1 (NQOL), des Thiorédoxines (Trx), de la Glutamate Cystéine
Ligase (GCL) et de la Glutathion-S-Transférase = (GSTm), sont étudiées par immunoréplique. Cette derniére est
réalisée a partir de 25 pg de protéines totales, selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes.
L’expression de chaque protéine a été rapportée a celle de la GAPDH, pour chaque condition, puis comparée a
celle obtenue dans les cellules non traitées. Les résultats présentés sont représentatifs de 3 séries indépendantes.

Les taux proteiques de HO-1 et NQOL1 sont augmentés dés 4 h, quels que soient le traitement
ou la lignée testée (Figure 93). De plus, I’induction de I’expression de NQO1 pourrait étre a
I’origine d’une inhibition du phénomeéne d’autophagie, comme cela a déja été montré par

Rao et al. 2%

. L’inhibition de la voie Nrf2/Keapl pourrait donc permettre d’accentuer le
phénomeéne d’autophagie induit par Pio et APio. La APGJ2 induit, quant a elle, I’expression

de la GCL dans les deux lignées cellulaires (Figure 93C et F), ce qui est en accord avec
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I’augmentation de GSH observée précédemment (Figure 89A et B ; p.113). L’induction de
HO-1 et de la GCL par la APGJ2 est en accord avec d’autres résultats retrouvés dans la
littérature 2% En revanche, le traitement par la APGJ2 entraine une diminution des taux de
GSTm et des Trx (Figure 93C et F). Des variations existent également lorsque les cellules
HT29 ou HCT116 sont traitées par Pio et APio. Le taux protéique de GCL est augmenté
lorsque les cellules HT29 sont traitées par APio (Figure 93B) ou lorsque les cellules HCT116
sont traitées par Pio (Figure 93D). Une réduction du taux des Trx est aussi observée apres

traitement des cellules HCT116 par APio (Figure 93E).

c¢. Induction de Dexpression de HO-1 dépendante du stress
oxydant, mais indépendante de ’activation du récepteur PPARY
Différentes études ont montré que I’expression de HO-1 pouvait étre induite par d’autres
voies de signalisation que la voie Nrf2/Keapl. Par exemple, cette protéine est induite par les
voies PPARy **” ou AP-1 % mais également par une diminution du contenu en GSH **’. Afin
de déterminer I’implication du stress oxydant et du récepteur PPARy dans I’induction de son
expression, les cellules HT29 et HCT116 ont été prétraitées 1 h par SmM de N-acétylcystéine
(NAC) et 10uM de Trolox (Tro), des antioxydants généraux (Figure 94). Au préalable, la
capacité¢ de ces derniers a réduire les ROS induits par Pio et APio a ¢ét¢ démontrée dans les
cellules HT29 et HCT116 (Figure 94A, B, G et H). Ces prétraitements empéchent I’induction
de I’expression de HO-1 par les ligands de PPARy, dans les deux lignées cellulaires
(Figure 94C-D et I-J). Un effet similaire est observé suite au prétraitement des cellules par
10uM de y-Tocophérol (Figure 94E et K). L’induction de HO-1 serait donc dépendante des
ROS, mais également des RNS. En revanche, le prétraitement des cellules HT29 et HCT116
par GW9662, un antagoniste de PPARYy, n’a aucun effet sur I’induction de HO-1 par Pio et
APio (Figure 94F et L). Cet effet serait donc bien indépendant du récepteur PPARY, tout
comme I’induction de HO-1 par le CDDO et la APGJ2 dans les fibroblastes pulmonaires ¢’
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Figure 94 : Induction de I’expression de HO-1 par les ligands de PPARY dépendante
du stress oxydant mais indépendante du récepteur PPARY

(A-B, G-H) : La production de ROS a été analysée, comme précédemment (Figure 75), dans les cellules HT29
(A-B) et HCT116 (G-H) prétraitées 1 h par 5mM de N-acétylcystéine (NAC ; A et G) ou 10uM de Trolox
(Tro ; B et H) puis traitées pendant 15 min par 50uM de Pio ou APio.

#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio ou APio, et celles obtenues lorsque ces traitements sont associés a NAC ou Trolox.
(C-F, I-L) L’étude de I’expression de HO-1 a été réalisée, comme précédemment (Figure 93), dans les cellules
HT29 (C-F) ou HCT116 (I-L) prétraitées 1 h par 5mM de NAC (C et 1), 10uM de Trolox (D et J), 10uM de
v-Tocophérol (E et K) ou 10uM de GW9662 (GW ; F et L) puis traitées par 50uM de Pio ou APio pendant 24 h.
Le traitement par 3uM de APGJ2 est utilisé en tant que contrdle positif. L’expression de chaque protéine a été
rapportée a celle de la GAPDH, pour chaque condition, puis comparée a celle obtenue dans les cellules traitées
par le DMSO. Les résultats présentés sont représentatifs de 3 séries indépendantes.
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d. Absence d’effet de la voie Nrf2/Keapl sur la diminution de
viabilité induite par les ligands de PPARYy

L’activation de la voie Nrf2/Keap1 peut limiter I’efficacité des drogues thérapeutiques. Ainsi,
I’inhibition de Nrf2 par siRNA permet d’accroitre 1’efficacité du 5-FU dans les cellules
HT29 ?*°, La Trigonelline permet également d’inhiber cette voie. En effet, un traitement des
cellules HT29 par 100nM de Trigonelline diminue I’expression de Nrf2, sa translocation
nucléaire, ainsi que la transcription de ses génes-cibles **°. De méme, il a été montré que la
Trigonelline réduisait la translocation nucléaire de Nrf2 dans des cellules cancéreuses
pancréatiques, ce qui les rend plus sensibles a I’apoptose induite par TRAIL *"°. L’impact de
la Trigonelline, sur la diminution de viabilité induite par les ligands de PPARYy, a été étudié
dans les cellules HT29 et HCT116 (Figure 95). La baisse de I’activation de Nrf2 induite par la
Trigonelline n’a aucun effet sur la réduction de viabilité induite par Pio et APio. L’activation
de la voie Nrf2, par ces composes, n’aurait donc aucun effet protecteur sur la viabilité
cellulaire. Il conviendrait tout de méme de vérifier que le cotraitement avec la Trigonelline

diminue bien la translocation nucléaire de Nrf2 induite par Pio et APio dans ces deux lignées

cellulaires.
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Figure 95 : Impact de P’activation de la voie Nrf2 sur la diminution de croissance induite par Pio et APio

(A et B) Les cellules HT29 (A) et HCT116 (B) ont été traitées quotidiennement pendant 3 jours par 50uM de Pio
ou APio, en association ou non avec 100nM de Trigonelline (Tri). Un comptage des cellules est effectué, selon la
procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes. L’index mitotique est calculé en rapportant le nombre
de cellules vivantes traitées par Pio et APio, en association ou non avec Tri, au nombre de cellules vivantes
traitées par le DMSO

Aucune différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio ou APio, et celles obtenues lorsque ces traitements sont associés a la Trigonelline.
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2. Absence d’activation de la voie Nrf2/Keapl par Feno
a. Absence de translocation nucléaire de Nrf2

L’activation de la voie Nrf2/Keapl, ainsi que 1’expression de ses genes-cibles, a été étudiée
dans les cellules HT29 traitées par Féno. Contrairement aux ligands de PPARYy, le traitement
par Féno n’active pas la voie Nrf2/Keapl, qu’il s’agisse des cellules HT29 ou HCT116
(Figure 96A et B). Il semblerait méme que le traitement des cellules HCT116 par Féno
induise une diminution de la translocation nucléaire de Nrf2, pour certains temps de
traitement. Ces résultats different de ceux obtenus avec d’autres agonistes de PPARa dans le
foie de souris. En effet, I’acide perfluorooctanoique et I’acide perfluorodecanoique y activent
la voie Nrf2/Keap1 et la transcription de deux de ses génes-cibles, MRP-3 et MRP-4 3%,
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Figure 96 : Absence d’activation de la voie Nrf2/Keap1l par Féno

(A et B) Les cellules HT29 (A) et HCT116 (B) ont été traitées pendant 1 h, 2 h, 4 h et 5 h par 50uM de Féno.
Aprés incubation, les extraits cytoplasmique et nucléaire sont préparés, puis analysés par immunoréplique, selon
le protocole décrit dans la section Matériel et Méthodes. Une bande, estimée a 60 kDa, est détectée dans les
extraits de protéines nucléaires. Plusieurs bandes sont détectées dans les extraits cytoplasmiques, préparés a
partir de cellules non traitées. Elles correspondent a la protéine Nrf2 dégradée. La qualité des extraits est vérifiée
par immunoréplique, en utilisant une solution d’anticorps dirigés contre la GAPDH, localisée uniquement dans
le cytoplasme, et la lamine A/C, protéine exclusivement nucléaire.
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b. Absence d’induction de ’expression des genes-cibles de la voie
Nrf2/Keapl

Cette absence d’activation de la voie Nrf2/Keapl, par 50uM de Féno, est vérifiée par un
manque d’induction de ses génes-cibles dans les cellules HT29 (Figure 97A). Cette absence
d’induction est ¢également vérifié¢e dans les cellules HCT116 avec NQO1 et GCL
(Figure 97B). Néanmoins, une induction de I’expression de HO-1 et de GST=r est observée
dans ces cellules (Figure 97B). Ces protéines peuvent étre induites par d’autres voies de
signalisation. Par exemple, I’activation de la transcription du géne codant pour HO-1 par
PPARa a déja été rapportée **’. En revanche, ¢’est plutot une diminution de la transcription de

GSTx par des agonistes de PPARa qui est observée dans le foie de souris *".
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Figure 97 : Impact de Féno sur I’expression des génes cible de la voie Nrf2/Keapl

(A et B) Les cellules HT29 (A) et HCT116 (B) ont été traitées pendant 2 h, 4 h, 6 h et 24 h par 50uM de Féno.
Les expressions de I’'Héme Oxygénase 1 (HO1), de la Glutathion-S-Transférase = (GSTx), de la NAD(P)H
dehydrogénase quinone 1 (NQOL) et de la Glutamate Cystéine Ligase (GCL) sont étudiées par immunoréplique.
Elle est réalisée a partir de 25 ug de protéines totales, selon la procédure décrite dans la section Matériel et
Meéthodes. L’expression de chaque protéine a été rapportée a celle de la B-actine, pour chaque condition, puis
comparée a celle obtenue dans les cellules non traitées. Les résultats présentés sont représentatifs de 3 séries
indépendantes.

H. Impact du stress oxydant sur la viabilité cellulaire
1. Modification de la viabilité cellulaire par les ligands de PPARy
dépendante du stress oxydant
a. Diminution de la prolifération par les ligands de PPARy —
Importance du stress oxydant
Le stress oxydant pouvant étre a 1’origine de la diminution de la prolifération cellulaire, son
implication a été étudiée suite aux traitements par Pio et APio. Pour cela, un co-traitement

avec I’acide ascorbique a été réalisé. Des études préliminaires ont montré que le traitement
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par I’acide ascorbique n’avait aucune influence sur la prolifération cellulaire apres 3 jours de
traitement, contrairement & la NAC. En effet, cette derniere induit une baisse de 30% de la
prolifération apres 3 jours de traitement, notamment en raison d’une accumulation des cellules

en phase GO/G1 (Figure 98).
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Figure 98 : Impact de la NAC sur la prolifération cellulaire

(A et B) Les cellules HT29 (A) et HCT116 (B) ont été traitées quotidiennement pendant 3 jours par 5mM de
N-Acétylcystéine (NAC). 4 comptages des cellules vivantes sont effectués chaque jour pour chaque série (n = 3).
(C) Les cellules HT29 et HCT116 ont été traitées pendant 24 h par 0.1% (v/v) de DMSO ou 5mM de NAC. Le
cycle cellulaire est analysé par cytométrie en flux, selon la procédure décrite dans la section Matériel et
Méthodes. La distribution des cellules dans les différentes phases du cycle, GO/G1, S et G2/M, est exprimée en
pourcentage et a été analysée sur trois échantillons de 3 séries indépendantes.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par NAC, et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par le DMSO.

Au préalable, il a été vérifié que 1’acide ascorbique diminuait bien les ROS induits par Pio et
APio dans les cellules HT29 et HCT116 (Figure 99A et B). Effectivement, le prétraitement de
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1 h par ImM d’acide ascorbique réduit le taux des ROS induits par ces molécules apres
15 min de traitement et limite la baisse de croissance cellulaire suite a un traitement de 3 jours
(Figure 99C et D). La génération d’un stress oxydant par ces molécules serait donc

partiellement responsable de la réduction de prolifération observée. Cet effet a déja été

observé par Feinstein et al. *°.
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Figure 99 : Impact du stress oxydant sur la diminution de croissance induite par Pio et APio

(A et B) La génération de ROS a été mesurée, comme précédemment , dans les cellules HT29 (A) et HCT116
(B) suite & un prétraitement de 1 h par lmM d’acide ascorbique, puis traitées par 50uM de Pio ou APio pendant
15 min. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par le DMSO.
L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons, de 3 séries indépendantes.

(C et D) Les cellules HT29 (C) et HCT116 (D) ont été traitées quotidiennement pendant 3 jours par 50uM de
Pio ou APio, en association ou non avec ImM d’acide ascorbique. Un comptage des cellules vivantes est
effectué, selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes. L’index mitotique est calculé en
rapportant le nombre de cellules traitées par Pio et APio, en association ou non avec Asc, au nombre de cellules
témoins traitées par le DMSO.

#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio ou APio, et celles obtenues lorsque ces traitements sont associés a 1’acide
ascorbique.
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b. Induction de D’autophagie par les ligands de PPARy -
Importance du stress oxydant

Le stress oxydant pouvant induire I’autophagie 2*>, son implication dans ce phénoméne a été
étudiée en cotraitant les cellules HT29 et HCT116 pendant 3 jours par 5mM de NAC et 50uM
de Pio ou APio. Précédemment, il a été vérifié que le prétraitement par la NAC diminuait bien
les ROS induits par Pio et APio dans les cellules HT29 et HCT116 (Figure 94A et G ; p.120).
De plus, le co-traitement avec NAC permet de diminuer 1’induction de I’expression de
Beclin-1 par Pio et APio apres 72 h, sans toutefois 1’inhiber totalement (Figure 100A et B). Le
stress oxydant induit par Pio et APio serait donc bien impliqué dans I’induction du

phénoméne d’autophagie.

A 72h B 72h
- . NAC NAC - - NAC NAC
DMSO Pio APio NAC +Pio + APio DMSO Pio APio NAC +Pio +APio
Beclin1 — — Beclin1 . C — — - e
GAPDH W T S et N GAPDH O e . e e

Figure 100 : Induction de I’autophagie par Pio et APio, dépendante du stress oxydant

(A-B) Les cellules HT29 (A) et HCT116 (B) ont été cotraitées pendant 72 h par 5mM de NAC et 50uM de Pio
ou APio. L’expression de Beclin-1 est étudiée par immunoréplique, selon la procédure décrite dans la section
Matériel et Méthodes. Les résultats présentés sont représentatifs de 3 séries indépendantes.

2. Modification de la viabilité cellulaire par Féno — Importance du stress
oxydant

Bien que le prétraitement par 1’acide ascorbique diminue significativement les ROS induits
par 25uM et 50uM de Féno dans les cellules HT29 (Figure 101A), il ne contrecarre que la
diminution de prolifération des cellules traitées pendant 3 jours par 50uM de Féno
(Figure 101B). Aucune variation n’est observée lorsque le traitement par 25uM de Féno est
associé a I’acide ascorbique (Figure 101B). Le stress oxydant n’est donc pas impliqué dans la
diminution de prolifération induite par 25uM de Féno. En revanche, il serait partiellement
impliqué dans celle induite par 50uM de Féno. Cette différence d’action pourrait étre due au
fait que le traitement par 50uM de Féno induit une production de ROS supérieure au
traitement par 25uM de Féno (Figure 82). Dans les cellules HCT116, I’acide ascorbique
diminue significativement les ROS produits par Féno (Figure 101C) et il contrecarre
partiellement la diminution de prolifération induite par 25uM et 50uM de Féno (Figure

101D). De méme, il a déja été¢ démontré, dans d’autres modeéles, que le stress oxydant induit
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par les fibrates pouvait étre responsable d’une diminution de la prolifération et de la viabilité
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Figure 101 : Impact du stress oxydant sur la diminution de croissance induite par Féno

(A et C) La génération de ROS a été mesurée, comme précédemment (Figure 75), dans les cellules prétraitées 1h
par 1 mM d’acide ascorbique, puis traitées par 25uM de Féno (F25) pendant 30 min ou par 50uM de Féno (F50)
pendant 3 h (cellules HT29 : A) ou traitées 4 h par F25 et F50 (cellules HCT116 : C). Les résultats sont exprimés
en pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par le DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3
échantillons de 3 séries indépendantes.

(B et D) Les cellules HT29 (B) et HCT116 (D) ont été traitées quotidiennement pendant 3 jours par 25uM ou
50uM de Féno, en association ou non avec ImM d’acide ascorbique. Un comptage des cellules vivantes est
effectué, selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes. L’index mitotique est calculé en
rapportant le nombre de cellules traitées par Féno, en association ou non avec Asc, au nombre de cellules
témoins traitées par le DMSO

#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno, et celles obtenues lorsque ces traitements sont associés a I’acide ascorbique.

I. Modification du métabolisme glycolytique par les ligands de PPAR
Il a été montré dans divers types cellulaires que le traitement par les TZD induisait une
inhibition du complexe I de la chaine respiratoire *. Ce dysfonctionnement serait a I’origine

d’une libération de lactate. De plus, afin de palier a cette perturbation mitochondriale, la
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glycolyse serait augmentée 3423% En effet, une activation de HIFla, tout comme un
accroissement de la transcription de ses génes-cibles impliqués dans la glycolyse, a été
observée suite au traitement par les TZD 3%, En revanche, le Féno semble plutdt induire
une diminution de la glycolyse, au profit de la p-oxydation des acides gras, notamment via
une réduction de I’expression et de I’activité de HIF1a *°*%°3% Des essais préliminaires ont
montré une acidification du milieu extracellulaire des cellules HT29 traitées par Pio et APio
pendant 48 h. En revanche, de facon inattendue, I’acidification du milieu est également

observée suite au traitement de ces cellules par Féno pendant 48 h (Résultats non présentes).

1. Augmentation du métabolisme glycolytique par les ligands de PPARYy
Les taux de glucose et de lactate dans le milieu extracellaire ont été mesurés, par des dosages
colorimétriques, suite au traitement des cellules HT29 par Pio et APio pendant 48 h. Une
augmentation de la consommation de glucose (Figure 102A), associée a un accroissement de
la libération de lactate (Figure 102B), est observée suite a ces traitements. Ces résultats sont

en relation avec 1’acidification du milieu observée précédemment.
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Figure 102 : Augmentation de la consommation de glucose et de la libération
de lactate par les ligands de PPARy

(A et B) Les dosages du glucose (A) et du lactate (B) dans le milieu extracellulaire ont été effectués suite au
traitement des cellules HT29 par 50uM de Pio et APio pendant 48h, selon le protocle décrit dans la section
Matériel et Méthodes.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio et APio, et celles obtenues avec le DMSO.

Un dosage de I’activit¢ LDH intracellulaire a montré que 1’augmentation de la production et
de la libération de lactate était corrélée a un accroissement de I’activité de cette enzyme dans

les cellules traitées (Figure 103).
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Figure 103 : Augmentation de P’activité LDH intracellulaire par les ligands de PPARY

L’activité de la lactate déshydrogénase (LDH) a été mesurée dans les cellules HT29 traitées pendant 48 h par
50uM de Pio ou APio, selon le protocole décrit dans la section Matériel et Méthodes. Les résultats sont
exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par le DMSO.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Pio et APio, et celles obtenues avec le DMSO.

L’étude de I’expression d’une enzyme clé de la glycolyse, I’hexokinase 2, a ensuite été
effectuée (Figure 104). Les traitements par Pio et APio induisent bien 1’expression de cette
protéine dans les cellules HT29 de maniere progressive. Son expression étant augmentée sous
I’action de HIF-1o %, I’expression de ce facteur de transcription a été évaluée suite au
traitement par les ligands de PPARYy (Figure 104). Pio induit I’expression de cette protéine dés
2 h de traitement et elle est maximale aprés 4 h. En revanche, APio n’induit son expression
qu’a partir de 4 h et elle n’est maximale qu’apres 6 h de traitement. Les effets étant identiques
pour Pio et APio, il semblerait qu’ils soient indépendants de I’activation de PPARy. En
revanche, Pino et al. ont montré que I’augmentation de I’expression des genes-cibles de HIF-

la, suite au traitement des adipocytes par la Troglitazone, était dépendante de PPARYy 334

Pio 50uM APio 50uM
Temps(h) O 2 4 6 24 438 0 2 4 6 24 438
HEX2 " S s s o s - S e
HIF1a — — s . s AR m— —. —

GAPDH s W e g W e SRS RN W WY e e

Figure 104 : Augmentation de I’expression de I’hexokinase 2 et de HIF1a par les ligands de PPARy

Les cellules HT29 ont été traitées pendant 2 h, 4 h, 6 h, 24 h et 48 h par 50uM de Pio ou APio. L’expression de
I’hexokinase 2 (HEX2) et de HIF1a est étudiée par immunoréplique, selon la procédure décrite dans la section
Matériel et Méthodes. Les résultats présentés sont représentatifs de 3 séries indépendantes.
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Les traitements par les ligands de PPARy semblent mimer des conditions hypoxigques en
augmentant 1’expression de HIF-1la, ainsi que I’expression d’un de ses génes-cibles,
I’hexokinase 2. Cela a pour effet d’accentuer la glycolyse, effet visible par un accroissement
de la consommation de glucose et de la libération de lactate dans le milieu extracellulaire.
Cette accumulation du lactate est également corrélée a une hausse de I’activité de la LDH
intracellulaire. Ces résultats sont cohérents avec 1’augmentation de la glycolyse, induite par

les ligands de PPARYy, décrite dans la bibliographie %34

. L’induction de HIF-1a, par Pio et
APio, pourrait également étre a ’origine du phénomene d’autophagie, comme cela a été
montré avec la Troglitazone et la Rosiglitazone dans les cellules cancéreuses mammaires
MDA-MB231 **°. Enfin, I’activation de la voie Nrf2/Keap1 par les ligands de PPARY pourrait
étre responsable de [I’inhibition de différents génes impliqués dans la lipogénese
(FAS, ACC, ...). En effet, cela a déja été décrit dans le foie de souris traitées par le
CDDO *7. Paradoxalement, les TZD accroissent la synthése des acides gras dans le foie et le
tissu adipeux de rongeurs, notamment en provoquant une hausse de I’expression de la

FAS 340,341.

2. Augmentation du métabolisme glycolytique par Féno
Comme précédemment, les taux de glucose et de lactate dans le milieu extracellulaire ont été
mesurés, par des dosages colorimétriques, suite au traitement des cellules HT29 par 25uM et
50uM de Féno pendant 48 h (Figure 105).
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Figure 105 : Augmentation de la consommation de glucose et de la libération de lactate par Féno

(A et B) Les dosages du glucose (A) et du lactate (B) dans le milieu extracellulaire ont été effectués suite au
traitement des cellules HT29 par 25uM et 50uM de Féno pendant 48 h, selon le protocle décrit dans la section
Matériel et Methodes.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno, et celles obtenues avec le DMSO.

132



Résultats et Discussion

Une hausse de la consommation de glucose (Figure 105A), associée a une hausse de la
libération de lactate (Figure 105B), est observée suite a ces traitements. L’effet est plus
marqué avec 50uM de Féno. Ces résultats correspondent a ’acidification du milieu observé

précédemment.

Le dosage de I’activit¢é LDH intracellulaire a également montré que 1’accroissement de la
production et de la libération de lactate était corrélé a une hausse de I’activité de cette enzyme

dans les cellules traitées (Figure 106).
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Figure 106 : Augmentation de Pactivité LDH intracellulaire par Féno

L’activité de la lactate déshydrogénase (LDH) a été mesurée dans les cellules HT29 traitées pendant 48 h par
25uM ou 50uM de Féno, selon le protocole décrit dans la section Matériel et Méthodes. Les résultats sont
exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par le DMSO.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par Féno, et celles obtenues avec le DMSO.

Enfin, les traitements par 25uM et 50uM de Féno induisent I’expression de I’hexokinase 2
dans les cellules HT29 dés 4 h de traitement (Figure 107). Cette induction s’accentue jusqu’a

6 h de traitement, avant de diminuer progressivement jusqu’a 48 h de traitement.

Féno 25puM Féno 50pM
Temps (h) 0 4 6 24 48 0 4 6 24 48
HEXZ [reS— _-__ —— L s e R
I}—}]ﬂillf‘ — e QPR . el —” ——

Figure 107 : Induction de ’expression de I’hexokinase 2 par Féno

Les cellules HT29 ont été traitées pendant 4 h, 6 h, 24 h et 48 h par 50uM de Pio ou APio. L’expression de
I’hexokinase 2 (HEX2) est étudiée par immunoréplique, selon la procédure décrite dans la section Matériel et
Méthodes.
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Néanmoins, cette réduction d’expression est également visible avec la B-actine apres 48 h de
traitement par 25uM de Féno et dés 24 h avec 50uM de Féno, ce qui complique I’analyse.
L’¢étude de I’expression de HIF-1a n’a pas encore été réalisée, mais il serait intéressant de

vérifier I’impact du Féno sur I’expression de ce facteur de transcription.

Les traitements par Féno semblent induire I’expression de I’hexokinase 2, enzyme clé de la
glycolyse. Cela a pour effet d’augmenter la consommation de glucose et la libération de
lactate dans le milieu extracellulaire. Cette accumulation du lactate est corrélée a une hausse
de I’activité de la LDH intracellulaire. Le Féno est donc responsable d’une augmentation de la
glycolyse dans les cellules HT29. Ces résultats different de ceux obtenus avec ce composé
dans d’autres types cellulaires. En effet, le Féno est plutot connu pour diminuer la glycolyse
au profit de la p-oxydation des acides gras 393
J. Conclusion

Pio et APio inhibent la croissance des cellules HT29 et HCT116. Cet arrét de croissance est
accompagné d’un arrét du cycle cellulaire, qui n’induit pas de processus apoptotique. En
revanche, ces molécules sont a 1’origine d’une production d’espéces réactives. Ces derniéres
sont impliquées dans la diminution de prolifération observée et dans I’induction du processus

d’autophagie (Figure 108).
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Figure 108 : Représentation schématique de I’action des ligands de PPARYy sur les
cellules cancéreuses coligues
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Ce stress oxydant est également responsable d’une diminution du contenu en GSH et de
I’activation de la voie Nrf2/Keapl. L’activation de cette derniére permet la synthése de
protéines antioxydantes, qui sont incapables de contrecarrer la baisse du GSH observée. En
parallele, ces composés augmentent I’expression de HIF-la et de HEX2, tout comme
I’activité de la LDH, ce qui induit une augmentation du métabolisme glycolytique dans les
cellules HT29 (Figure 108). A ce jour, il n’est pas possible de déterminer si cette
augmentation de la glycolyse a un effet bénéfique ou délétére sur D’inhibition de la

prolifération.

De maniére similaire, Féno inhibe la croissance des cellules HT29 et HCT116, notamment par
un arrét du cycle cellulaire, qui n’est pas associé a un phénoméne apoptotique (Figure 109).
En revanche, ce traitement semble induire un phénomene autophagique. Ce composé est
responsable de la production d’espeéces réactives, impliquées dans la diminution de
prolifération observée et dans la baisse limitée du contenu en GSH. Ces espéces réactives ne
sont pas a I’origine de 1’activation de la voie Nrf2/Keapl. Aucune induction de I’expression
d’enzymes antioxydantes n’est donc observée. En parallele, Féno augmente 1’expression de
HEX2 et ’activité de la LDH, ce qui a pour conséquence une augmentation de la glycolyse
dans les cellules HT29. Comme pour les ligands de PPARY, il n’est pas possible, a ce jour, de
déterminer si cette augmentation de la glycolyse a un effet bénéfiqgue ou délétere sur

I’inhibition de la prolifération (Figure 109).
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Figure 109 : Représention schématique de I’action de Féno sur les cellules cancéreuses coliques
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II. Activité anticancéreuse des dérivés 4-thiazolidinones

A. Etudes préliminaires
1. Criblage par MTT
Les dérivés 4-thiazolidinones ont été synthétisés par les chimistes du laboratoire. Ainsi,
différents hétérocycles (Figure 110) ont été synthétisés et ont permis de moduler la position 2

du cycle thiazolidinone.

R NH R NH
2 2 2 2 N NH,
R™ g Ri™ et
3-Amincthiophénes 3-Aminosélénophénes 2-Amino-4-arylthiazole
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2-Aminothiéno[3,2-dTthiazoles 2-Aminothiéno[3,2-d]sélénazoles 2-Amino-5-arylthiophéne

Figure 110 : Structure des différents hétérocycles

Ce dernier a ensuite été fonctionnalisé au niveau des positions 3 et 5 afin d’obtenir 37 dérivés

de thiazolidinones présentant trois sites de variations (position A, B et C ; Figure 111).
@ A = Groupement Aryle

N_< B = Hétéroaryle

ST
e C = Groupement Aryle, Alkyle
ou Hétéroaryle

Figure 111 : Trois sites de variation des dérivés 4-thiazolidiones
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Une étude préliminaire effectué au laboratoire a permis de déterminer la capacité
anticancéreuse de ces molécules sur différentes cellules cancéreuses coliques (HT29, HCT116
et SW620) ou mammaires (MCF7 et MDA-MB231) par un test MTT. A la suite de ce premier
criblage, 19 composés (en gris dans le Tableau 16), ayant une ICsg inférieure a 15uM pour les

cellules HT29, ont été sélectionnés. Leur structure est détaillée a la Figure 112.

HT29 HCT116 SW620 MCF?7 ;\44113)21;_1
GROS8 | 11,7+1,1 2,66+0,05 | 3,5+0,1 19204 | 27+02
GR090 | 383+77 ND ND ND ND
GR091 > 50 ND ND > 50 ND
GR092 > 50 ND ND ND ND
GRI115 > 50 ND >50 > 50 ND
GRI2I | 105+58 112422 > 50 > 50 18,0+ 1,8
GR122 38409 13201 | 2804124 | 10+0.1 12402
GRI123 64+15 1.0+0.1 1.5+0.1 09£0,1 | 090,04
GR124 2.842.0 11,6£34 | 46+07 67403 64403
GRI125 1512 0.5+0,1 0.8+0,1 04+005 | 08+0,01
GRI127 20415 3340, 07406 25403 35402
GRI128 > 50 ND ND > 50 ND
GR130 3,743, 3,0£0,6 > 50 12201 1.840,1
GRI32 | 335+44 ND ND > 50 ND
GRI33 | 115+70 21,6+1,1 > 50 302465 | 10,0+0,5

Tableau 16 : ICs, des dérivés 4-thiazolidinones synthétisées

Les composés ont été testés par MTT, selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes, afin de

déterminer leurs ICs, sur chacune des 5 lignées cellulaires. Les résultats sont exprimés sous la forme Moyenne +

écart-type apres la réalisation de 3 expériences indépendantes. ND = Non Déterminé.
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HT29 HCT116 SW620 MCF7 ;‘44113)21;'1
GRI34 | 10931 1,740,2 > 50 76+0,7 1.9+ 0.1
GRI8S > 50 ND ND > 50 ND
GR198 41406 74407 87+ 1.6 37407 44403
GR223 13,6412 145444 | 168+1,0 | 124+16 | 188+04
GR226 | 424+22 3846 ND 208+1,0 | 356419
GR265 > 50 ND ND > 50 ND
GR269 80421 238468 >50 > 50 > 50
GR274 0.540.1 024002 | 02001 | 012002 | 030,002
GR276 0.5402 0.540.1 089401 | 044005 | 080,
GR277 04£0,1 04+0,03 | 005£003 | 0,1+£002 | 03:£0,03
GR280 29407 75443 > 50 >50 > 50
GR281 18403 122003 | 20328 03+0,1 | 0,9+0,05
GR293 > 50 ND ND 152417 > 50
GR294 > 50 ND ND 200404 | 24706
GR295 | 103+2,0 92403 184+ 4.4 51419 84402
GR296 | 455+58 ND ND 33402 | 228402
GR297 > 50 ND ND > 50 ND
GR298 > 50 ND ND ND ND
GR308 | 366+39 ND > 50 >50 ND
GR309 | 414+74 ND ND > 50 ND
GR310 | 289+86 ND >50 > 50 ND
GR311 | 292+43 ND ND > 50 ND
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Figure 112 : Structure des dérivés 4-thiazolidinones sélectionnés
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2. Criblage par comptage au bleu Trypan

La prolifération des cellules HT29 a été étudiée suite a un traitement quotidien pendant
3 jours par les 4-thiazolidinones sélectionnées (Figure 113). Pour chaque molécule, la
concentration utilisée correspond a 1’ICso obtenue avec les cellules HT29. Dans ces
conditions, les GR280, GR277, GR223 et GR269 n’induisent aucune diminution de la
prolifération des cellules HT29 (en gris sur la Figure 113), c¢’est pourquoi les investigations
n’ont pas été prolongées. Les GR121, GR198, GR274, GR127, GR276, GR124, GR295 et
GR281 réduisent, quant a elles, la prolifération cellulaire de maniére modérée (respectivement
12%, 18%, 18%, 22%, 23%, 24%, 26% ct 28% d’inhibition). De plus, les GR133, GR88 et
GR130 entrainent une baisse importante du nombre de cellules aprés 3 jours de traitement
(respectivement 40%, 44% et 52% d’inhibition). Enfin, les GR122, GR134, GR125 et GR123
inhibent fortement la prolifération des cellules HT29 (entre 90 et 95% d’inhibition).

1.0 7

Hamdr

o (=]
[s)] 8]
._|_|
|_|_|
="
th
|_|_|
=i

Index mitotique
o
I

o
[
A

Figure 113 : Effet des 4-thiazolidinones sur la prolifération des cellules HT29

Les cellules HT29 ont été traitées quotidiennement pendant 3 jours par différentes thiazolidinones a la
concentration correpondante a leur I1Cs,. Un comptage des cellules vivantes est effectué, selon la procédure
décrite dans la section Matériel et Méthodes. L’index mitotique est calculé en rapportant le nombre de cellules
traitées par les dérivés 4-thiazolidinones au nombre de cellules témoins traitées par le DMSO.

En blanc, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque
les cellules sont traitées par les différents dérivés 4-thiazolidinones, et celles obtenues lorsque les cellules sont
traitées par le DMSO.

Etant donné que les cellules étaient traitées a 1’ICsp, une inhibition de croissance de 50% apres
3 jours était attendue pour tous les composés. Or, pour certains d’entre eux, 1’inhibition de
croissance était inexistante ou au contraire elle était largement supérieure a 50%. Ces
différences pourraient étre dues au fait que, lors du test MTT, les cellules sont traitées durant
3 jours sans renouvellement du milieu, tandis que le milieu est renouvelé tous les jours, lors

du comptage au bleu Trypan. Elles pourraient aussi étre provoquées par une modification de
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I’activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale par les différents traitements, ce qui

biaiserait I’extrapolation de cette activité au nombre de cellules vivantes.

3. Conclusion des essais préliminaires
A la suite des essais préliminaires, les GR122, GR123, GR125, GR134, appartenant a la série
thiophénique, ont éte sélectionnées pour approfondir leur mode de fonctionnement. En effet,
ces derniéres font partie des molécules les plus efficaces pour inhiber la prolifération des
cellules HT29, avec des ICs basses, et elles ont des structures similaires. En revanche, les
GR274, GR276 et GR277, appartenant a la série thiazolique, ne sont pas tres efficaces, mais
leurs 1Cso, déterminées par MTT, sont trés basses (0,5uM). Des tests avec des concentrations

plus importantes ont donc été effectués (Figure 114).
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Figure 114 : Effet dose des GR274, GR276 et GR277 sur la prolifération des cellules HT29

(A et B) Les cellules HT29 ont été traitées quotidiennement pendant 3 jours par 10uM de GR274, GR276 et
GR277 (A) ou par des concentrations croissantes (1uM, 2,5uM et 5uM) de GR274 et GR277 (B). Un comptage
des cellules vivantes est effectué, selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes. L’index
mitotique est calculé en rapportant le nombre de cellules traitées par les dérivés 4-thiazolidinones au nombre de
cellules témoins traitées par le DMSO.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par les différents dérivés 4-thiazolidinones, et celles obtenues lorsque les cellules sont
traitées par le DMSO.

Un premier essai a été réalisé a 10uM (Figure 114A). Dans ce cas, la GR276 induit une baisse
du nombre de cellules d’environ 35% apres 3 jours de traitement, tandis que les GR274 et
GR277 induisent une diminution de plus de 90% (Figure 114A). Pour ces dernieres, une
gamme de concentrations, allant de 1uM a 5uM, a donc été testée (Figure 114B). Les

traitements par 1uM réduisent la prolifération cellulaire d’environ 30% pour la GR274 et 20%
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pour la GR277. En revanche, & 2,5uM, cette baisse est d’environ 90% pour les deux
composes. Elle est, d’ailleurs, égale a celle observée suite au traitement par 5uM et 10uM
(Figure 114A et B). Les cellules seront donc traitées par 2,5uM de GR274 ou GR277 pour la

suite des expériences.

B. Etude approfondie des effets des dérivés 4-thiazolidinones selectionneés
1. Effets des dérivés de la série thiophénique
a. Diminution de la prolifération cellulaire
Les GR122, GR123, GR125 et GR134 réduisent tres significativement le nombre de cellules
des le 1% jour de traitement (40% - 60% d’inhibition) et ce nombre diminue encore jusqu’au

3° jour (environ 90% d’inhibition le 2° jour et 95% le 3° jour ; Figure 115).
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Figure 115 : Diminution de la prolifération cellulaire par les GR122, GR123, GR125 et GR134

Les cellules HT29 ont été traitées quotidiennement pendant 3 jours par les GR122, GR123, GR125 et GR134 a
la concentration correspondante a leur 1Cs,. Chaque jour, un comptage des cellules vivantes est effectué, selon la
procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes. Toutes les valeurs sont significatives au test t de
student (p<0,05).

Cette baisse de prolifération est également associée a une diminution de la capacité des
cellules a former des colonies (Figure 116). Effectivement, aprés 7 jours de traitement, aucune
colonie n’est observée avec les GR122, GR125 et GR134. En revanche, des colonies

résiduelles sont observées suite au traitement par la GR123.
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GR134

GR123 GR125

Figure 116 : Diminution de la formation de colonies par les GR122, GR123, GR125 et GR134

Les cellules HT29 ont été traitées pendant 7 jours par les GR122, GR123, GR125 et GR134 a la concentration
correspondante a leur ICs, sans changement de milieu. Les colonies sont alors marquées par le bleu de toluidine,
selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes.

Cette réduction du nombre de cellules pourrait étre causée par un arrét du cycle cellulaire,
c’est pourquoi la répartition des cellules dans le cycle a été étudiée (Tableau 17). Les quatre
composés induisent une accumulation trés importante des cellules en phase G2/M. lls
entrainent aussi une hausse conséquente de la proportion de cellules en phase sub-G1, ce qui

sous-entend un phénomeéne apoptotique.

Traitement Sub-G1 G0/G1 S G2/M
DMSO 6.9+2.0 46.1+04 239+0.3 | 30005
GR122 216+24 12+04 182+16 | 80612
GR123 215+1.38 1.2+0.2 148+20 | 84018
GR125 29.0+19 1.5+0.2 148+0.7 | 83.7+0.7
GR134 206+ 2.2 2.3+0.9 11.3+£09 | 86.4+0.6

Tableau 17 : Induction de I’arrét du cycle cellulaire par les GR122, GR123, GR125 et GR134

Les cellules HT29 ont été traitées pendant 24 h par 0,1% (v/v) de DMSO et par les GR122, GR123, GR125 et
GR134 a la concentration correspondante a leur 1Cs,. Le cycle cellulaire est analysé par cytométrie en flux, selon
la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes. La distribution des cellules dans les différentes
phases du cycle, sub-G1, GO/G1, S et G2/M, est exprimée en pourcentage et a été analysée sur trois échantillons
de 3 séries indépendantes. En gras, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les
valeurs obtenues lorsque les cellules sont traitées par les GR122, GR123, GR125 ou GR134, et celles obtenues
lorsque les cellules sont traitées par le DMSO.

b. Diminution de la viabilité cellulaire
Une baisse de la proportion des cellules viables, c'est-a-dire négatives a I’IP, est observée
suite au traitement de 24 h par les GR122, GR123, GR125 et GR134. Il est a noter que, pour
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ce temps de traitement, cette diminution est nettement moins prononcee avec la GR122. Apreés
48 h de traitement, cette proportion s’amenuit encore, notamment pour la GR122
(Figure 117). Ces quatres composés diminuent donc la viabilité cellulaire.
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Figure 117 : Diminution de la viabilité cellulaire par les GR122, GR123, GR125 et GR134

La viabilité cellulaire a été évaluée, comme précédemment (Figure 67), apres traitement des cellules HT29 par
les GR122, GR123, GR125 et GR134 a la concentration correspondante a leur I1Csq pendant 24 h et 48 h. Toutes
les conditions présentent une différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs
obtenues lorsque les cellules sont traitées par les différentsdérivés 4-thiazolidinones, et celles obtenues lorsque
les cellules sont traitées par le DMSO.

De plus, la condensation de la chromatine et la fragmentation nucléaire, indicateurs
d’apoptose, sont observées suite aux traitements de 24 h par les GR122, GR123, GR125 et
GR134 (Figure 119A). Néanmoins, ce phénoméne est moins marqué avec la GR122. Ces
résultats sont corrélés a la présence de nombreuses cellules en phase sub-G1 (Tableau 17).
Ces composes induisent également une dépolarisation de la membrane mitochondriale, qui
peut constituer les prémices d’un processus apoptotique (Figure 119B). Cependant, le clivage
de la protéine PARP-1, marqueur d’apoptose, n’est retrouvé que suite aux traitements de 24 h
par les GR125 et GR134 (Figure 118).

GR125 1,5uM GR134 10pM Cpt

Temps(h) 0 2 4 6 24 0 2 4 6 24 48

PARP (115 kDa) ‘—'.-—.._. —— —— g ey

PARP (85KDa) ——

Figure 118 : Clivage de la protéine PARP-1 par les GR125 et GR134

Les cellules HT29 et HCT116 ont été traitées en cinétique (2 h, 4 h, 6 h et 24 h) par 1,5uM de GR125 ou 10uM
de GR134. Le traitement de 48 h par 20uM campthotécine (Cpt) est utilisé comme témoin positif. L expression
de la protéine PARP-1 sous sa forme non clivée (115kDa) ou clivée (85kDa) est analysée par immunoréplique.
Elle est réalisée, a partir de 25 pg de protéines totales, selon la procédure décrite dans la section Matériel et
Méthodes.
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Néanmoins, le marquage de la protéine PARP-1 clivée est tres faible. Peut étre que ce clivage
est présent suite aux traitements par les GR122 et GR123, mais qu’il n’a pas été suffisamment

mis en évidence par le marquage (Résultats non présentés).

A DMSO GR122 GR123 GR125 GR134

DAPI 24h

DMSO GR122 GR123 GR125

JC-1

T =30 minutes

DMSO GR134 CCCP 50uM

JC-1

Figure 119 : Induction de ’apoptose des cellules HT29 par les GR122, GR123, GR125 et GR134

(A) Mise en évidence des noyaux par DAPI, aprés traitement des cellules par le DMSO ou par les GR122,
GR123, GR125 et GR134 a la concentration correspondante a leur ICsy pendant 24 h. Le marquage par DAPI
montre une condensation de la chromatine et des noyaux fragmentés suite aux traitements par les différentes
molécules. La barre d’échelle correspond & S0pum.

(B) Mise en évidence de la présence du potentiel membranaire mitochondrial (¥m) par JC-1, lors du traitement
des cellules HT29 par DMSO ou par les GR122, GR123, GR125 et GR134 a la concentration correspondante a
leur ICsq. La fluorescence orange indique la présence de ¥m, absent lors du traitement des cellules par 50uM de
CCCP, un agent bloquant la génération du potentiel ¥m. Les barres d’échelle représentent 50 um.
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c. Induction du phénoméne d’autophagie
L’apparition de vésicules acides est visible, en microscopie, dés le 1* jour de traitement pour
les GR122, GR123 et GR125 et a partir du 3° jour pour la GR134 (Figure 120A). L’étude de
I’apparition de ces vésicules acides a ¢galement été effectuée par cytométrie en flux apres 48

h de traitement et elle confirme les résultats observés en microscopie (Figure 120B).
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Figure 120 : Induction de la formation de vésicules acides dans les cellules HT29
par les GR122, GR123, GR125 et GR134

(A) Les cellules HT29 ont été traitées par 0.1% de DMSO ou par les GR122, GR123, GR125 et GR134 a la
concentration correspondante & leur 1Cs, pendant 48 h. Aprés traitement, 1 pg/ml d’acridine orange a été ajouté
au milieu de culture, pendant 15 min, avant ’analyse par microscopie a fluorescence. Les fleches indiquent les
cellules présentant des vésicules acides orange, vraisemblablement d’autophagie. Les cercles indiquent des
débris cellulaires.

(B) Pour I’analyse en cytométrie en flux, les cellules HT29 ont été traitées de la méme maniére pendant 48 h.
Les résultats sont exprimés en pourcentage et représentent le rapport entre la fluorescence orange détectée dans
les cellules traitées par les dérivés 4-thiazolidinones et celle obtenue lorsque les cellules sont traitées par le
DMSO. Les résultats ont été obtenus sur 3 séries indépendantes, pour un total de 6 échantillons par traitement.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par les différents dérivés 4-thiazolidinones, et celles obtenues lorsque les cellules sont
traitées par le DMSO.
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Ces vesicules acides pourraient étre des vesicules autophagiques. Afin de vérifier cette
hypothése, I’expression de Beclin-1 a été étudiée suite a ces traitements. L’expression de

Beclin-1 est bien visible apres 48 h de traitement par ces 4 composes (Figure 121).

GR122 GRI123 GR125 GR134
38uM  64pM  15uM  10puM

Beclin1 . i ——— e

DMSO

GAPDH — e

Figure 121 : Induction de I’expression de Beclin-1 dans les cellules HT29
par les GR122, GR123, GR125 et GR134

Les cellules HT29 ont été traitées par 0.1% de DMSO ou par les GR122, GR123, GR125 et GR134 a la
concentration correspondante a leur I1Csy pendant 48 h. L’expression de Beclin-1 est étudiée par immunoréplique
selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes.

d. Induction d’un stress oxydant
Le stress oxydant pouvant étre a I’origine du phénoméne d’autophagie, il a été évalué suite
aux traitements par ces 4 composés. Les GR122 et GR123 génerent un stress oxydant modéré
dées 30 min de traitement (Figure 122). Ce dernier augmente légerement apres 1 h de
traitement avant d’étre progressivement réduit jusqu’a 2 h. Cette diminution est, d’ailleurs,
plus marquée avec la GR122. Ensuite, le taux de ROS remonte progressivement jusqu’a 4 h
de traitement, avant de rediminuer aprés 6 h. Pour tous les temps de traitement, le taux de

ROS reste supérieur au taux initial, que ce soit avec la GR122 ou la GR123.
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Figure 122 : Production de ROS par les GR122, GR123, GR125 et GR134

La génération d’espéces réactives oxygénées a été mesurée apres traitement des cellules HT29 par les GR122,
GR123, GR125 et GR134 a la concentration correspondante a leur 1Csy, pour des temps variant jusqu’a 6 h. La
génération de ROS a été mise en évidence par une technique de cytométrie en flux, en utilisant la sonde
DCF-DA, selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes. Les résultats sont exprimés en
pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par le DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons
de 3 séries indépendantes. Toutes les valeurs sont significatives au test t de student (p<0,05), hormis le
traitement par la GR125 pendant 30 min et le traitement par la GR134 pendant 1 h.
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En revanche, la GR125 n’induit pas de stress oxydant aprés 30 min de traitement. Mais a
partir de 1 h, le taux de ROS accroit graduellement pour atteindre son maximum aprés 4 h de
traitement. Il s’en suit une légére diminution jusqu’a 6 h (Figure 122). La GR134 présente,
quant a elle, un profil différent. En effet, elle induit une forte production de ROS des 30 min
de traitement. Ce taux de ROS baisse ensuite rapidement pour atteindre, apres 1 h de
traitement, un taux relatif au taux initial. 11 s’en suit une hausse progressive jusqu’a 4 h de
traitement, & nouveau suivie d’une 1égére baisse aprés 6 h (Figure 122). 1l est a noter qu’entre
2 h et 6 h de traitement par la GR134, le taux de ROS est supérieur a celui observé
initialement. Les GR123 et GR125 sont donc les deux molécules qui induisent le plus de ROS

dans les cellules HT29.

De plus, ces dérivés induisent la formation de RNS aprés 24 h de traitement (Figure 123).
Cette production est tres faible avec la GR134, plus accentuée avec les GR122 et GR123, et
tres prononcée avec la GR125. Cependant, le marquage des cellules par la DHR, en
cytométrie en flux, a montré que ces molécules n’entrainaient aucune production de peroxyde
nitrique (Figure 123).
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Figure 123 : Evaluation de la production de NO et de ONOO- par les GR122, GR123,
GR125 et GR134, par cytométrie en flux

La génération de RNS et de ONOO- a été mesurée apres traitement des cellules HT29 par les GR122, GR123,
GR125 et GR134 a la concentration correspondante a leur 1Csq pendant 24 h. Cette mesure a été réalisée par une
technique de cytométrie en flux, en utilisant les sondes DAF-2DA et DHR, selon la procédure décrite dans la
section Matériel et Méthodes. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins
traitées par le DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons, de 3 séries indépendantes.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par les dérivés 4-thiazolidinones, et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par le
DMSO.

L’absence de production de peroxyde nitrique a été vérifiée en microscopie (Figure 124). Ces

quatre molécules n’induiraient donc que du NO.
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DMSO GR122 GR123 GR124 GR125

Hoechst 24h

DHR 24h

Figure 124 : Absence de production de ONOO- par les GR122, GR123,

GR125 et GR134, observée par microscopie

Mise en évidence, de la génération de ONOO- dans les cellules HT29, aprés 24 h de traitement par les GR122,
GR123, GR125 et GR134 a la concentration correspondante a leur 1Cs, grace la sonde DHR (en vert). Les
noyaux sont mis en évidence par une coloration avec Hoechst 33342 (en bleu).

e. Modification du taux de GSH
Les GR122, GR123 et GR125 réduisent le contenu en GSH apres 24 h de traitement, tandis

que la GR134 n’a aucun effet sur ce contenu (Figure 125).
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Figure 125 : Effet des GR122, GR123, GR125 et GR134 sur le taux de GSH des cellules HT29

Le contenu en GSH a été mesuré aprées traitement des cellules HT29 pendant 24 h par les GR122, GR123,
GR125 et GR134 a la concentration correspondante a leur ICsy. Le contenu en GSH a été mesuré sur trois
échantillons, de trois séries indépendantes, selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes. Les
résultats sont rapportés au contenu en GSH des cellules traitées par le DMSO et exprimés en pourcentage.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par les différents dérivés 4-thiazolidinones, et celles obtenues lorsque les cellules sont
traitées par le DMSO.
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f. Absence d’impact du stress oxydant sur la croissance cellulaire
Le stress oxydant pouvant étre a 1’origine d’un arrét de la prolifération cellulaire, son
implication a été évaluée suite aux traitements par les GR122, GR123, GR125 et GR134
(Figure 126).
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Figure 126 : Absence d’effet de I’acide ascorbique sur la diminution du nombre
de cellules HT?29 induite par les GR122, GR123, GR125 et GR134

(A) La génération de ROS a été mesurée, comme précédemment (Figure 75), dans les cellules HT29 suite a un
prétraitement d’une heure par 1mM d’acide ascorbique, puis traitées par la GR134 pendant 30 min ou par les
GR122, GR123 et GR125 pendant 4 h. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules
témoins traitées par le DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons de 3 séries indépendantes.

(B) Les cellules HT29 ont été traitées quotidiennement, pendant 3 jours, par les GR122, GR123, GR125 et
GR134 a la concentration correspondante a leur 1Csq, en association ou non avec ImM d’acide ascorbique. Un
comptage des cellules vivantes est effectué, selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes.
L’index mitotique est calculé en rapportant le nombre de cellules traitées par les dérivés 4-thiazolidinones, en
association ou non avec Asc, au hombre de cellules témoins traitées par le DMSO

#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par les différents dérivés 4-thiazolidinones, et celles obtenues lorsque ces traitements sont
associés a I’acide ascorbique.
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Au préalable, il a été vérifié que 1’acide ascorbique était bien capable de diminuer les ROS
induits par ces différents dérivés (Figure 126A). Cependant, il n’est pas capable de
contrecarrer la réduction de prolifération induite aprés 3 jours de traitement (Figure 126B), ni
la condensation de la chromatine observée aprés 48 h (Résultats non présentés). Le stress
oxydant ne serait donc pas impliqué dans la baisse de la prolifération des cellules HT29
induite par les GR122, GR123, GR125 et GR134, ni dans I’induction de leur apoptose.

g. Absence d’activation de la voie antioxydante Nrf2/Keapl
La présence d’espéces réactives pouvant étre a l’origine de [’activation de la voie
antioxydante Nrf2/Keapl, cette derniere a été étudiée suite aux traitements par les GR122,
GR123, GR125 et GR134. Ces dernieres ne provoquent aucune translocation nucléaire de
Nrf2 (Figure 127). Ces molécules, bien que responsables de la production d’especes réactives,

n’activent donc pas la voie antioxydante Nrf2/Keap1l.
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Figure 127 : Absence d'activation de la voie Nrf2/Keapl par les GR122, GR123, GR125 et GR134

Les cellules HT29 ont été traitées pendant 1 h, 2 h, 3 h, 4 h et 5h par les GR122, GR123, GR125 et GR134 a la
concentration correspondante a leur 1Cs,. Aprés incubation, les extraits cytoplasmiques et nucléaires sont
préparés, puis analysés par immunoréplique, selon le protocole décrit dans la section Matériel et Méthodes.
Une bande, estimée a 60 kDa, est détectée dans les extraits de protéines nucléaires. Plusieurs bandes sont
détectées dans les extraits cytoplasmiques, préparés a partir de cellules non traitées. Elles correspondent a la
protéine Nrf2 dégradée. La qualité des extraits est vérifiée, par immunoréplique, en utilisant une solution
d’anticorps dirigés contre la GAPDH, localisée uniquement dans le cytoplasme, et la lamine A/C, protéine
exclusivement nucléaire.

Ces résultats coincident avec 1’absence d’induction de I’expression de HO-1, le géne-cible
principal de cette voie de signalisation (Figure 128A-D). En revanche, malgré 1’absence
d’activation de la voie Nrf2, certaines molécules haussent 1’expression d’autres protéines
antioxydantes, telles que GCL et NQOL. Ces dernieres peuvent étre exprimées suite a
I’activation de la voie Nrf2, mais également suite a I’action d’autres voies de signalisation. En
effet, I’expression de NQOI1 peut étre induite par le facteur de transcription AP-2 (pour
Activating Protein 2) 3* et ’expression de la GCL par la voie PI3K/Akt 3", Ainsi, la GR123
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augmente I’expression de NQOI1 et GCL dés 2 h de traitement, expression qui s’accentue
jusqu’a 4 h de traitement, avant de revenir a son état initial aprés 24 h de traitement
(Figure 128B). La GR122 accentue, quant a elle, I’expression de la GCL dés 2 h de traitement
(Figure 128A), tandis que I’effet de la GR125 sur cette méme protéine n’est visible qu’apres
24 h de traitement (Figure 128C).
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Figure 128 : Effet des GR122, GR123, GR125 et GR134 sur ’expression
des génes-cibles de la voie Nrf2/Keapl

(A - D) Les cellules HT29 ont été traitées pendant 2 h, 4 h, 6 h et 24 h par les GR122 (A), GR123 (B), GR125
(C) et GR134 (D) a la concentration correspondante a leur ICso. Les expressions de I’Héme Oxygénase 1
(HO-1), de la Glutamate Cystéine Ligase (GCL) et de la NAD(P)H déhydrogénase quinone 1 (NQO1) sont
étudiées par immunoréplique. Elle est réalisée a partir de 25 ug de protéines totales, selon la procédure décrite
dans la section Matériel et Méthodes. L’expression de chaque protéine a été rapportée a celle de la GAPDH,

pour chaque condition, puis comparée a celle obtenue dans les cellules non traitées. Les résultats présentés sont
représentatifs de 3 séries indépendantes.

2. Effets des dérivés de la série thiazolique
a. Diminution de la prolifération cellulaire
Les GR274 et GR277 baissent trés significativement le nombre de cellules dés le 1% jour de
traitement (30% - 40% d’inhibition) et ce nombre diminue encore jusqu’au 3° jour (environ
80% d’inhibition le 2° jour et 90% le 3° jour ; Figure 129).
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Figure 129 : Inhibition de la prolifération des cellules HT29 par les GR274 et GR277

Les cellules HT29 ont été traitées quotidiennement, pendant 3 jours, par 2,5uM de GR274 et GR277. Chaque
jour, un comptage des cellules vivantes est effectué, selon la procédure décrite dans la section Matériel et
Méthodes. Toutes les valeurs sont significatives au test t de student (p<0,05).

Cette réduction de la prolifération est également associée a une réduction de la capacité des
cellules a former des colonies (Figure 130). En effet, apres 7 jours de traitement, aucune

colonie n’est observée suite aux traitements par les GR274 et GR277.

DMSO

GR274 GR277

Figure 130 : Diminution de la formation de colonies par les GR274 et GR277

Les cellules HT29 ont été traitées pendant 7 jours par 2,5uM de GR274 et GR277, sans changement de milieu.
Les colonies sont alors marquées par le bleu de toluidine, selon la procédure décrite dans la section Matériel et
Méthodes.
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L’inhibition de la prolifération cellulaire, observée précédemment, peut étre provoquée par un
arrét du cycle cellulaire. L’impact sur ce dernier a donc été étudié suite aux traitements par
2,5uM de GR274 ou GR277 (Tableau 18). Aprés 24 h, les cellules s’accumulent, de fagon
modérée, en phase G2/M au détriment de la phase GO/G1. Une hausse significative du
nombre de cellules en phase sub-G1 est également observée. Néanmoins, cette augmentation

est plus modérée avec la GR274 (Tableau 18).

HT29 Sub-G1 G0/G1 S G2/M
DMSO 23+01 67,68+0,52 | 21,06+1,48 | 11,27 +0,95
GR274 16.2+0.7 60,62 +0,04 | 20,70+1,98 | 18,69 +0,93
GR277 21.0+14 58,75+0,42 | 17,20+1,25 | 24,07 +0,84

Tableau 18: Induction de arrét du cycle cellulaire par les GR274 et GR277

Les cellules HT29 ont été traitées pendant 24 h par 0.1% (v/v) DMSO et 2,5uM de GR274 ou GR277. Le cycle
cellulaire est analysé par cytométrie en flux, selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes. La
distribution des cellules dans les différentes phases du cycle, sub-G1, GO/G1, S et G2/M, est exprimée en
pourcentage et a été analysee sur trois échantillons de 3 séries indépendantes. En gras, différence significative
au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les cellules sont traitées par GR274
ou GR277, et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par le DMSO.

b. Diminution de la viabilité cellulaire
L’étude de la viabilité a montré une baisse de la proportion des cellules viables, c’est a dire
négatives a I’IP, suite au traitement de 24 h par les GR274 et GR277. Cette proportion

s’amenuit suite aux traitements de 48 h (Figure 131).
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Figure 131 : Diminution de la viabilité cellulaire par les GR274 et GR277

La viabilité cellulaire a été évaluée, comme précédemment (Figure 67), aprés traitement des cellules HT29 par
2,5UM de GR274 et GR277 pendant 24 h et 48 h.
*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues avec les GR274

et GR277, et celles obtenues avec le DMSO.
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Il est a noter qu’en présence de la GR274, les cellules positives a I’IP restent positives au
DCF-DA. Elle pourrait donc posséder une fluorescence propre. L’analyse par microscopie a
fluorescence a montré que la GR274 émettait bien une fluorescence verte (Résultat non

présenté).

De plus, la condensation de la chromatine et la fragmentation nucléaire, marqueurs
d’apoptose, sont observées suite aux traitements de 48 h par les GR274 et GR277
(Figure 132A). Ces résultats sont corrélés a 1’accumulation de cellules en phase sub-G1,
observée précédemment (Tableau 18). En revanche, la dépolarisation de la membrane
mitochondriale n’est pas observée, ou elle étre trop faible pour étre visible en microscopie
(Figure 132B).

A 24h 48h

DMSO GR274 GR277 DMSO GR274 GR277

DAPI

CCCP 50uM

JCA1

Figure 132 : Induction de ’apoptose des cellules HT29 par les GR274 et GR277

(A) Mise en évidence des noyaux par DAPI, aprés traitement des cellules par 0,1% (v/v) de DMSO ou par
2,5UM de GR274 ou GR277 pendant 24 h et 48 h. Le marquage par DAPI montre une condensation de la
chromatine suite aux traitements par ces deux molécules.

(B) Mise en évidence de la présence du potentiel membranaire mitochondrial (Wm) par JC-1, lors du traitement
des cellules HT29 par 0,1% (v/v) de DMSO ou par 2,5uM de GR274 ou GR277 pendantl h. La fluorescence
orange indique la présence de ¥m, absent lors du traitement des cellules par 50 uM de CCCP, un agent bloquant
la génération du potentiel ¥m.

Les barres d’échelle représentent 50 pm.
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Enfin, le clivage de la protéine PARP-1 n’est retrouvé que suite aux traitements de 48 h par
les GR274 et GR277 (Figure 133).

24h 48h

DMSO GR274 GR277 DMSO GR274

GR277
PARP-1(85KDa) =~ - 55

Figure 133 : Induction du clivage de PARP-1 par les GR274 et GR277 dans les cellules HT29

Les cellules HT29 ont été traitées pendant 24 h et 48 h par 2,5uM de GR274 ou GR277. Le clivage de la
protéine PARP-1 est étudié par immunoréplique, selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes.
Les résultats présentés sont représentatifs de 3 séries indépendantes.

c. Induction du phénoméne d’autophagie
La formation de vésicules acides a été observée par microscopie apres 48 h de traitement par
les GR274 et GR277 (Figure 134A). Leur apparition a aussi été évaluée par cytométrie en
flux (Figure 134B).
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Figure 134 : Induction de la formation de vésicules acides dans les cellules HT29 par les GR274 et GR277

(A et B) La formation de vésicules acides a été étudiée par microscopie (A) et par cytométrie en flux (B), comme
précédemment (Figure 120), dans les cellules HT29 traitées par 2,5uM de GR274 ou GR277 pendant 48 h.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues quand les
cellules sont traitées par les GR274 et GR277, et celles obtenues avec le DMSO.
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Afin de vérifier si ces vésicules acides sont bien des vésicules autophagiques, 1’expression de
Beclin-1 a été étudiée suite a ces traitements (Figure 135). Beclin-1 est bien exprimée apres
48 h de traitement.

GR274 GR277
251M  2.5uM

Beclin 1 S G—

DMSO

GAPDH E .

Figure 135 : Induction de ’expression de Beclin-1 par les GR274 et GR277

Les cellules HT29 ont été traitées par 0.1% de DMSO ou par 2,5uM de GR274 et GR277 pendant 48 h.
L’expression de Beclin-1 est étudiée par immunoréplique, selon la procédure décrite dans la section Matériel et
Méthodes. Les résultats présentés sont représentatifs de 3 séries indépendantes.

d. Impact sur le stress oxydant
Toutes les expériences effectuées avec la GR274, par cytométrie en flux, ont été réalisées
avec et sans la sonde fluorescente, afin de soustraire la fluorescence propre a cette molécule.
Ainsi, ce traitement induit une production de ROS des 1 h de traitement, qui s’accentue apres
3 h, avant de diminuer apres 6 h de traitement (Figure 136). En revanche, la GR277 n’entraine

aucune formation de ROS, quelque soit le temps de traitement (Figure 136).
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Figure 136 : Production de ROS par les GR274 et GR277

La génération d’espéces réactives oxygénées a été mesurée apres traitement des cellules HT29 par 2,5uM de
GR274 et GR277, pour des temps variant jusqu’a 6 h. La génération de ROS a été mise en évidence par une
technique de cytométrie en flux, en utilisant la sonde DCF-DA, selon la procédure décrite dans la section
Matériel et Méthodes. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par
le DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons de 3 séries indépendantes. Toutes les valeurs relatives au
traitement par la GR274 sont significatives au test t de student (p<0,05).
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De plus, ces molécules provoquent la genération de RNS apres 24 h de traitement
(Figure 137A). Néanmoins, ’effet est nettement moins marqué avec la GR277. Le marquage
des cellules par la DHR, en cytométrie en flux (Figure 137A) et en microscopie
(Figure 137B), a montré que la GR274 entrainait une formation modérée de peroxyde
nitrique, tandis que la GR277 semblait réduire son taux. Cela sous entend que la GR274
induirait a la fois la formation de NO et de ONOO-, tandis que la GR277 n’induirait que peu
de NO.

A 200 - ORNS EONOO-

li

DMSO GR274 GR277

-

[8))

o
L

Production relative
d’espeéces réactives (%)
—

()] (e ]
o o
L L

B DMSO GR274 GR277

Figure 137 : Production de RNS par les GR274 et GR277

(A) La génération de RNS et de ONOO- a été mesurée, comme précédemment (Figure 76 et Figure 77), dans les
cellules HT29 traitées par 2,5uM de GR274 et GR277 pendant 24 h. Les résultats sont exprimés en pourcentage
par rapport aux cellules témoins traitées par le DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons de 3 séries
indépendantes. *, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues
lorsque les cellules sont traitées par les dérivés 4-thiazolidinones, et celles obtenues lorsque les cellules sont
traitées par le DMSO.

(B) Mise en évidence, de la génération de ONOO- dans les cellules HT29, aprés 24h de traitement par 2,5uM de

GR274 et GR277, grace la sonde DHR (en vert). Les noyaux sont mis en évidence par une coloration avec
Hoechst 33342 (en bleu). La barre d’échelle correspond a 50pm.

Hoechst 24h

DHR 24h
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e. Absence de modification du taux de GSH
Bien que les traitements par 2,5uM GR274 et GR277 générent des espéces réactives, ils n’ont

aucune influence sur le contenu en GSH, quelque soit le temps de traitement (Figure 138).
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Figure 138 : Absence de modification du contenu en GSH par les GR274 et GR277

Le contenu en GSH a été mesuré, comme précédemment (Figure 88), dans les cellules HT29 traitées en cinétique
(0 h,2h,4h,6het?24 h) par 2,5uM de GR274 et GR277.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par les GR274 et GR277, et celles obtenues lorsque les cellules ne sont pas traitées.

f.  Absence d’impact du stress oxydant sur la croissance cellulaire
L’impact du stress oxydant sur la diminution de la prolifération induite par la GR274 a ensuite
été évalué. Comme précédemment, la capacité de I’acide ascorbique a réduire les ROS induits

par cette molécule a été vérifiée, au préalable (Figure 139A).
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Figure 139 : Absence d’effet de I’acide ascorbique sur la diminution du nombre
de cellules HT29 induite par la GR274

(A) La génération de ROS a été mesurée, comme précédemment (Figure 75), dans les cellules HT29 prétraitées
1 h par ImM d’acide ascorbique (Asc), puis traitées pendant 3 h par 2,5uM de GR274.

(B) Les cellules HT29 ont été traitées quotidiennement, pendant 3 jours, par 2,5uM de GR274, en association ou
non avec 1mM d’Asc. Le comptage des cellules vivantes a été effectué comme précédemment (Figure 126).

#, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par la GR274, et celles obtenues lorsque ce traitement est associé a I’acide ascorbique.
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Cependant, 1’acide ascorbique n’est pas capable de contrecarrer la réduction de prolifération
induite par ce compose, apres 3 jours de traitement (Figure 139B). Le stress oxydant ne serait
donc pas impliqué dans I’inhibition de la prolifération des cellules HT29 induite par la
GR274. L’ acide ascorbique n’est pas non plus capable de contrecarrer la condensation de la
chromatine observée avec la GR274 (Résultats non présentes). Le stress oxydant ne serait
donc pas impliqué dans 1’induction de I’apoptose. L’implication du stress oxydant n’a pas été

évaluée avec la GR277, étant donné le peu d’espéces réactives générées par ce composé.

g. Absence d’activation de la voie antioxydante Nrf2/Keapl
Bien que la GR274 produise des especes réeactives, elle ne provoque aucune translocation
nucléaire de Nrf2 (Figure 140A). Afin de vérifier ’absence d’activation de la voie par un
autre mécanisme, cette expérience a également été réalisée avec la GR277. Comme attendu,
elle n’induit aucune activation de la voie Nrf2 (Figure 140A). Ces résultats coincident avec
I’absence d’expression de HO-1, le géne-cible principal de cette voie de signalisation
(Figure 140B et C). Ces composes ne modifient pas non plus 1’expression de la GCL. Une

diminution de I’expression de NQO1 avec la GR274 est méme observée (Figure 140B et C).
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Figure 140 : Absence d'activation de la voie Nrf2/Keapl par les GR274 et GR277

(A) Les cellules HT29 ont été traitées pendant 1 h, 2 h, 3 h, 4 h et 5 h par 2,5uM de GR274 et GR277. La
translocation nucléaire de Nrf2 est étudiée comme précédemment (Figure 127).

(B et C) Les cellules HT29 ont été traitées pendant 2 h, 4 h, 6 h et 24 h par 2,5uM de GR274 (A) et GR277 (B).
Les expressions de I’'Héme Oxygénase 1 (HO-1), de la Glutamate Cystéine Ligase (GCL) et de la NAD(P)H
déhydrogénase quinone 1 (NQOL) sont étudiées par immunoréplique, comme précédemment (Figure 128).
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C. Conclusion
Les six dérivés 4-thiazolidinones sélectionnés inhibent la croissance des cellules HT29
(Figure 141). Cet arrét de croissance est accompagné d’un arrét du cycle cellulaire, d’un
processus apoptotique et d’une autophagie. Tous ces composés, hormis la GR277, sont a
I’origine d’une production d’especes réactives. Cependant, ces derniéres ne sont pas
impliquées dans la diminution de prolifération observée. Ce stress oxydant peut également
étre & I’origine d’une diminution du contenu en GSH, pour les GR122, GR123 et GR125,
mais ne permet pas l’activation de la voie Nrf2/Keapl. Les dérivés 4-thiazolidinones

n’induisent donc pas I’expression de protéines antioxydantes (Figure 141).
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Figure 141 : Représentation schématique de I’action des dérivés 4-thiazolidinones sur les cellules
cancéreuses coligues HT29

1. Inhibition de la phosphatase CDC25A par les 4-thiazolidinones

Les phosphatases CDC25 (pour Cell Division Cycle 25) sont impliquées dans la régulation du
cycle cellulaire via la déphosphorylation des protéines Cdk. Cette déphosphorylation, associee
a la formation du complexe Cdk/cycline, permet 1’activation des Cdk et donc du cycle
cellulaire. 1l existe 3 isoformes de CDC25 : CDC25A, CDC25B et CDC25C. Chacun de ses
isoformes est spécifique d’un ou plusieurs complexes Cdk/cyclines particuliers, agissant a
divers moments du cycle cellulaire. L’inhibition des CDC25 peut donc constituer une
stratégie thérapeutique pour contrer la prolifération accrue des cellules cancéreuses. Un brevet
concernant une série de composés associant un cycle pyrazolique et une thiazolidinedione
(Figure 142), présentant un potentiel inhibiteur de la phosphatase CDC25B, a d’ores et déja

été déposé 3"
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Figure 142 : Dérivés 4-thiazolidinones inhibiteurs de CDC25B

De plus, la recherche de nouveaux inhibiteurs de CDC25 est effectuée en routine au
laboratoire, c’est pourquoi la capacité des dérivés 4-thiazolidinones a inhiber cette cible a été
étudiée. 1l est a noter que Pio, APio et Féno sont incapables d’inhiber efficacement les
CDC25s (Résultats non présenteés).

A. Inhibition de I’activité des CDC25 in vitro
Le test d’inhibition in vitro des CDC25 est réalisé avec des protéines recombinantes purifiées
par chromatographie d’affinité et selon la méthode décrite précédemment *"’. En résumé, la
déphosphorylation de I’OMFP (3-O-methylfluoresceine phosphate) en OMF (3-O-
methylfluoresceine), par I’activit¢ des CDC25, émet une fluorescence. Cette derniere est
mesurée par spectrofluorimétrie. Les 19 composés, sélectionnés suite au test MTT, ont été
testés lors d’un essai préliminaire a 10uM sur CDC25A. Quatre composés (GR293, GR294,
GR295 et GR296 ; Structure détaillée a la Figure 143) sont trés efficaces a cette concentration

(Résultats non présentés).

GR293 GR294

GR295 GR296

Figure 143 : Structure des GR293, GR294, GR295 et GR296

Leur ICsg, c'est-a-dire la concentration nécessaire pour inhiber 50% de 1’activité enzymatique,
a ensuite été déterminée. Elle est inférieure a 10uM sur CDC25A, ce qui permet de les
considérer comme des inhibiteurs intéressants (Tableau 19). Ils ont également été testés avec

CDC25C, mais il s’avere qu’ils sont moins efficaces sur cet isoforme (Tableau 19).
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ICso CDC25A (UM) | 1Cs CDC25C (uM)
GR293 7,01£0,71 > 10uM
GR294 7,59 + 1,07 > 10uM
GR295 5,62 + 0,15 > 10uM
GR296 7,82+ 1,47 > 10uM

Tableau 19 : Inhibition de CDC25 in vitro par les 4-thiazolidinones

Afin de connaitre le mode de liaison de ces molécules sur CDC25A, un test par spectrométrie
de masse a été réalisé, selon la méthode décrite précédemment *’®. En résumé, il s’agit
d’effectuer un spectre de masse par MALDI-TOF (pour Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonisation-Time-Of-Flight mass spectrometry) du composé seul ou apres
incubation avec CDC25A. Si la liaison est réversible, le laser est capable de rompre cette
liaison et le pic correspondant a I’ion [M + H'] du composé est retrouvé. Si ce pic n’est pas
retrouvé, soit il n’y aucune liaison, soit elle est irréversible. Dans notre cas, il s’est avéré que
ces quatre composés se liaient a CDC25A de maniere réversible. En effet, le pic

correspondant & chacun d’eux est retrouvé aprés incubation avec la protéine (Figure 144).
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Figure 144: Détermination du mode de liaison de GR295 a CDC25A par spectrométrie de masse

Spectre de masse par MALDI-TOF (mode reflectron) de la GR295 (matrice DHB, C = 2.10™*M) dans la fenétre
supérieure, et CDC25A incubée avec la GR295 dans la fenétre inférieure. L’ion [M + H'] de la GR295 est
observé a m/z 484,00. Des résultats similaires sont observés avec les GR293, GR294 et GR296.
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B. Inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses mammaires
Les quatre composés, capables d’inhiber I’activité de CDC25A in vitro, ne sont pas en mesure
de réduire efficacement la prolifération des cellules cancéreuses coliques (Tableau 16 et
Figure 113; p.132-133 et 136). En revanche, ils semblent plus efficaces sur les cellules
cancéreuses mammaires MCF7 et MDA-MB231 (Tableau 16 ; p.132-133). Les tests MTT
montraient que la GR295 était efficace a la fois sur les cellules MCF7 (ICso = 5,1uM) et
MDA-MB231 (ICsp = 8,4uM). En revanche, la GR296 est efficace sur les cellules MCF7
(ICs0 = 3,3uM), mais nettement moins sur les cellules MDA-MB231 (ICso = 22,8uM). Enfin,
les GR293 et GR294 sont tres peu efficaces sur les deux lignées cellulaires (Tableau 16 ;
p.132-133). L’effet de ces composés, sur la prolifération cellulaire, a ensuite eté vérifié par un
comptage au bleu Trypan. Les concentrations correspondantes a leur 1Csy, déterminée par

MTT pour chaque lignée, ont été utilisées (Figure 145).
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Figure 145 : Effet des inhibiteurs de CDC25A sur la prolifération des
cellules MCF7 et MDA-MB231

Les cellules MCF7 et MDA-MB231 ont été traitées quotidiennement, pendant 3 jours, par les différents
inhibiteurs de CDC25A a la concentration correspondante a leur 1Cs, déterminée par MTT pour chaque lignée.
Un comptage des cellules vivantes est effectué, selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes.
L’index mitotique est calculé en rapportant le nombre de cellules traitées par les inhibiteurs de CDC25A au
nombre de cellules témoins traitées par le DMSO.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par les inhibiteurs de CDC25A, et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par le
DMSO.

Bien que sa concentration soit elevée (15,2uM), la GR293 ne réduit que légérement la
prolifération des cellules MCF7, tandis que la GR296 ne la modifie pas du tout

164



Résultats et Discussion

(Figure 145A). La concentration de cette derniére étant basse (3,3uM), un essai avec une
concentration de 10uM a été effectué. Méme dans ces conditions, la prolifération n’est pas
diminuée de moitié (Résultats non présentés). En revanche, la GR294 baisse
considérablement la prolifération des cellules MCF7 (environ -70% ; Figure 145A), mais la
concentration utilisée est tres importante (21uM). Un essai a 10uM a donc été réalisé et dans
ce cas, la prolifération ne réduit que de 40% (Résultats non présentes).

La GR295 diminue, quant a elle, la prolifération des cellules MCF7 d’environ 50% et celle
des cellules MDA-MB231 d’environ 70 %, pour des concentrations relativement basses (SuM
et 8,4uM, respectivement ; Figure 145A et B). La GR296 réduit également d’environ 70% la
prolifération des cellules MDA-MB231, mais avec une concentration nettement supérieure
(22,8uM ; Figure 145B). En revanche, cette baisse est inférieure a 50% lorsqu’elle est utilisée
a 10uM (Résultats non presentés). La GR294 diminue trés Iégéerement la prolifération des
cellules MDA-MB231, bien que la concentration utilisée soit trés importante (24,7uM ;
Figure 145B). Enfin, I’ICsy de la GR293 sur les cellules MDA-MB231 n’étant pas déterminée
précisément, car supérieure a 50uM, un essai a 10uM a été réalisé. A cette concentration, elle
ne réduit la prolifération que de 20% environ (Figure 145B).

Suite & ces résultats, les investigations ne sont poursuivies qu’avec la GR295. Effectivement,
elle est la seule a inhiber significativement la prolifération des cellules MCF7 et
MDA-MB231, a des concentrations inférieures a 10uM. L’effet de la GR295 sur la

prolifération cellulaire a donc été étudié en cinétique (Figure 146).
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Figure 146 : Inhibition de la prolifération des cellules MCF7 et MDA-MB231 par la GR295

(A et B) Les cellules MCF7 (A) et MDA-MB231 (B) ont été traitées quotidiennement, pendant 3 jours,
respectivement, par 5,1uM ou 8,4uM de GR295. Chaque jour, un comptage des cellules vivantes est effectué,
selon la procédure décrite dans la section Matériel et Méthodes. Toutes les valeurs sont significatives au test t
de student (p<0,05), hormis le premier jour de traitement des cellules MDA-MB231.
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C. Arrétdu cycle cellulaire
Le cycle cellulaire a été étudie suite au traitement des cellules MCF7 et MDA-MB231 par la
GR295 pendant 24 h (Figure 147). Une légere accumulation des cellules en phase S est alors
observée dans les deux lignees cellulaires (Figure 147A et B). De plus, ces traitements

n’induisent aucune augmentation du nombre de cellules en phase sub-G1 (Figure 147A et B).
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Figure 147 : Induction de Parrét du cycle cellulaire par la GR295

(A — B) Les cellules MCF7 (A) et MDA-MB231 (B) ont été traitées pendant 24 h, respectivement, par 5,1uM ou
8,4uM de GR295. Le cycle cellulaire est analysé par cytométrie en flux, selon la procédure décrite dans la
section Matériel et Méthodes. La distribution des cellules dans les différentes phases du cycle, GO/G1, S et
G2/M, est exprimée en pourcentage.

D. Inhibition de P’activité des CDC25 in cellulo
La mesure directe de I’activité des CDC25 n’est pas possible in cellulo. Une méthode
indirecte est donc utilisée pour évaluer cette activité. Pour cela, 1’état de phosphorylation de
ses substrats, les proteines Cdk1/2, est étudié suite au traitement des cellules MCF7 et MDA-
MB231 par la GR295 (Figure 148). La cible principale de CDC25A est la Cdk2, c’est
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pourquoi son niveau de phosphorylation a été etudié en priorité. Le traitement par la GR295
entraine une légere hausse de la phosphorylation de Cdk2 aprés 4 h de traitement (Figure
148A). De plus, ce traitement semble induire une hausse plus prononcée de la
phosphorylation de Cdk2 dans les cellules MDA-MB231 a partir de 6 h (Figure 148B). Le
niveau de phosphorylation de Cdkl a également été étudié dans les deux lignées cellulaires,

mais la GR295 ne semble pas avoir de réel impact sur ce dernier (Résultats non présentés).

A 2h 4h 6h 24h
DM GR DM GR DM GR DM GR
PCdk2 SO P SRR R, B p——  o——
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Figure 148 : Augmentation de la phosphorylation de Cdk2 par la GR295

(A - B) Les cellules MCF7 (A) ont été traitées par 5,1uM de GR295, tandis que les cellules MDA-MB231 (B)
ont été traitées par 8.4uM de GR295 pendant 2 h, 4 h, 6 h et 24 h. L’expression de la phospho-Cdk2 (PCdk2 ; A
et B) est étudiée par immunoréplique. Elle est réalisée a partir de 50 pg de protéines totales, selon la procédure
décrite dans la section Matériel et Méthodes. L’expression de chaque protéine a été rapportée a celle de la
B-actine, pour chaque condition, puis comparée a celle obtenue dans les cellules traitées avec le DMSO. Les
résultats présentés sont représentatifs de 3 séries indépendantes.

La hausse de la phosphorylation de Cdk2 est une preuve indirecte de I’inhibition de ’activité
des CDC25. La GR295 entraine donc bien une inhibition des CDC25 in cellulo, ce qui
pourrait étre a 1’origine de 1’arrét du cycle cellulaire en phase S, observé précédemment. En
effet, le complexe Cdk2/CyclineA contrble la progression au sein de la phase S du cycle

cellulaire.

E. Absence de modification de la viabilité cellulaire
Le traitement par la GR295 ne provoque aucune modification de la viabilité cellulaire, qu’il
s’agisse des cellules MCF7 ou MDA-MB231 (Figure 149A et B).
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Figure 149 : Absence de modification de la viabilité des cellules
MCF7 et MDA-MB231 par la GR295

(A et B) La viabilité cellulaire a été évaluée, comme précédemment (Figure 67), dans les cellules MCF7 (A)
traitées par 5,1uM de GR295 ou dans les cellules MDA-MB231 (B) traitées par 8,4uM de GR295 pendant 48 h.
Aucune différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par la GR295, et celles obtenues avec le DMSO.

Ce résultat est confirmé par une absence de condensation de la chromatine, observée suite a
des traitements de 24 h ou 48 h (Figure 150). L’effet de 1la GR295 est donc plutdt cytostatique.

MCF7 MDA-MB231

DMSO GR295

DAPI
24h

48h

Figure 150 : Absence de condensation de la chromatine dans les cellules
MCF7 et MDA-MB231 traitées par la GR295

Mise en évidence des noyaux par DAPI, aprés traitement des cellules MCF7 et MDA-MB231, respectivement,
par 5,1uM ou 8,4uM de GR295 pendant 24 h et 48 h. La barre d’échelle correspond a 50um.

F. Absence d’induction de ’autophagie
L’utilisation de I’acridine orange, par cytométrie en flux, n’a pas mis en évidence la présence
de vésicules acides dans les cellules MCF7 ou MDA-MB231, suite au traitement par la
GR295 (Figure 151A et B). Ce phénomeéne ne serait donc pas impliqué dans 1’inhibition de la

prolifération observée.
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Figure 151 : Absence d’induction de vésicules acides par la GR295 dans les
cellules MCF7 et MDA-MB231

(A et B) Les cellules MCF7 (A) et MDA-MB231 (B) ont été traitées, respectivement par 5,1uM et 8,4uM de
GR295 pendant 24 h, 48 h et 72 h. La formation de vésicules acides a été étudiée, comme précédemment
(Figure 72). *, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues
avec les cellules traitées par la GR295, et celles obtenues avec le DMSO.

G. Production d’un stress oxydant
Le stress pouvant étre impliqué dans I’inhibition des CDC25 in cellulo, la production
d’especes réactives a été étudiée suite au traitement par la GR295. Cette derni¢re n’entraine

aucune formation de ROS dans les deux lignées cellulaires (Figure 152).
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Figure 152 : Absence de production de ROS par la GR295

La génération de ROS a été mesurée apres traitement des cellules MCF7 et MDA-MB231, respectivement, par
5,1uM et 8,4uM de GR295, pour des temps variant jusqu’a 6 h. Le traitement de 1 h par 1mM de tert-
butylhydroquinone (tBHQ) est utilisé en tant que témoin positif. Les résultats sont exprimés en pourcentage par
rapport aux cellules témoins traitées par le DMSO. L’expérience a été réalisée sur 3 échantillons de 3 séries
indépendantes. *, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues
lorsque les cellules sont traitées par la GR295, et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par le DMSO.
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En revanche, elle induit une production modérée de RNS dans les cellules MCF7 et MDA-

MB231 (Figure 153), dont une partie correspond a du peroxyde nitrique (Figure 153).
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Figure 153 : Production de RNS par la GR295

La génération de RNS et de ONOO- a été mesurée apres traitement des cellules MCF7 par 5,1uM de GR295 ou
des cellules MDA-MB231 par 8,4uM de GR295 pendant 24 h.

Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport aux cellules témoins traitées par le DMSO. L’expérience
a été réalisée sur 3 échantillons de 3 séries indépendantes.

*, différence significative au test t de Student (p<0,05) ; comparaison entre les valeurs obtenues lorsque les
cellules sont traitées par la GR295, et celles obtenues lorsque les cellules sont traitées par le DMSO.

La production de peroxyde nitrique a été confirmée par microscopie (Figure 154).
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Figure 154 : Production de peroxyde nitrigue par la GR295, observée par microscopie

Mise en évidence, de la génération de ONOO- aprés 24 h de traitement des cellules MCF7 et MDA-MB231,
respectivement, par 5,1uM et 8,4uM de GR295, grace la sonde DHR (en vert). Les noyaux sont mis en évidence
par une coloration avec Hoechst 33342 (en bleu). La barre d’échelle correspond a 50um.

Le stress oxydant généré étant trés limité, il semblerait que la GR295 inhibe la CDC25A

uniquement grace a la liaison réversible qu’elle est capable de réaliser avec cette dernicre.
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I. Impact des licands de PPAR sur les cellules cancéreuses coliques

La Pio est utilisée pour le traitement du diabéte de type II, mais présente des effets
indésirables (prise de poids, ostéoporose...). En France, elle a méme été suspendue en juin
2011, car une augmentation de 1’incidence des cancers de la vessie était suspectée, chez les
patients traités  En revanche, son action anti-cancéreuse, vérifiée in vitro et in vivo sur
différents modeles cellulaires, semble étre indépendante de [’activation de PPARy,
notamment grace a la production d’un stress oxydant. L’analogue de la Pio, la APio, se lie au
récepteur PPARY, mais empéche son activation **. Son utilisation éventuelle en thérapeutique
pourrait permettre de conserver les effets anticancéreux de la Pio, tout en éliminant ses effets
indésirables liés a I’activation de PPARY. Le Féno présente ¢galement un intérét thérapeutique

83,84,87,88

puisqu’il est efficace contre différents types de cellules cancéreuses et qu’aucune

toxicité n’a été, a ce jour, décrite chez I’Homme.

Dans cette étude, les ligands de PPARY, Pio et APio, et le ligand de PPARa, Féno, diminuent
efficacement la croissance des cellules cancéreuses coliques HT29 et HCT116, conformément
a d’autres études menées, avec les TZD et les fibrates, sur les cellules cancéreuses coliques
TEBLIITE oy d’autres modeéles cellulaires "**'%°. Cet effet est indépendant de I’activation du
récepteur, ce qui confirme des résultats obtenus dans d’autres études >>*'. Cette réduction de
prolifération est associée a un arrét du cycle cellulaire, mais elle n’est pas reliée a I’induction
d’un phénomene apoptotique. L’arrét du cycle cellulaire a déja été observé avec les TZD et
les fibrates *"**7%°. Cependant, I’absence d’apoptose observée différe des résultats obtenus

43,55,83,84,131,133-135,354 . .
TR 77, Néanmoins, une

avec ces composés sur d’autres modeles cancéreux
diminution de la viabilité est observée suite au traitement des cellules HT29 par Féno.
L’autophagie pouvant étre un mécanisme alternatif de mort cellulaire **°, ce phénoméne a été
étudié suite aux traitements par les ligands de PPAR. Ils induisent bien de I’autophagie dans

les cellules HT29 et HCT116, résultat en accord avec de précédentes études '¢*°¢,

L’inhibition de la croissance cellulaire pouvant étre provoquée par un stress oxydant, tout
comme I’induction de ’autophagie 2%, la capacité de ces composés 4 induire des espéces
réactives a été évaluée. Effectivement, ils générent des ROS (H,O,, O;7, OH') et des RNS
(NO et ONOQ)). D’ailleurs, la capacité oxydante des TZD et des fibrates est largement décrite
dans la bibliographie 2324124239360~ Ceg egpéces réactives sont issues de 1’activité
mitochondriale, mais également de I’activité des enzymes COX2 et iNOS. L’implication
d’autres enzymes oxydases pourrait également étre étudiée, notamment la POX dont I’activité

semble étre reliée au stress oxydant induit par les TZD ***?”°. La production de ces espéces
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réactives est indépendante de 1’activation de PPAR, conformément a d’autres études
3335238239 Dye plus, elle est a Iorigine d’une diminution du contenu en GSH. Cette réduction a
déja été décrite en présence d’un stress oxydant généré par les TZD ou par Féno %2402,
Cette baisse pourrait également étre provoquée par une conjugaison des composé€s avec le

GSH, comme cela a déja été montré avec les TZD et la APGJ2 2727,

Ce stress oxydant généré par les ligands de PPARY est responsable de 1’activation de la voie
antioxydante Nrf2/Keapl et de I’induction de ses deux génes-cibles principaux, HO-1 et
NQOL. La transcription de HO-1 pouvant également étre induite par les voies de signalisation
PPARy *7 ou AP-1 *% il a été vérifié qu’elle était bien dépendante du stress oxydant et

indépendante de 1’activation du récepteur PPARy. L’activation de la voie Nrf2 peut limiter

226

I’efficacité des drogues thérapeutiques “~°, notamment en inhibant la mort cellulaire par

2 Dans notre cas, il semblerait que ce ne soit pas le cas. En effet, I’inhibition de

369,370

autophagie
Nrf2 par la Trigonelline ne modifie pas la croissance des cellules traitées par Pio et
APio. Ces résultats sont néanmoins préliminaires et devront étre confirmés. L’utilisation de
siRNA dirigés contre Nrf2 pourrait aussi permettre de vérifier I’effet protecteur de cette voie.
En revanche, Féno n’induit pas 1’activation de cette voie antioxydante, bien qu’il induise des
especes réactives. Il est tout de méme capable d’induire la transcription de deux de ses genes-
cibles (HO-1 et GSTx), mais il semblerait que d’autres voies de signalisation en soient a
247

I’origine “*'. Enfin, le stress oxydant induit par les ligands de PPAR est, en partie, impliqué

dans la diminution de prolifération observée, résultat déja décrit par d’autres équipes *>>°>%
% 11 joue aussi un role important dans I’induction du phénoméne d’autophagie par les

ligands de PPARY.

La modification du métabolisme glycolytique pouvant étre a I’origine d’une inhibition de la
prolifération cellulaire **, I'impact des ligands de PPAR sur cette voie métabolique a été
¢tudié. Ces composés augmentent la glycolyse dans les cellules HT29. 1l en résulte une
augmentation de la consommation de glucose et une acidification du milieu extracellulaire,
par une libération accrue de lactate. Cette hausse de la glycolyse serait provoquée par une
augmentation de I’expression de HIF-1a suite aux traitements par Pio et APio. L’impact du
Féno sur ’expression de cette protéine devra encore étre étudié, tout comme 1’effet de ces
ligands sur le métabolisme glycolytique des cellules HCT116. Un accroissement de la
glycolyse, notamment par une activation de HIF-1a, a déja été montré suite au traitement par

333,334,342-344
TZD 7"

les . En revanche, les études menées avec Féno ont plutdt mis en évidence

une diminution de la glycolyse, au profit de la PB-oxydation des acides gras, grace a une
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réduction de 1’expression et de I’activité de HIF-1a ***2% 1l conviendrait de déterminer si
cette augmentation de la glycolyse a un effet bénéfique ou délétére sur la diminution de
prolifération induite par les ligands de PPAR, en utilisant des inhibiteurs de la glycolyse. Une
analyse du métabolome par chromatographie liquide associée a la spectrométrie de masse
(LC-MS) permettrait, quant a elle, d’étudier I’impact des ligands de PPAR sur les voies du
métabolisme oxydatif, notamment au niveau du taux relatif des intermédiaires du cycle de
Krebs et de la B-oxydation des acides gras. Enfin, la protéine HIF-1a pouvant étre exprimée

317

en présence d’un stress oxydant ~ ', il serait aussi intéressant de vérifier I’impact de ce stress

sur son expression suite aux traitements par les ligands de PPAR.

Dans les tumeurs solides, les cellules au centre de la tumeur sont généralement en conditions
hypoxiques et ne présentent pas la méme sensibilité aux agents anticancéreux que les cellules
en prolifération au bord de la tumeur ", 1l est donc également prévu de tester 1’efficacité de
ces différents composés en conditions hypoxiques, en utilisant une chambre hypoxique ou le

. . .. 315
chorure de cobalt, qui mime ces conditions

. Des résultats préliminaires, obtenus en
cotraitant les cellules avec du chlorure de cobalt, semblent montrer que les ligands de PPAR
restent efficaces en conditions hypoxiques. Il serait alors intéressant d’étudier 1’impact de
I’hypoxie sur les réponses induites par ces composés, notamment au niveau de la production

d’especes réactives et du métabolisme glycolytique.

L’évaluation de I’efficacité de Pio et Féno in vivo a déja été réalisée au laboratoire. Les
traitements de souris xénogreffées avec des cellules HT29, pendant 8 semaines, par ces
composés diminuent considérablement le volume tumoral. En revanche, le traitement de ces
souris par Pio, avant la greffe des cellules cancéreuses, inhibe totalement la formation

tumorale >”°

. De plus, aucune toxicité aigué n’est reliée aux traitements par Pio et Féno.
L’efficacité in vivo de APio pourra aussi étre évaluée. Néanmoins, sa toxicité devra étre
préalablement examinée sur des cellules saines humaines (coliques, fibroblastes...) ou sur des

couples tissu tumoral / tissu sain.

II. Impact des dérivés 4-thiazolidinones sur les cellules cancéreuses

P . r N zar 1s s SO . c 1 275-279,2
Une activité anticancéreuse a déja été décrite pour les dérivés 4-thiazolidinones 27 2"**% . La

présence d’une seule fonction cétone au niveau du cycle thiazolidine empécherait 1’activation
du récepteur PPARYy et donc les effets indésirables qui y sont liés. Néanmoins, aucune

information sur leur efficacité ou sur leur toxicité in vivo n’est disponible.
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Dans cette ¢tude, 1’absence d’activation de PPARY par les dérivés 4-thiazolidinones n’a pas
encore ¢été vérifiée. En revanche, il a ét¢é montré que certains d’entre eux réduisent la
croissance des cellules cancéreuses coliques HT29 en induisant un phénomeéne apoptotique
(GR122, GR123, GR125, GR134, GR274 et GR277). Nos dérivés 4-thiazolidinones générent
¢galement des especes réactives, méme si leur implication dans la baisse de la prolifération
n’a pas été mise en évidence. Ces résultats différent de ceux obtenus dans d’autres études.
Effectivement, d’autres dérivés ont été décrits comme inhibiteurs des COX ou de ALR2, ce

qui leur conféreraient plutdt des capacités antioxydantes "%

Il a été montré que ces dérivés pouvaient inhiber de nombreuses tyrosine kinases 2 ou
phosphatases, notamment PTP1B, LMW-PTP et SHP2 **'*%_ Les structures thiophéniques, de
certains de nos dérivés, peuvent aussi inhiber PTP1B ***. 1I serait donc intéressant de tester
ces différents composés sur les kinases et les phosphatases qui jouent un role important dans
la régulation de la croissance des cellules cancéreuses. Les cibles cellulaires de ces composés
pourraient ainsi étre mises en évidence. Dans cette ¢tude, il a, d’ores et déja, été montré que
certains de ces dérivés inhibent 1’activité de la phosphatase CDC25A in vitro (GR293,
GR294, GR295 et GR296). Les dérivés en question étant inefficaces sur les cellules
cancéreuses coliques, ils ont été testés sur les cellules cancéreuses mammaires MCF7 et
MDA-MB231. Seule la GR295 semble diminuer efficacement la prolifération de ces cellules.
En effet, elle provoque un arrét du cycle cellulaire, notamment par 1’inhibition de CDC25A in
cellulo. Enfin, cet effet n’est pas associée a une mort cellulaire, ni a une modification du statut

redox. Comme pour les ligands de PPAR, il conviendrait d’étudier la toxicité de ces différents

composés sur les cellules saines avant d’envisager une étude in vivo.
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Abstract. Thiazolidinediones have been shown to exhibit anti-
proliferative effects against cancer cells derived from diverse
tissue origins both in vivo and in vitro. We studied the anti-
proliferative impact of 5-{4-(2-(5-ethyl-pyridin-2-yl)-ethoxy)-
benzylidene} -thiazolidine-2,4-dione (A2-pioglitazone), an
analogue of pioglitazone, which binds to the nuclear peroxi-
some proliferator activated receptor-y without activating it, on
human adenocarcinoma-derived HT29 and HCT116 cells. In
HTC116 cells, exposure to A2-pioglitazone reduced cell
growth, but HT29 cells reached the plateau phase of growth
after three days. A2-pioglitazone treatment did not trigger
cells to enter apoptosis but enhanced the autophagy process.
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The effect of A2-pioglitazone treatment was related to the
increase of oxygen and nitric oxide-derived species production
and decreased glutathione content. Moreover, pre-treatment
with an antioxidant before addition of A2-pioglitazone limited
cell growth inhibition, reduced the production of reactive
species and attenuated autophagy within the cells. The impact
of the drug was associated with activation of the Nrf2/Keapl
pathway as demonstrated by the increased protein content of
several antioxidant enzymes, notably heme-oxygenase-1.

I ntroduction

Pioglitazone (Pio) belongs to the thiazolidinedione family
(TZD), a class of drugs used in the oral treatment of type 2
diabetes mellitus (Fig. 1). TZDs exert a hypoglycaemic
effect by improving insulin sensitivity. These molecules act
primarily by decreasing insulin resistance in adipose tissue
and muscle, allowing the control of glucose metabolism by
thishormonein patients (1). Pio isapotent and selective ligand
of the peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPARY).
The transcription factor forms a heterodimer with the 9-cis-
retinoic acid receptor. The complexes, upon activation by each
respective ligand, bind onto DNA response element localised
on the promoter of PPARYy target genes and modulate the tran-
scription rate of respective genes (2).

Using either cancer-derived cells from diverse origins or
animal models, it has been clearly shown that TZD treatment
both in vitro and in vivo leads to cell growth inhibition or
tumour development arrest (2,3). However, the effects of
these molecules are, in part, unrelated to PPARy activation.
PPA Ry-independent effects have been reported also for the
prostanoid 15-deoxy-A>¥-prostaglandin J, (APGX2) referred
to as the endogenous ligand of PPARy. As an example,
APGJX2 binds to I«B inhibiting the NF«xB signalling pathway
(4). Several reports have demonstrated that TZD or APGJ2
treatment enhances the production of ROS or RNS either
by PPARy-dependent or independent activation (5,6). The
production of reactive species by both mechanisms triggers
cells to enter apoptosis. The production of ROS or RNS
within cells induces also the activation of diverse transduc-
tion pathways, notably the NF-2E related factor 2/Kelch
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like-ECH-associated protein 1 (Nrf2/Keapl) pathway (7). On
the other hand, diverse anticancer drugs, mainly electrophile
molecules, activate the pathway by Michaels addition on
critical cysteineresiduesin Keapl, which disrupts the complex
Nrf2/Keapl leading to the stabilization of Nrf2. Among these
molecules, APGJ2, the endogenous ligand of PPARY, activates
the Nrf2/Keapl pathway (8).

Inhibition of cell proliferation by independent PPARy
activation was demonstrated using PPA Ry mouse embryonic
stem cells treated by the cognate ligand (9). Using sSiIRNA,
knockdown of PPARy does not affect the ability of TZD to
induce apoptotic death (6). PPARYy inactive analogues of
TZDs were also synthesized by introducing a double bond
adjoining the terminal thiazolidine-2,4-dionering, resultingin
the A2-analogue of the corresponding TZD. These analogues
were developed in order to discriminate PPA Ry-dependent
from -independent effects of TZDssincethe A2-TZDshave no
PPARYy activating action. Among them, A2-troglitazone has a
similar action on prostate carcinoma cell growth as the parent
molecule (10).

Herein, we evaluated the potential of APio asan anticancer
drug on human colon adenocarcinoma-derived colon HT29
and HCT116 cells. The results obtained were compared to
those obtained with Pio. We studied the cellular modifications
occurring within colorectal cells, i.e. mediated-stress cell
responses after cell exposure to each drug,

Materials and methods

Chemicals. Pioglitazone was purchased from Interchim
(Montlucon, France). APGJ2 was from Cayman Chemicals
(Bertin, Montigny le Bretonneux, France). 2'-7'-dichloro-
fluoresceine diacetate (DCF-DA) was provided by Accros
Organics (Halluin, France), acridine orange, carbonyl cyanide
m-chlorophenyl hydrazone (CCCP), propidium iodide,
GSH, 4,5-diaminofluorescein diacetate (DAF2-DA), ortho-
phtalaldehyde (OPA), L-buthionine sulfoximine (BSO) and
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) were from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier
France). Rabbit antibodies against caspase-3 (1087-1),
GCL (5529-1), HO-1 (1922-1), NQOL1 (S2173), PARP (1078-1),
Beclin-1 (2026-1), lamin A/C (3770-1) were purchased from
Epitomics (Euromedex, Souffelweyersheim, France). Mouse
monoclonal antibodies against GAPDH (MAB374) were
purchased from Millipore (Mosheim, France). Human GSTPi
(F-6), human Nrf2 (H-300) and human Trx (which recognize
Trx1 and 2 isoforms; 1H6H6) antibodies were from Santa Cruz
Biotechnologies (Perray en Yvdines, France). Mouse or rabbit
HRP-conjugated second antibodieswere purchased from Santa
Cruz Technologies. RNAse A (from bovine pancreas) wasfrom
Euromedex. Other chemicals were of analytical grade.

A2-pioglitazone synthesis. A2-pioglitazone was synthesi zed
according to the procedure of Sohda et al (11), except for the
first step of condensation which was described by Deguest
et al (12).

Cell culture
General conditions. HT29 and HCT116 cells were grown in
Dulbecco's minimum essential medium (DMEM, Eurabio,
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Courtaboeuf, France) supplemented with 10% (v/v) heat-inac-
tivated (30 min at 56°C) fetal calf serum (Eurobio), 50 pg/ml
gentamycin (Invitrogen, Paidey, UK) and 2 mM L-glutamine
(Eurobio). Cells were maintained at 37°C in a humidified
atmosphere in the presence of 5% CO,. Seeding was 10° cells/
ml in all experiments, with the exception of the MTT proce-
dure. Medium was changed daily 48 h after seeding.

Assessment of drug cytotoxicity. APio cytotoxicity was
assessed by the M TT procedure. Cellswere seeded at 10* cells/
well in 96-well plates and treated with increasing concentra-
tions of APio (0-100 xM) for 72 h. The stock solution of APio
was50 mM in DM SO. Dilutions of the drug were performedin
DM SO prior to addition in the cell medium. Control cellswere
treated with 0.1% (v/v) of DM SO, used as a molecule diluent.
MTT (0.5 mg/ml) was prepared in medium containing fetal
calf serum, and 100 ul/well was added, and each plate was
incubated for 2 h at 37°C. Formazan precipitate was dissolved
in DM SO and absorbance at 540 nm was read.

Impact of the drug on colorectal cell growth. Cell growth
kinetics with APio (50 uM) or Pio (50 M) were established
for HT29 and HCT116 cells. Cells were seeded in 6-well
plates and treated for 4 days. Control cells were treated with
0.1% (v/v) of DMSO. Then, cells were harvested by trypsina-
tion [0.02% (w/v) trypsin/2 mM EDTA solution, Eurobiq],
and 100 ul of cell suspension was mixed to an equal volume
of 0.04% (v/v) trypan blue solution prepared with Dulbecco's
phosphate-buffered saline (DPBS, Eurobio) and living cells
were counted using a Malassez hematometer. Cell growth
was also tested with APio or Pio together with 1 mM ascorbic
acid for three days. Cells were harvested and counted. Results
are expressed as the ratio of treated cells versus control cells
cultivated with vehicle (mitotic index).

Cdll cycle distribution. HT29 or HCT116 cells were seeded
in 6-well plates. Forty-eight hours after seeding, cells were
exposed to each drug for 24 h. Cell layers were washed twice
with DPBS, harvested by trypsination and fixed in 70% (v/v)
ethanol solution for 2 h and stored at -20°C. Cells were then
centrifuged at 1,000 g for 5 min at 4°C, washed with DPBS
and centrifuged again. Pellets were suspended in 500 ul
DPBS containing 50 pg/ml propidium iodide, 20 pg/ml
of RNAse A and 0.1% (v/v) Triton X-100 for 20 min and
analysed by FACS (FL2A; FACSCalibur, BD Sciences,
Le Pont de Claix, France). Results were quantified using the
CdlQuest software (BD Sciences) and cell cycle distribution
was analysed using Modfit software (Verity Software House,
Topsham, ME, USA).

Clonogeni c assay. Anchorage-dependent clonogenic assay was
performed in 6-well plates. Cells were seeded at 1,000 cells/
well in complete medium. APio or Pio were added to cell
suspensions after seeding. Cells were left to grow for 7 days.
Cell clones were then washed twice with DPBS and fixed in
70% (v/v) cold-ethanal for 15 min. They were washed twice
with DPBS before adding 1% (v/v) toluidine blue solution
diluted in DPBS for 15 min and washed with DPBS. Images
were captured with GelDoc (Bio-Rad, Marne la Coquette,
France).
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Quantification of oxygen and nitric oxide-derived species.
Two days after seeding, cells were treated with APio or Pio
for various times up to 24 h. Cells were loaded with 50 uM
DCF-DA for 15 min or 1 uM DAF-2DA for 30 min at 37°C.
After incubation, cells were harvested by trypsination, washed
with DPBS and finally suspended in 1 ml of the same buffer.
Fluorescence was measured in 30,000 cells/sample by flow
cytometry with excitation and emission settings, at 488 and
530/30 nm (FL1). In addition, 5 mM N-acetyl cysteine or
1 mM ascorbic acid, as antioxidant, was added to the medium
1 h before drug treatment. Production of reactive species from
mitochondria was assessed also in the presence or absence of
the protonophore carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone
(CCCP). Cells were treated with each drug and 50 mM
CCCP was added for 15 min at 37°C. Cells were loaded with
50 uM DCF-DA for 15 min and they were prepared for FACS
analysis. Data from control (DM SO-treated cells) and drug-
treated cells were compared. Results are expressed relative to
those obtained from control cellstaken as 100.

GSH content determination. Intracellular GSH levels were
determined by an HPLC method described by Lenton et al
(13) with slight modifications using a C18-Thermo Hypersil
column (Fisher Scientific, Illkirch, France) and 1.5 mM ortho-
phtalaldehyde. Cellswere grown in 25 cm?-flasks. Briefly, 48 h
after seeding, cells were exposed to 50 uM Pio, 50 uM APio
or 3 uM APGJ2 for various times, up to 24 h. When used,
antioxidant was added 1 h before drug treatment. Cell layers
were washed three times with ice-cold DPBS, then suspended
with 10% (v/v) perchloric acid ice-cold solution/2 mM EDTA,
pH 8.0. The homogenates were centrifuged at 15000 g for
15 min at 4°C. The supernatant were stored at -80°C until
HPLC analysis. Perchloric acid-precipitated proteins (pdllets)
were solubilized in daily prepared 1 M NaOH prior to protein
content determination. GSH contents were cal culated as hano-
mole of GSH/mg of protein. Data from DM SO-treated cells
(contral cellg) and treated cells were compared and they are
expressed relative to those obtained from control cels, taken
as 100.

Western blotting. Cells were seeded in 25 cm?-flasks. Total
protein homogenates were prepared from drug- and DM SO-
treated cdlls as followed: cell layers were washed twice with
ice-cold DPBS and they were scrapped with 25 mM HEPES
KOH, pH 7.5 containing 10 mM EDTA, 400 mM KClI, 0.5%
(v/v) Igepal, 1 mM DTT and 0.1% (v/v) of a protease inhibitor
mixture (Sigma). Homogenates were collected and left on
ice for 30 min before centrifugation at 15,000 g for 15 min
at 4°C. Supernatants were stored at -80°C until use. Nuclear
and cytoplasmic protein extracts were obtained from drug and
DMSO-treated cells grown in 90-mm dishes. Cell layers were
washed twice in cold DPBS and scrapped gently in DPBS.
The suspension obtained was centrifuged at 1,000 g for 2 min
at 4°C. The cell pellet was mixed with an equal volume of
10 mM HEPES/KOH, pH 7.5 containing 60 mM KCI, 1 mM
DTT, 0.5% (v/v) Igepal and 0.1% (v/v) of a protease inhibitor
mixture, and left onice for 5 min. The sample was centrifuged
at 1,000 g for 5 min at 4°C. The supernatant, which correspond
to the cytoplasmic fraction, was further centrifuged for 15 min
at 15,000 g and at 4°C and the pellet discarded. The cyto-
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plasmic fractions were stored at -80°C. The pellet obtained
after the initial centrifugation was suspended with HEPES/
KOH buffer without detergent and centrifuged at 8,000 g
for 2 min at 4°C. This step was repeated at least three times.
After washing, each pellet was suspended in 25 mM Tris-HCI,
pH 8.0 containing 600 mM KCI, 1 mM DTT and 0.1% (v/v)
protease inhibitor mixture (Sigma). They were left on ice for
15 min, vortexed every 5 min and then centrifuged at 15,000 g
for 15 min at 4°C. The supernatant corresponded to the nuclear
fraction and each sample was stored at -80°C until use.

Protein (25 pg) from whole cell homogenates or 20 ug of
protein from nuclear or cytoplasmic fractions wereresolved in
10-15% SDS-PAGE and transferred onto PV DF membranes.
The saturation step was performed in 50 mM Tris-HCI,
pH 7.4 containing 0.15 M NaCl, 5% (w/v) non-fat milk and
0.01% (v/v) Tween-20. The antibody solutions were prepared
in the same buffer and incubated overnight at 4°C by gentle
agitation. Washing steps (3 times for 5 min) were performed
with 50 mM Tris-HCI, pH 7.4 containing 0.15 M NaCl and
0.01% (v/v) Tween-20. The blots were then incubated in this
buffer containing the diluted second antibody (horseradish
peroxidase conjugated to goat anti-rabbit (1:7,500) or anti-
mouse (1:7,500), Santa Cruz Technologies), and finally washed
3 times for 5 min with the same buffer. Blots were devel oped
by chemiluminescence detection according to the manufac-
turer's protocol (Santa Cruz Technologies).

Detection of autophagy process. HT29 and HCT116 cells
were seeded in 6-well plates and treated as described above
for 1-3 days with daily medium changes. In parallel, HT29
cells were treated with 500 yM of hydrogen peroxide used as
an inducer of autophagy. Cells were incubated with 1 pg/ml
acridine orange for 15 min, then harvested by trypsination and
suspended in DPBS before FACS analysis. Fluorescence was
measured in 30,000 cells/sample, with excitation at 488 nm
and emission settings at 670 nm (FL 3). Results were anal-
ysed using CellQuest and Cyflogic software and they were
compared to those obtained with DM SO-treated cells, taken
as 1.0. In parallel, cells were treated with each drug in the
presence or absence of 5 MM NAC over three days. Total
protein homogenates were prepared and western blots were
performed as described, using Beclin-1 (1:1,000) and GAPDH
(1:10,000) antibodies, respectively, as a marker of autophago-
some formation and an internal marker for protein loading.

Satistical analyses. Differences between results from control
(DM SO-treated cells) and treated cells were analysed by
Student's t-test and any difference was considered significant
at P<0.05.

Results

Impact of A2-piogliatzone on human colon adenocarci-
noma cell growth. In a first set of experiments, we assessed
whether APio was efficient in inhibiting colon cancer-derived
cell growth since the molecule had little effect on prostate
carcinoma cells (10). APio cytotoxicity was estimated by the
MTT procedure and the trypan blue coloration method. The
1C5, was, respectively, 53.7+2.8 and 46.2+2.4 yM in HT29
and HCT116 cells. We established cell growth Kinetics for
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Figure 2. Cell growth kinetics with colorectal cells treated with A2-pioglitazone. (A and B) Colorectal cell growth curves were established for the treated
HT29 (A) or HCT116 (B) cells four days after seeding. Cells were treated with 50 uM A2-pioglitazone (APio) or 50 M pioglitazone (Pio). "P<0.05, relative to
DM SO-treated cells (Student's t-test). Results are means + SEM of triplicate determinations from three independent experiments. (C) Anchorage-dependent
clonogenic assays were performed as described in Materials and methods. The results shown represent one out of three independent experiments.

HT29 and HCT116 cells treated with 50 uM APio over four
days; the results were compared to those obtained after cell
exposure to 50 uM Pio (Fig. 2A). HT29 cells in the pres-
ence of APio reached the plateau phase of growth after three
days of treatment. In contrast, cell growth was decreased up

to 35% at the end of the experiment when HT29 cells were
treated in the presence of Pio (Fig. 2A). A 40%-decrease was
obtained when HCT116 cells were exposed to each molecule,
but the effect of APio, previoudy found in HT29 cells, was
not observed with these cells (Fig. 2B). Anchorage-dependent
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Figure 3. Effect of A2-pioglitazone on cell growth arrest. Western blotting was performed with protein homogenates (25 ug) prepared from HT29 or HCT116
cells exposed for 48 h to 50 M pioglitazone (Pio), 50 uM A2-pioglitazone (APio), 3 uM 15-deoxy-A**-prostaglandin J, (APGJ2) or 0.1% (v/v) DM SO used
as diluent of each drug. Blots were incubated with diluted antibodies against human PARP (1:1,000) and caspase-3 (1:1,000). Activation of caspase-3 (cleaved
Casp3) and cleavage of PARP 115/85 (cleaved PARP at 85 kDa) was achieved by exposure of HT29 cells to 20 uM camptothecin for 48 h (Cpt), used as a
positive control. Mouse anti-human GADPH antibody (1:10,000) was used as a marker of sample loading. The results represent one out of three independent

experiments.

Table |. Céll distribution in cell cycle phases after 24-h drug
treatment.

Treatment G0/G1 S G2/M

HT29

Control [0.1% (v/v) DMSO] 55.3+3.7 24.0+2.9 20.8+5.6
A2-pioglitazone (50 pM) 67.0+2.5% 21.6+2.3 11.4+3.42
Pioglitazone (50 xM) 52715 29.1+2.0* 18.1+2.6

HCT116

Control [0.1% (v/iv) DMSQO] 37.1+2.3 30.9+0.9 32.0+2.6
A2-pioglitazone (50 pM) 41.2+2.2% 30.1+2.6 28.6+1.5°
Pioglitazone (50 M) 362+2.6 37.4+4.6% 26.3+4.12

8P<0.05 relative to control cells (Student's t-test). Results are means +
SEM of triplicate determinations from three independent experiments.

assays were performed with both cell lines (Fig. 2C) and the
results obtained confirmed the higher anti-proliferative prop-
erty of APio. Theimpact of APio treatment on cell growth was
associated with the alteration of cell distribution in cell cycle
phases. Cdl exposure to this drug resulted in cell accumula-
tion in GO/G1-phase, whereas Pio treatment enhanced cell
distribution in S-phase (Table 1). However, HT29 or HCT116
cell growth arrests were not associated with apoptosis cell
death. As shown in Fig. 3, neither caspase-3 activation nor
PARP-1 cleavage was found in protein homogenates prepared
from APio or Pio-treated cells. In contragt, protein cleavage was
obtained when HT29 cellswere treated for two daysin the pres-
ence of 20 M camptothecin used as an inducer of apoptosis.

Reactive species production and GSH depletion in A2-piogli-
tazone treated cells. Several lines of evidence demonstrated
that cell exposure to TZD generated oxidative stress which
dramatically impacted cell survival (14). We tested whether
APio treatment involved the production of ROS and RNS
in colorectal cells. Fluorescent probes, i.e. DCF-DA and

DAF-2DA for ROS and RNS detection, respectively, were used
to quantify any changes in the levels of reactive species after
HT?29 cell exposure to APio over 24 h. ROS levels reached a
peak 15 min after drug treatment (Fig. 4A). ROS levels were
markedly increased with the maximum reached at 8 h and it
decreased dightly over 24 h (Fig. 4B). Similarly, we evaluated
ROS level after cell exposureto Pio. In Pio-treated cells, ROS
level stayed constant over two hours, then decreased to alevel
lower than ROS content in DM SO-treated cells (Fig. 4B).
When HCT116 cells were tested, ROS levels were increased
after a 10-min drug treatment (Fig. 4C), but they stayed
mostly constant over the experimental duration whatever the
molecule tested (Fig. 4D). Since mitochondria are the main
source of radical speciesand notably superoxideanionradical,
colorectal cellsweretreated in the presence of CCCP together
with APio and Pio then loaded with DCF-DA (Table II).
CCCP pre-treatment inhibited mostly Pio or APio-mediated
production of ROS in HCT116 cells and to a lesser extent
in HT?29 cells, supporting the finding that part of the redox
alteration was associated with the mitochondria. Moreover,
pre-treatment with ascorbic acid or NAC (as antioxidants)
prevented or limited the formation of reactive species in
colorectal cells (Table 11). When cells were treated over three
days with APio or Pio together with 1 mM ascorbic acid, cell
growth was partially restored, suggesting that cell growth
arrest was associated to the production of excessive ROS
(Fig. 5A and B, respectively). We used ascorbic acid instead of
NAC since we observed that 5 mM NAC treatment inhibited
cell growth as reported by others (15). Using DAF-2DA, we
demonstrated that RNS were present within HT29 cells. The
production reached a maximum after 6 h and stayed constant
thereafter (Fig. 6). Of note, the effect of APio on RNS produc-
tion was greater than Pio treatment in HT29. RNS production
wasincreased in HCT116 cells exposed to each molecul e after
2 h, but RNS levels stayed almost constant over the experi-
ment duration (Fig. 6B). The results obtained were associated
with theincrease of iINOS level in both cell lines (Fig. 6C). In
fact, HCT116 cells expressed iNOS constitutively whereas the
expression of iINOS isinducible in HT29 cdlls. Nevertheless,
our results suggested that RNS were produced in our cell
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Figure 4. Reactive oxygen-derived species in cell treated with A2-pioglitazone (A-D) HT29 (A and B) or HCT116 cells (C and D) were exposed to 50 uM
A2-pioglitazone (APio) and 50 uM pioglitazone (Pio) for various times up to 24 h. ROS productions were quantified after cell loading with DCF-DA. "P<0.05,
relative to DM SO-treated cells (Student's t-test). Results are means + SEM of triplicate determinations from three independent experiments.

Table 1. Impact of antioxidants and CCCP on ROS production.

Treatment HT29 HCT116

Control [0.1% (v/v) DMSO] 100.0£9.2 100.0£2.8

A-pioglitazone (50 M) 171.8+6.0% 171.8+6.0°
A-pioglitazone (50 pM) + N-acetyl cysteine (5 mM) 117.1£9.0° 134.5£3.2°
A-pioglitazone (50 uM) + ascorbic acid (1 mM) 123 .4+9.0° 139.5+2.6
Pioglitazone (50 uM) 152.0+4 .22 122.0+4.2°
Pioglitazone (50 M) + N-acetyl cysteine (5 mM) 95.7+9.4° 94.4+4.5°
Pioglitazone (50 M) + ascorbic acid (50 pM) 103.2+2.7° 97.5+5.4°
Control (0.1% (v/v) DMSO) 100.0£2.5 100.0£1.7

A-pioglitazone (50 M) 159.3+2.22 159.4+6.6°
CCCP (50 mM) + A-pioglitazone (50 xM) 139.3+2.6° 117.443.6°
Pioglitazone (50 M) 139.2+2 .92 126.7+1.4°
CCCP (50 mM) + pioglitazone (50 pM) 108 .4+1.6° 94.3+4.5°

3P<0.05 relative to control DMSO-treated cells (Student's t-test); PP<0.05 relative to APio or Pio-treated cells (Student's t-test); results are
means + SEM of triplicate determinations from three independent experiments.

models. The production of an excess of reactive species has  atime-dependent manner over 24 h. They were estimated at
been associated to the depletion of intracellular GSH content  30-50% when colorectal cells were treated with APio or Pio
(14). As demonstrated in Fig. 7, GSH level was decreased in  for 24 h (Fig. 7A and 7B), respectively.
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of 1 mM ascorbic acid before addition of 50 pM A2-pioglitazone (APio) or 50 uM pioglitazone (Pio) for three days. Cells were harvested and counted. "P<0.05,
relative to DM SO-treated cells (Student's t-test). Results are means + SEM of triplicate numerations from three independent experiments.

A B
250- *
§ g 200+
= 2001 i
£ £ .
g @pmso 3 1
'g 150+ 'g
: =
& BPio = 100
£ 100 s
- @APic £
= T -
o 507 e M
7z z
[ [
& 2 4 3 24 g2 4 6
Treatment delay (h) Treatment delay (h)
C
HT29 HCT116
DMSO Pio APio DMSO Pio APio
iNOS i
GAPDH =« S S R e

Figure 6. Reactive nitric oxide derived speciesin cells exposed to A2-pioglitazone. (A and B) RNS production was quantified after cell loading with DAF-2DA
in HT29 (A) and HCT116 cells (B) exposed to 50 uM pioglitazone (Pio) and 50 M A2-pioglitazone (APio) for various times up to 24 h. "P<0.05 relative to
DM SO-treated cells (Student's t-test). Results are means + SEM of triplicate determinations from three independent experiments. (C) Western blotting was
performed with protein homogenates (25 ug) prepared from HT29 or HCT116 cells exposed for 24 h to 50 uM A2-pioglitazone (APio) and 50 uM piogli-
tazone (Pio) or 0.1% (v/v) DM SO used as diluent of each drug. Blots were incubated with diluted antibodies against human iNOS (1:500). Mouse anti-human
GAPDH antibody (1:10,000) was used as a marker of sample loading. The results represent one out of three independent experiments.

Induction of autophagy process. Among the mechanisms
related to the generation of oxidative stressand involved in cell
growth arrest or survival, we studied whether APio treatment
could induce autophagy. The formation of acidic vesicles was
analysed by acridine orange red-fluorescence detection by
FACS (Fig. 8A and B). The increase of red-fluorescence due to
the acidic vesicles was time-dependent and APio treatment had
a greater effect as compared to cells exposed to Pio. Beclin-1,

a marker of autophagosome formation, was induced after cell
exposureto APio or Pio for 3 days whatever the cell line tested
(Fig. 8C and D). Treatment with APio had a more pronounced
effect when compared to cells exposed to Pio. NAC pre-treat-
ment lowered Beclin-1 expression confirming that autophagy
was associated to drug-mediated oxidative stress in both cell
lines (Fig. 8E and F). However, NAC treatment did not rescue
completely the effect of APio over three days.
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Figure 8. The autophagy process in HT29 and HCT116 cells exposed to A2-pioglitazone. (A-D) HT29 (A) and HCT116 (C) cells were exposed to 50 pM
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antibody against human Beclin-1 (1:1,000). M ouse anti-human GAPDH antibody (1:10,000) was used as a marker of sample loading. The results represent one
out three independent experiments. (E and F) In parallel, acidic vesicles were quantified within HT29 (E) or HCT116 cells (F) by FACS (FL3). Cell treatment
with 500 xM hydrogen peroxide (H,0,) was used as a positive control. "P<0.05 relative to DM SO-treated cells (Student's t-test). Results are means + SEM of
triplicate determinations from three independent experiments.
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Figure 9. Nrf-2 trandocation in the nucleus in A2-pioglitazone-treated cells. (A and B) HT29 (A) and HCT116 cells (B) were treated with 50 uM A2-piogli-
tazone (APio), 50 uM pioglitazone (Pio) or 3 uM 15-deoxy-A'2¥-prostaglandin J, (APGJ2) for variousincubation times up to 5 hours. Western blotting for Nrf-2
(estimated band at 70 kDa, diluted antibodies at 1:100) was performed with 20 pg nuclear or 50 ug cytoplasmic protein homogenates. GAPDH and lamin A/C
were, respectively, tested as cytoplasmic and nuclear markers. GAPDH (1:10,000) or lamin A/C (1:500) immunodetection was performed in cytoplasmic
extracts prepared from unstimulated cells. Results shown are representative of one out of three independent experiments.

Nrf2/Keapl pathway activation. Activation of the Nrf2/Keapl
pathway is associated with redox changes within cells (7).
We studied whether APio treatment activated trandocation of
Nrf2 in the cell nuclel. These results were compared to those
obtained after cell exposure to APGJ2, known as a potent
inducer of the Nrf2/Keapl pathway (16) and the endogenous
ligand of PPARYy (17). However, the molecule has been shown
to induce apoptosis at a concentration higher than 10 xM in
colorectal cells (18) but also in cells from other tissue origins
(19). We assessed whether cell exposure to 3 uM APGJ2 had any
impact on colorectal cell growth and we showed that APGJ2
treatment did not trigger cells to enter apoptosis (Fig. 3). As
demonstrated by western blots performed with nuclear extracts,
3 uM APGJ2 treatment enhanced dramatically Nrf2 nuclear
translocation in both cell lines throughout the experiment
(Fig. 9). APGJ2 treatment enhanced HO-1, a Nrf2 target gene,
at the protein level (Fig. 10C and F, respectively). Maximum
HO-1 levels were achieved when HCT116 cells are exposed
to APGJ2 (25 times induction) for 24 h, as compared to that
found in HT29 cells (4.7 times induction). Similarly, NQO1
was detected in HT29 and HCT16 cells and the protein levels
were increased after cell exposure to APGJ2. Moreover, GCL
protein contents were also enhanced in APGJ2-treated cells
and it was associated with the increase of intracellular GSH
levels starting 8 h after cdll treatment (Table I11). Addition of
BSO, a specific inhibitor of GCL activity, abrogated APGJ2-

Tablelll. Intracellular GSH level in APGJ-treated cells.

Treatment HT29 HCT116
DMSO [0.1% (V/V)], 4 h 100.0£3.9 -

APGJ2 (3 yuM), 4 h 93.6+3.9 -

Vehicle, 8 h 100.0+50  100.0+1.9
APGJ2 (3 uM), 8 h 168.1£6.9°  171.8+2.1*
Vehicle, 24 h 100.0+7.4  100.0+3.6
APGI2 (3 uM), 24 h 134.1+5.8°  202.9+3.6
APGJ2 (3 uM) + L-buthionine- 6.8+02°  16.9+1.0°

(S-R) sulfoximine (100 M)

3P<0.05 relative to DMSO-treated cells (Student's t-test); PP<0.05
relative to APGJ2-treated cells (Student's t-test); results are means +
SEM of triplicate determinations from three independent experiments
(vehicle, 0.1% DM SO).

mediated GSH synthesis. Thus, at the dose used APGJ2 had
a protective effect on colorectal cells. As shown in Fig. 9,
Nrf2 accumulated in cell nuclel from APio or Pio-treated cells
but differences existed depending on the cell line tested. In
HT29 cells, maximum Nrf2 nuclear levelswerefound at 1 hin
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Figure 10. Expression of Nrf2 target gene in colorectal cells exposed to pioglitazone, A2-pioglitazone or APGJ2. (A-F) HT29 cells (A-C) and HCT116
cells (D-F) were treated with 50 uM pioglitazone (Pio; A and D), 50 uM A2-pioglitazone (APio; B and E) or 3 uM 15-deoxy-A*-prostaglandin J2 (APGJ2;
C and F) for various incubation times. Western blotting was performed as described in Materials and methods using, respective, mouse or rabbit diluted
antibodies against HO-1 (1:1,000), NQOL1 (1:1,000), Trx (1:1,000), GCL (1:500) and GSTPi (1:500). Each blot was stripped in order to detect human GAPDH
(1:10,000). Bands were quantified and normalized to GAPDH content. The ratio, level of protein of interest versus GAPDH content, in DMSO-treated cells was
considered as 1.00. Results shown are representative of one out of three independent experiments.

APio-treated cells and at 2 h in Pio-treated cells (Fig. 9A). In
contrast, Nrf2 translocation began 1 h after the HCT116 cell
exposure to each drug and it stayed mostly constant during the
experiment duration (Fig. 9B). We analysed which Nrf2 target
gene could be activated during drug treatment. Whatever the
cell line tested, HO-1 expression was induced demonstrating
that HO-1 was involved in APio-mediated oxidative stress.
APio or Pio-treatment increased HO-1 expression to asimilar
level whatever the cell tested (Fig. 10A,B and D,E respec-
tively). Focusing on known Nrf2 target genes such as NQOL,
GSTPi, thioredoxin and GCL, respective protein levels
depended on the cell line tested and the treatment applied.
NQOQOL1 expression was increased at the protein levels, in Pio
(Fig. 10A,D) and APio treated cells (Fig. 10B,E). There were

only small changes in GCL levelsin Pio and APio-treated
HT29 or HCT116 cells (Fig. 10A,B and D,E respectively).
GSTPi expression did not change dramatically upon
molecule treatment whatever the cell line tested. Trx levels
rose to a maximum after HCT116 cell exposure to Pio for
4 h (Fig. 10D), whereas its expression was often decreased in
the other treatment conditions. Thus, activation of the Nrf2
pathway correlated well to an increase of reactive species
production within the cells.

HO-1 expression in the presence of antioxidant. HO-1
expression is enhanced in stressed cells but its expression
depends also on activation of diverse transduction pathways
or a mechanism involving GSH depletion (7). Based on our
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Figure 11. Impact of N-acetyl cysteine on A2-pioglitazone or pioglitazone-mediated HO-1 expression. HT29 (A) and HCT116 (B) cells were treated with
50 uM pioglitazone (Pio) or 50 uM A2-pioglitazone (APio) for 24 h, in the presence or absence of 5 mM N-acetyl cysteine (NAC). Cell treatment with
3 uM 15-deoxy-A2¥-prostaglandin J, (APGJ2) for 24 h was used as an activator of Nrf2 signalling pathway. HO-1 was detected by western blotting (diluted
antibodies at 1:1,000) performed with protein homogenates prepared from treated cells. Blots are representative of one out of three independent experiments.

results, notably the presence of reactive species and GSH
depletion during APio treatment, we assessed whether HO-1
expression could be modulated by antioxidants such asNAC (a
thiol scavenger) (Fig. 11). Pre-treatment with NAC prevented
the production of ROS within HT29 colorectal cells (Table I1)
and addition of the antioxidant inhibited almost completely
APio-induced HO-1 expression (Fig. 11A). These results
were close to those obtained when HCT116 cells were tested
(Table Il and Fig. 11B).

Discussion

Using asimilar experimental approach as described by others
(10), we synthesized APio, the analogue of Pio, which bindsto
the PPA Ry receptor without activating it (Fig. 1). The molecule
was initially used in order to discriminate PPA Ry-dependent
from -independent effects on prostate carcinoma-derived cells
(10), but APio impact on other cancer-derived cells from other
tissue origins had not been tested.

TZD treatment has been shown to limit colorectal cell
growth or to trigger cells to enter apoptosis (18). However,
several studies have demonstrated that cell exposure to TZD
involved unexpected effects different from PPA Ry-dependent
or -independent receptor ligand activation; notably, treatment
with TZD generated oxidative stress, which in turn wasrelated
to cdl growth arrest (5,20). As presented in this report, HT29
or HCT116 cell exposure to APio reduced colorectal growth
more efficiently than Pio. APio treatment induced cell growth
arrest, associated with cell accumulation in the GO/G1 phase.
In contrast, Pio-treated cells accumulated in S phase (Table )
as previoudly reported by others (21). The APio effect observed
could also reflect differentiation-like processes which occur
in breast cancer cells exposed to TZD (22). Colorectal cell
growth arrest was associated to autophagy initiated by the
production of reactive species. Autophagy has been reported
in other TZD-treated cells (23,24) but the phenomenon is
related to either dependent or independent activation of PPARY.
In breast cancer cells, TZD-dependent receptor activation
induced autophagy through HiFla activation (24). Autophagy
processes were described in neuroblastoma cells exposed to
APGJ2, the endogenous ligand of PPARy when cells were
grown in standard conditions (25). In contrast, cells under-
went apoptosis in medium supplemented with de-lipidated
serum (25). Similarly, absence of fetal calf serum potentiated
TZD-mediated colorectal cell growth arrest and apoptosis,

whereas supplementation with serum had no consequence
on cell survival when cells were treated with APGJ2 or
TZD (18). On the other hand, it has been hypothesised that
the Nrf2/Keapl pathway was activated either to contribute
to cell growth in the presence of oxidative stress (7) or, as
suggested by others in another experimental cell model (26),
by lowering autophagy processes to promote cell survival.
The latter could explain why APio and Pio did not trigger
cells to enter apoptosis. Indeed, the absence of apoptotic cell
death contrasted to the effect of troglitazone or ciglitazone
and respective A2-analogues on prostate carcinoma-derived
cells (10).

Several linesof evidence demonstrated that cell exposureto
TZD generated oxidative stress which dramatically impacted
cel survival. For example, Jurkat or A549 cell exposure to
troglitazone lead to the production of an excess of ROS and
RNS (14). Similar results were obtained with astroglioma-
derived cells exposed to ciglitazone (27). The mitochondrial
membrane potential was lost after cell treatment with TZD
(5,14). We have shown that HT29 and HCT116 cell exposureto
APio or Pio involved the production of ROS and RNS which
was inhibited by the supplementation of diverse antioxidants
(Figs. 4 and 6, Table II). ROS content was enhanced within
minutes suggesting that the effect observed was not dependent
on PPARYy activation as discussed previously (5). According
to previous data, TZD treatment involved alteration of mito-
chondria function (27). In our cell model, CCCP inhibited
mostly APio or Pio-mediated production of ROS confirming
alteration at the mitochondrial membrane potential. Moreover,
superoxyl was detected using MitoSOX probe (unpublished
data). Following TZD treatment and dependent on the human
cell model used, it has been shown that intracellular GSH
content was decreased (14,28) concomitantly with inhibition
of glutathione reductase (28) or with an increase of gluta-
thione peroxidase activities (29). In the latter report, human
pluripotent embryonic carcinoma NTERA2/D1 cell exposure
to Pio for long-term treatment (several weeks), involved the
production of peroxides and the concomitant, but i ndependent,
increase of glutathione peroxidase activities (29). However,
we failed to demonstrate a significant increase of glutathione
peroxidase enzyme activities, while GSH content stayed low
in HT29 cells exposed to Pio over five days (unpublished
data). We cannot exclude the concept that Pio or APio could be
conjugated to GSH as demonstrated for APGJ2 in hepatoblas-
toma-derived cells (30). This mechanism leads to drug efflux
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as demonstrated for other xenobiotics (31). However, TZD
conjugation to GSH has been reported only in anin vitro assay
with microsomal fraction prepared from human or murine
hepatocytes (32). Moreover, conjugation of Pio to GSH needs
the opening of the thiazolidine ring (33). In the case of APio,
the conjugation could occur via the double bond adjoining
the thiazolidine moiety of the molecule. Such a mechanism
could explain the active effect of APio on the Nrf2/Keapl
pathway, similar to the action of APGJ2 on Keapl. APGJ2
reacts via Michaels addition to one of the cysteyl residues of
the Nrf2 inhibitor leading to Keapl release from Nrf2, which
in turn undergoes trandocation within the cell nucleus. This
mechanism was described for 2-cyano-3,12-dioxool ean-1,9-
dien-28-oic acid (CDDO) referred to as a PPARy agonist (34).
Indeed, the excessive production of ROS or GSH depletion
after cell exposure to diverse drugs (7) or nitric oxide (35)
involved activation of the Nrf2/Keapl pathway, but crosstalk
exists (36). Interestingly, HO-1 could be notably regulated by
PPARYy (37). In our cell model, HO-1 expression was induced
with cellsexposed to APio, the analogue of Pio, supporting that
drug effect was not related to PPA Ry-dependent mechanisms.

Finally, we showed that at a comparable dose (50 yuM),
APio and Pio did not have a similar impact on HT29 cells
compared to that obtained with HCT116 cells. However, the
Pio concentration used was nearly 20 times higher than the
serum concentration in human after an oral administration of
30 mg Pio (5). We could not exclude that the results observed
after cell exposure to APio reflected similar effects on cell
redox alteration as those obtained with Pio.

Acknowledgements

We thank Dr Eric Battaglia and Professor Denyse Bagrel
for discussion and reading of the manuscript and Professor
S.N. Thornton for correcting the English. This study was
supported by grants from la Ligue Contre le Cancer. Sophie
Huber obtained financial support from Ministére de la
Recherche et de la Technologie. Sergio Valente was granted
from Marie Curie Initial Training Network (ITN) in the FP7
People Programme - Natural Products and related Redox
Catalysts. Basic Research and Applications in Medicine and
Agriculture.

References

1 Oakes ND, Camilleri S, Furler SM, Chisholm DJ and
Kraegen EW: The insulin sensitizer, BRL 49653, reduces
systemic fatty acid supply and utilization and tissue lipid avail-
ability in therat. Metabolism 46: 935-942, 1997.

2. Michalik L, Desvergne B and Wahli W: Peroxisome-proliferator-
activated receptors and cancers. complex stories. Nat Rev Cancer
4: 61-70, 2004.

3. Koeffler HP: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
and cancers. Clin Cancer Res 9: 1-9, 2003.

4. Castrillo A, Diaz-Guerra M, Hortelano S, Martin-Sanz P and
Bosca L: Inhibition of 1kB kinase and IxB phosphorylation by
15-deoxyA>¥-prostaglandin J, in activated murine macrophages.
Mol Ce Biol 20: 1692-1698, 2000.

5. Feinstein D, Spagnolo A, Akar C, Weinberg G, Murphy P,
Gavrilyuk V, et al: Receptor-independent actions of PPAR
thiazolidinedione agonists: Is mitochondrial function the key?
Biochem Pharmacol 2005: 177-188, 2005.

6. Wei S, Yang J, Lee SL, Kulp SK and Chen CS: PPARgamma-
independent antitumor effects of thiazolidinediones. Cancer Lett
276: 119-124, 2000.

10.

13.

14.

15.

16.

17.

19,

20.

2L

22.

23.

24.

25.

26.

437

. Niture SK, Kaspar JW, Shen Jand Jaiswal AK: Nrf2 signaling

and cell survival. Toxicol Appl Pharmacol 244: 37-42, 2009.

. Gong P, Stewart D, Hu B, Li N, Cook J Nel A, et al: Activation

of the mouse heme oxygenase-1 gene by 15-deoxy-Delta(12,14)-
prostaglandin J(2) is mediated by the stress response elements
and transcription factor Nrf2. Antioxid Redox Signal 4: 249-257,
2002.

. Palakurthi SS, Aktas H, Grubissich LM, Mortensen RM and

Halperin JA: Anticancer effects of thiazolidinediones are inde-
pendent of peroxisome proliferator-activated receptor gamma
and mediated by inhibition of trandation initiation. Cancer Res
61: 6213-6218, 2001

Shiau C, Yang C, Kulp S, Chen K, Chen C, Huang J, et al:
Thiazolidinediones mediate apoptosisin prostate cancer cellsin
part through inhibition of Bcl-xL/Bcl-2 functions independently
of PPARYy. Cancer Res 65: 1561-1569, 2005.

. Sohda T, Momose Y, Meguro K, Kawamatsu Y, Sugiyama Y

and Ikeda H: Studies on antidiabetic agents. Synthesis and
hypoglycemic activity of 5-[4-(pyridylalkoxy)-benzyl]-2,4-thia-
zolidinediones. Arzneim Forsch 40: 37-42, 1990.

. Deguest G, Bischoff L, Fruit L and Marsais F: Anionic, in situ

generation of formaldehyde: a very useful and versatile tool in
synthesis. Org Lett 9: 1165-1167, 2007.

Lenton K, Therriault H and Wagner J Analysis of glutathione
and glutathione disulfide in whole cells and mitochondria by
postcolumn derivatization high-performance liquid chromatog-
raphy with ortho-phthaladehyde. Anal Biochem 274: 125-130,
1999,

Atarod EB and Kehrer JP: Dissociation of oxidant production
by peroxisome proliferator-activated receptor ligands from
cell death in human cell lines. Free Radic Biol Med 37: 36-47,
2004.

Liu M, Wikonkal NM and Brash DE: Induction of cyclin-
dependent kinase inhibitors and G(1) prolongation by the
chemopreventive agent N-acetylcysteine. Carcinogenesis 20:
1869-1872, 1999.

UchidaK and ShibataT: 15-Deoxy-Delta(12,14)-prostaglandin J,:
an electrophilic trigger of cellular responses. Chem Res Toxicol
21: 138-144, 2008.

Kliewer SA: A prostaglandin J, metabolite binds peroxisome
proliferator-activated receptor gamma and promotes adipocyte
differentiation. Cell 83: 813-819, 1995.

. Shimada T, Kgjima K, Yoshiura K, Hiraishi H and Terano A:

Characteristics of the peroxisome proliferator activated receptor
gamma (PPARgamma) ligand induced apoptosisin colon cancer
cells. Gut 50: 658-664, 2002.

Levonen AL, Dickinson DA, Moellering DR, Mulcahy RT,
Forman HJand Darley-Usmar VM: Biphasic effects of 15-deoxy-
delta(12,14)-prostaglandin J(2) on glutathione induction and
apoptosis in human endothelial cells. Arterioscler Thromb Vasc
Biol 21: 1846-1851, 2001

Polvani S, Tarocchi M and Galli A: PPARgamma and oxidative
stress. Con(beta) catenating NRF2 and FOXO. PPAR Res 2012:
641087, 2012.

Schaefer KL, Takahashi H, Morales VM, Harris G, Barton S,
Osawa E, et al: PPARgamma inhibitors reduce tubulin protein
levels by a PPARgamma, PPARdelta and proteasome-indepen-
dent mechanism, resulting in cell cycle arrest, apoptosis and
reduced metastasis of colorectal carcinoma cells. Int J Cancer
120: 702-713, 2007.

Mueller E, Sarraf P, Tontonoz P, Evans RM, Martin KJ,
Fletcher M, et al: Terminal differentiation of human breast
cancer through PPARy. Mol Cell 1: 465-470, 1998.

Cerquetti L, Sampaoli C, Amendola D, Bucci B, Masuelli L,
Marchese R, et al: Rosiglitazone induces autophagy in H295R
and cell cycle deregulation in SW13 adrenocortical cancer cells.
Exp Cell Res 317: 1397-1410, 2011.

Zhou J, Zhang W, Liang B, Casimiro MC, Whitaker-MenezesD,
Wang M, et al: PPARgamma activation induces autophagy in
breast cancer cells. Int J Biochem Cell Biol 41: 2334-2342,
2009.

Rodway HA, Hunt AN, Kohler JA, Postle AD and Lillycrop KA:
Lysophosphatidic acid attenuates the cytotoxic effects and
degree of peroxisome proliferator-activated receptor gamma
activation induced by 15-deoxyDelta'?*-prostaglandin J, in
neuroblastoma cells. Biochem J 382: 83-91, 2004.

Rao VA, Klein SR, Bonar SJ, Zidonka J, Mizuno N, Dickey JS,
et al: The antioxidant transcription factor Nrf2 negatively
regulates autophagy and growth arrest induced by the anticancer
redox agent mitogquinone. J Biol Chem 285: 34447-34459, 2010.



438

27.

28.

29.

30.

3L

32.

Perez-Ortiz JM, Tranque P, Burgos M, Vaguero CF and Llopis J
Glitazones induce astroglioma cell death by releasing reactive
oxygen species from mitochondria: modulation of cytotoxicity
by nitric oxide. Mol Pharmacol 72: 407-417, 2007.

Kondo M, Oya-lto T, Kumagai T, Osawa T and Uchida K:
Cyclopentone prostaglandins as potential inducers of intracel lular
oxidative stress. J Biol Chem 276: 12076-12083, 2001

Ghosh S, Patel N, Rahn D, McAllister J, Sadeghi S, Horwitz G,
et al: The thiazolidinedione pioglitazone alters mitochondrial
function in human neuron-like cells. Mol Pharmacol 71:
1695-1702, 2007.

Brunoldi EM, Zanoni G, Vidari G, Sasi S, Freeman ML,
Milne GL, et al: Cyclopentenone prostaglandin, 15-deoxy-
Delta'?>*-PGJ,, is metabolized by HepG2 cells via conjugation
with glutathione. Chem Res Toxicol 20: 1528-1535, 2007.

Wu G, Fang YZ, Yang S, Lupton JR and Turner ND: Glutathione
metabolism and its implications for health. J Nutr 134: 489-492,
2004.

Alvarez-Sanchez R, Montavon F, Hartung T and Pahler A:
Thazolididedione bioactivation: a comparison of the bioactiva-
tion potentials of troglitazone, rosiglitazone, and pioglitazone
using stable isotope-labeled analogues and liquid chromatog-
raphy tandem mass spectrophometry. Chem Res Toxicol 16:
1106-1116, 2006.

33

36.

37.

INTERNATIONAL JOURNAL OF ONCOLOGY 45: 426-438, 2014

Uchiyama M, Fischer T, Mueller J, Oguchi M, Yamamura N,
Koda H, et al: Identification of novel metabolic pathways of
pioglitazone in hepatocytes. N-glucuronidation of thiazolidin-
edione ring and sequential ring-opening pathway. Drug Metab
Dispos 38: 946-956, 2010.

. Ferguson HE, Thatcher TH, Olsen KC, Garcia-Bates TM,

Baglole CJ, Kottmann RM, et al: Peroxisome proliferator-
activated receptor-gamma ligands induce heme oxygenase-1 in
lung fibroblasts by a PPARgamma-independent, glutathione-
dependent mechanism. Am JPhysiol Lung Cell Mol Physiol 297:
L912-1.919, 2009.

. Li CQ, Kim MY, Godoy LC, Thiantanawat A, Trudel LJ and

Wogan GN: Nitric oxide activation of Keapl/Nrf2 signaling in
human colon carcinoma cells. Proc Natl Acad Sci USA 106:
14547-14551, 2000.

Chia AJ, Goldring CE, Kitteringham NR, Wong SQ, Morgan P
and Park BK: Differential effect of covalent protein modification
and glutathione depletion on the transcriptional response of Nrf2
and NF-kappaB. Biochem Pharmacol 80: 410-421, 2010.
Kronke G, Kadl A, lkonomu E, Bluml S, Furnkranz A,
Sarembock 1J, et al: Expression of heme oxygenase-1 in human
vascular cellsis regulated by peroxisome proliferator-activated
receptors. Arterioscler Thromb Vasc Biol 27: 1276-1282, 2007.






Synthesis and biological evaluation of novel 2-heteroarylimino-1,3-thiazolidin-4-ones as
potential anti-tumor agents (Publication soumise a Eur. J. Med. Chem)

Germain Revelantl’a, Sophie Huberz’b, Sandrine Dunandl, Gilbert Kirsch', Hervé
Schohn® ** and Stéphanie Hesse'" *

1. Universit¢ de Lorraine - UMR CNRS 7565 - Structure et Réactivité¢ des
Systémes Moléculaires Complexes — Equipe 3 (HECRIN) - 1 Boulevard Arago, 57070
Metz Technopdle, France

2. Universit¢ de Lorraine - UMR CNRS 7565 - Structure et Réactivité des
Systemes Moléculaires Complexes — Equipe 5 (2MIC) — Campus Bridoux — rue du
Général Delestraint — 57070 Metz Cedex, France

*Corresponding author: Tel.: +33 3 87 54 74 97. Fax: + 33 3 87 31 58 01.

** Corresponding author: Tel.: +33 3 87 37 84 09. Fax:+ 33 3 87 31 58 01

E-mail addresses: herve.schohn@univ-lorraine.fr (H. Schohn), stephanie.hesse@univ-lorraine.fr (S.
Hesse)

a and b, Authors contributed equally to this article

Keywords : thiazolidinone, thiophene, thiazole, antiproliferative activity, colon cancer

Abstract

Thiazolidinone derivatives have been shown to behave pharmacological properties and
notably antiproliferative activity. Herein, we reported the synthesis of novel 2-
(heteroarylimino)-1,3-thiazolidin-4-ones with three different sites of functionalization and the
evaluation of antiproliferative activity of 35 compounds. We have shown that substitution on
the nitrogen of the thiazolidinone ring (compounds 7-17) seemed to give less efficient
compounds whereas introduction of substitution on 5-position seemed to increase the potency
of molecules as compounds 4(a-1) and 20-24 were more active than the unsubstituted
compounds 4 and 19. Among the 35 tested derivatives, we selected the six compounds having
the higher cytotoxic effect on HT29 cells as indicated by their mitotic index namely
compounds 4b, 4c, 4e, 4k (with 4-chlorophenylthienylimino substituent on position 2) and
compounds 20 and 22 (with 4-chlorophenylthiazolylimino substituent on position 2). These
compounds were deeply investigated to further characterise the impact on human colon HT29
cell survival. We demonstrated that molecule treatment triggered cell to cell death. Molecule
treatment was associated with cell accumulation in G2/M phase of cell cycle and in sub G1
fraction, and nuclei chromatin condensation. We showed that autophagy process was induced
whatever the molecule tested. Cell exposure to compounds 4b, 4c¢, 4e and 4k was related to
dissipation of mitochondria membrane potential and to redox changes, notably the production

of reactive species together with the decrease of intracellular glutathione content.
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Introduction

Colon cancer is one of the most frequent cancer diseases in the world. Most popular anti-
cancer drugs belong to molecule groups which interfere with the progression of tumour cell
through cell cycle progression by limiting DNA synthesis or DNA damage reparation. In
addition, another group of drugs consists in the inhibition either of the formation of mitotic
spindle or in protein function, especially protein activity, involved in these mechanisms [1].
Other strategies consist in the development of chemotherapeutic drugs which inhibit G2/M
transition concomitantly with apoptosis cell death, such as thiazolidinone derivatives [2].

Thiazolidinone moiety belongs to an important family of heterocyclic scaffold presenting
diverse biological activities so that it has attracted continuing interest over the years; many
reviews have reported the progress on this scaffold [3]. Especially, 2-imino-4-thiazolidinones
have also been investigated for their pharmacological properties. For example, darbufelone
has showed anti-inflammatory activity [4], whereas 2-heteroarylimino-1,3-thiazolidin-4-ones,
especially thiazolylimino- and benzothiazolylimino- derivatives, were described as antifungal
or antibacterial compounds [5, 6]. 5-Benzylidene-2-phenylimino-1,3-thiazolidin-4-ones I
were reported for their anticancer activity [7] and a complete SAR study was realized on their
anti-tumour activity against non-small cell lung cancer cell line H460 and its paclitaxel-
resistant variant H460wr (Figure 1) [8]. 2-Phenylimino-5-(3-methoxybenzylidene)-3-propyl-
1,3-thiazolidin-4-one Il was proved to induce cell growth arrest after human colon
adenocarcinoma-derived HT29 cells exposure for 72h (ICso = 64.1uM) [9]. Recently
thiazolidin-4-ones IIl substituted with indolin-2-one fragment were evaluated against four
human cancer cells as HT29, human gastric H460, mammary adenocarcinoma-derived MDA -
MB-231 and sarcoma-derived SMMC-7721 cells, and the compounds showed promising

antiproliferative activity [10].

Figure 1: Thiazolidinones described for their pharmacological activities (I-III) and target compounds IV

We here report the synthesis of novel 2-(heteroarylimino)-1,3-thiazolidin-4-ones IV with
three different sites of functionalization. The antiproliferative effect of the compounds was
tested with human colon and also with breast cancer—derived cells. Based on this screening,

we investigated the impact of several selected molecules on colorectal cell death. We studied



notably the impact of thazolidin-4-one derivatives on HT29 cell growth and we demonstrated
that molecule treatment was associated to cell accumulation in G2/M concomitantly with cell
death. In addition, we showed that cell exposure to the molecule selected led to redox changes

id est the production of reactive species and glutathione content decrease.
1. Chemistry

A first series of six 2-[5-aryl-3-thienyl]imino-1,3-thiazolidin-4-ones 1-6 were synthesized
according to the synthetic pathway described in scheme 1: 3-aminothiophenes were reacted
with chloroacetyl chloride and then with ammonium thiocyanate [11]. A second series of
compounds 4(a-1) was synthesized starting from 4, the most active compound of the first
series (on HT29 cells) and reacting it with several aldehydes in presence of pyrrolidine in
methanol (Scheme 1).
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2 R = p-methoxyphenyl, R, =H 4b R = p-methoxyphenyl 4h R =2-naphtyl
3 R1=phenyl, R;=H 4c R = p-methylphenyl, 4i R = hexyl,
4 R4 = p-chlorophenyl, R, = H 4d R = p-chlorophenyl 4j R = 2-pyridinyl
5 R1, Rz = naphtyl 4e R = p-dimethylaminophenyl 4k R = 3,4-dimethoxyphenyl
6 R+ = tert-butyl, R, = H af R = p-bromophenyl 4 R = p-fluorophenyl

Scheme 1: Reagents and conditions: (a) i) CICH,COCI, dry DMF, rt, 2h ii) NH4,SCN, EtOH, reflux, 3h (46-
90%); (b) RCHO, pyrrolidine, MeOH, reflux, 20h (60-89%)

To test the effect of nitrogen substitution on antiproliferative activity, the synthesis of a third
series of compounds was carried out using two different pathways highlighted in Scheme 2.
Firstly, 3-aminothiophenes were converted into the corresponding isothiocyanates. Those
compounds were then either condensed with p-anisidine to give the corresponding thioureas
which were reacted with ethyl chloroacetate and cyclized to led compounds 7-11 [12] or
isothiocyanates were condensed with chloroacetamides in basic media to allow formation of
compounds 12-17 (Scheme 2).
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Scheme 2: Reagents and conditions: (a) CSCl,, NaHCO,;, CHCls, r t, 2h; (b) p-anisidine, dry CH,Cl,, r t, 18h; (¢)
CICH,COOEt, NaOAc, dry DMF, reflux, 24h; (d) K,CO;, CH;CN, 40°C

Finally, variation was made on heteroarylimino moiety: 2-heteroarylimino-1,3-thiazolidin-4-
ones 18-19 were synthesized starting from 3-aminoselenophene [13] and aminothiazole (those
heterocycles being always substituted with a p-chlorophenyl group). Those thiazolidinones
were then modified by introducing substituents on position 5 to give derivatives 20-24
(Scheme 3).
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Scheme 3: Reagents and conditions: (a) i) CICH,COC]I, dry DMF, rt, 2h ii) NH4SCN, EtOH, reflux, 3h; (b)
RCHO, pyrrolidine, MeOH, reflux, 20h

2. Biological evaluation

2.1. Screening of the thiazolidin-4-one derivatives as potential anti-cancer
molecules

The antiproliferative in vitro screening was performed by the MTT method with human colon
cancer cell lines HT29, HCT116 and SW620 and breast cancer cells as MCF7 and MDA-MB-
231. Among compounds 1-6 (Table 1), compound 4 inhibited HT29 cell growth with an 1Csg
estimated at 17.1 & 7.2 uM. The molecule had however no effect (ICsp> 50uM) on the other



cell lines used. It should also be noted that compound 18, the selenophene analogue of

compound 4, had no cytotoxicity whatever the cell line tested (Table 1).

We evaluated next the impact of compounds 4 (a-1). Those molecules corresponded to
substitution of diverse groups at 5-position of the thiazolidine ring (Scheme 2 and Table 1).
With the exception of derivatives 4g and 4i (bearing respectively 4-hydroxybenzylidene and
heptylidene), the effect of each compound on cell growth was greater than compound 4. The
ICso of each molecule was less than 12 uM when the MTT method was performed with HT29
cells. Methoxybenzylidene (4b), 4-methylbenzylidene (4¢), 4-chlorobenzylidene (4d), 4-
dimethylaminobenzylidene (4e), 4-bromobenzylidene (4f), 2-naphtylidene (4h) and 4-
fluorobenzylidene (41) substitutions gave the higher cell growth inhibitory effect. Similar
results were obtained when the experiments were performed with the other cell lines with
some exceptions: SW620 cell exposure to compounds 4b and 4k led to ICs, estimated at 28.1
+ 12.4 and > 50 uM, respectively. A similar ICsy was calculated when HT29 (11.5 = 7.0 uM)
or MDA-MB-231cells (10.9 = 0.5 uM) were treated with compound 4j, but higher ICsyvalues

were obtained when the other cell lines were tested.

We tested next compounds 7-17 which included diverse substitutions on the nitrogen of the
thiazolidinone ring (Scheme 2 and Table 1). With the exception of compound 9, the
synthesized derivatives were less efficient to alter colorectal or mammary cell growth than

compounds 4a-41.

Finally, we investigated the impact of compounds 18-24 bearing a heterocycle other than
thiophene on the imino group in 2-position of the thiazolidinone ring. ICso values were at the
micromolar range after cell exposure to compounds 20-22. Similar results were obtained
when cells were exposed to compound 23, with the exception of SW620 cells (ICso = 20.3 +
2.8 uM). Finally, cell growth inhibition was obtained when HT29 or HCT116 were treated
with compound 19 with ICsy values estimated at 8.9 £ 2.1 uM and 23.8 £ 6.8 uM,
respectively. In addition, treatment with compound 24 (bearing p-fluorobenzylidene
substituent) was efficient to inhibit HT29 and HCT116 cell growth, but it had no effect when
the other cell lines were used. 1Csy values were however greater than those obtained for
compounds 20-22 (Table 1).

Collectively, compounds 4(a-l) and 20-23 reduced colorectal cell growth. We studied

therefore the mechanisms of HT29 cell death after cell exposure to these selected compounds.



Table 1: ICsy determination for thiazolidin-4-one derivatives

ICso (uM)

Compound MDA.-

HT29 HCT116 SW620 MCEF7 MB-231
1 >50 >50 >50 >50 >50
2 >50 >50 >50 >50 >50
3 >50 >50 >50 >50 >50
4 17.1 £7.2 >50 >50 >50 >50
5 >50 >50 >50 >50 >50
6 >50 >50 >50 >50 >50
4a 10.5+5.8 112 £2.2 >50 > 50 18.0+0
4b 3.8+0.9 1.3£0.1 28.1+ 124 1.0£0.1 1.2+0.2
4c 64+1.5 1.0+£0.1 1.5+£0.1 09+0.1 0.9 +0.04
4d 2.8+2.0 11.6+3.4 4.6+0.7 6.7+0.3 6.4+0.3
4e 1.5+1.2 0.5+0.1 0.8+0.1 0.4+0.05 0.8+0.01
4f 20£1.5 3.3+0.1 0.7+0.6 25+0.3 3.5+£0.2
4g >50 ND ND > 50 ND
4h 3.7+3.1 3.0+0.6 >50 1.2+0.1 1.8+0.1
4i 33.5+44 ND ND > 50 ND
4j 11.5+7.0 21.6 1.1 >50 302+£6.5 10.9+£0.5
4k 10.9+£3.1 1.7+0.2 >50 7.6+0.7 1.9+0.1
41 4.1+0.6 7.4+0.7 87+1.6 > 50 ND
7 383+7.7 ND ND ND ND
8 > 50 41.0+9.0 > 50 >50 >50
9 11.7+1.1 2.7+0.05 3.5+£0.1 1.9+04 27+02
10 246+ 7.8 >50 33.0+6.6 > 50 > 50
11 > 50 ND ND > 50 ND
12 36.6 +£3.9 ND > 50 >50 ND
13 414+74 ND ND > 50 ND
14 289+ 8.6 ND >50 > 50 ND
15 29.2+43 ND ND > 50 ND
16 14.1+£27 498+119 > 50 18.7+£2.6 46.9 £4.8
17 > 50 ND 19.5+1.7 > 50 ND
18 > 50 ND >50 > 50 ND
19 89+2.1 23.8+£6.8 >50 > 50 > 50
20 0.5+0.1 0.2+0.02 0.20+0.1 0.1+0.02 0.3+0.01
21 0.5+0.2 0.5+0.1 0.89+£0.1 0.4+0.05 0.8+0.1
22 0.4+0.1 04+0.03 0.05+0.03 0.1+0.02 03+0.3
23 1.8+0.3 1.2+0.03 203+£2.8 0.3+0.1 0.9 +0.05
24 29+0.7 7.5+4.3 > 50 >50 > 50

Cell were grown in 96 well-plates and treated with each compound (0-100uM) for 72 hours. Viability was
assessed by the MTT procedure as described in the biological methods section. ICs, values were calculated with
the GraphPad software. Values are means = S.E.M. of at least two 96 well-plates from two independent
experiments (n = 16). ND : not determined.



2.2. Impact of thiazolidin-4-one derivatives on HT29 cell growth arrest.

In order to confirm the results obtained by MTT procedure, we treated HT29 cells with each
compound at the concentration corresponding to 1Csy value over three days with daily
medium changes. Cells were counted by the Trypan blue method. In these conditions, cell
growth inhibition reached 90 % when cell were exposed with compounds 4b, 4c, 4e or 4k
(Figure 2A). Lower inhibitions were obtained with compound 4d (25%), 4f (25%), 4h (50%),
4j (40%), 41 (25%) or 9 (50%). However, when HT29 were treated with compounds 20-23 at
the concentration corresponding to 1Csy value, cell growth inhibition was less than 25%. We
therefore treated HT29 cells with 1-10 pM of each compound (Figure 2B). In these
experimental cell culture conditions, cell growth inhibition reached 90% and quite 40% when
HT29 cells were exposed to 2.5 uM of compound 20 or 22, respectively. Similar growth
arrest was obtained when cells were treated with 10uM of compound 21 (not shown). Little
effect was obtained after cell exposure to compound 23 (less than 5 % cell growth inhibition).
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Figure 2: HT29 cell growth inhibition of compound 4 and its derivatives

HT29 cells were grown in 6 well-plates and treated with compounds 4, 4(a-l), and 9 (A) at the concentration
corresponding to ICsp value, and with 0.5-10 uM with compounds 20 and 22 (B) for 72 hours with daily medium
change. Cell were harvested and counted by the Trypan blue method. Data are means + S.E.M of triplicate
determination from two independent experiments. Results are expressed as mitotic index (number of compound-
treated cells related to control cells treated by 0.1% (v/v) DMSO used as compound diluent.) *, significant
difference (p<0.05) at Student’s t test between HT29-treated cells with respect to control cells, exposed to
DMSO used as compound vehicle.



We further established cell growth kinetic curves and we tested in parallel HT29 cell viability
by flow cytometry after treatment with compound 4b, 4¢, 4e or 4k over three days (Figure
3A). Each compound altered dramatically cell growth and the levels of living cells decreased
concomitantly (Figure 3B). Similar results were obtained after treatment with 2.5 uM
compound 20 or 22 (Figure 3C and 3D) but the effect on cell death was lower as compared to
the results obtained with compound 4 derivatives. We analysed next cell distribution in cell
cycle phases after cell exposure to each compound. Cell accumulation in G2/M phase was
found after cell exposure to compound 4b, 4c¢, 4e or 4k (Table 2). When HT29 cells were
treated with compound 20 or 22, we found that cells accumulated slightly in G2/M phase.
Interestedly, we found that cell exposure to compound 4b, 4¢, 4e, 4k, 20 or 22 involved cell
accumulations in sub-G1 fraction, supporting that each treatment triggered cells to apoptosis
cell death (Table 2). Moreover, we observed that chromatin condensation and nuclear
fragmentation occurred in treated cells by the use of DAPI probe loaded on treated cell layers
(Supplement data 1). Cell death was associated also with the loss of mitochondrial membrane
potential () as demonstrated by the absence of J-aggregates when HT29 cells were exposed
to each compound together with JC-1 fluorescent probe (Supplement data 1).

Table 2: Cell cycle distribution after cell exposure to thiazolidin-4-one derivatives

Treatment” Sub .Glb GO/GIC S phase* GZ/Mc
fraction phase phase
DMSO (0.1%) 69+05  46.1+04 239+03  30.0+2.0
4b 21.6+24% 12+04" 182+1.6" 806+12"
4c 215+1.8%  12+02" 148+20" 840+1.8"
4e 200+1.9% 1.5+02" 148+0.7" 83.7+0.7"
4k 206+22%  23+09" 11.3+09" 86.4+0.6"
DMSO (0.1%) 23+0.1  67.7+05 21.1+£15  113+1.0
20 162+0.7%  60.6+0.1" 207+1.0 18.7+0.7
22 209+ 1.4% 587+04" 172+13" 241+14"

a, HT29 cells were treated with each compound as described in the biological methods section. b, results are
expressed as percentage of cells in the sub-G1 fraction related to total cells analysed. ¢, results are expressed as
percentage of cells in each phase of cell cycle. Data are means + S.E.M. of triplicate determinations from three
independent experiments. (* and *, significant statistical difference (P < 0.05) at Student’s t test; comparison
between HT29-treated cells with respect to cells exposed to DMSO).
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Figure 3: HT29 cell growth kinetic and cell viability after cell exposure to compounds 4b, 4c, 4e, 4k, 20 and 22.

A and C: HT29 cells were grown in 6 well-plates and treated with compound 4b, 4c, 4e, 4k at the concentration
corresponding to 1Cs, value (A) and with 2.5 uM of compound 20 and 22 (C) for 24, 48 or 72 hours with daily
medium change. After treatment, cells were harvested and counted with Trypan blue dye. Results are means +
S.E.M. of triplicate numeration from two independent experiments (n = 6). B and D: Cell viability assays were
performed with HT29 cells treated with the same conditions in A or C, loaded with DCFDA and IP probes and
analysed by flow cytometry as described in the biological methods section. Results are expressed as percentage
of living cells (negative to IP, and positive to DCF-2DA). Data are means + S.E.M of triplicate determination
from three independent experiments. Statistical analysis demonstrated that significant difference (P < 0.05) at
Student’s t test was obtained in A-D (comparison between HT29-treated cells with respect to cells exposed to
DMSO).

Since 1Cso was near or less than 10 uM (Table 1), we studied similarly the impact of
compound 4a, 4f, 4j or 9 (data not shown). In brief, whatever the molecule tested, cell
exposure to each compound was not associated to cell accumulation in subG1 fraction. Cell
treatment with compound 4a, 4f or 4j increased cell distribution in S-phase of cell cycle
whereas cell accumulated slightly in GO/G1 after exposure to compound 9. Collectively, our
results suggested that molecule treatment was associated rather to cytostatic cell growth
arrest.



2.3. Redox changes are associated with treatment of thiazolidin-4-one
derivatives

We assessed whether HT29 cell exposure to thiazolidin-4-one derivatives 4b, 4c, 4e, 4k, 20 or
22 induced oxidative stress which in turn could explain why HT29 cells underwent apoptosis
as previously described for diverse thiazolidinones [14]. Moreover, oxidative stress is related
to the induction of autophagy, the cell defence against cell injury. Ultimately, activation of
autophagy process is linked to cell death in association or not with apoptosis [15, 16].

Fluorescent probe DCF-2DA was used to quantify any change in the levels of ROS after cell
exposure to thiazolidin-4-one derivatives over 6 hours (Figure 4). ROS levels reached a peak
one hour after compound 4b treatment (figure 4A). ROS levels increased with the maximum
reached at 4 hours and they decreased over 6 hours to ROS content found in DMSO-treated
cells. A similar situation was obtained when cells were exposed to compound 4k; but ROS
levels reached a peak 30 min after drug treatment. The biphasic ROS production occurred also
after 4e treatment, but ROS levels were markedly increased with the maximum reached at 4
hours and they decreased slightly thereafter. Compound 4e treatment increased gradually
ROS production and reached maximum at 4 hours. It was similar to that obtained when HT29
cells were treated with compound 4c. Similar ROS production curve was observed when cells
were exposed to compound 20. ROS levels reached a peak at 3 hours whereas compound 22
did not alter ROS content within the cells over 6 hours-treatment duration (Figure 4B).
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Figure 4: thiazolidin-4-one derivative treatment is associated with ROS production and modulation of
antioxidant enzyme expression

A and B: HT29 were grown in 6 well-plates and treated with compound 4a, 4¢, 4e or 4k, and compound 20 or
22 over 6 hours, then loaded with DCF-2DA as described in the biological section. At specified times, cell were
harvested by trypsination and analysed by flow cytometry. Data are means = S.E.M of triplicate determination
from three independent experiments. C and D: Western blotting was performed with protein homogenates
prepared from HT29cells treated as described in the Biological methods section. Respective mouse or rabbit
diluted antibodies against HO-1 (1: 1 000), NQO1 (1:1 000), GCL (1: 500) were used. Each blot was stripped
and used to detect human GAPDH (1: 10 000) using the same protocol. Bands were quantified and normalized to
GAPDH content. The ratio, level of protein of interest versus GAPDH content, in DMSO-treated cells was
considered as 1.00. Results shown are representative of one out of three independent experiments. Typical
results obtained when HT29 cells were treated with compound 4¢ and 4k.

We tested also fluorescent DAF-2DA and dihydro-rhodamine 123 probes (Table 3). DAF-
2DA detects reactive oxygen- and nitrogen-derived species and notably nitric oxide. DHR123
probe is used to detect peroxynitryl radical. As shown in table 3 and with the exception of
compound 22, each compound treatment involved the production of RNS species detected by
DAF-2DA probe. In addition slight but significant decreases of peroxynitryl radical levels
were obtained when cells were treated with compound 4b, 4c, 4e, 4k or 22, whereas

peroxynitryl content increased after cell exposed to compound 20 (Table 3).

Table 3: Redox changes within HT29 cells exposed to thiazolidin-4-one derivatives

Treatment RNS content GSH content
DAF-2DA DHR 123
0.1% (v/v) DMSO 100.L0£ 1.0 100.0 £4.2 100.0 £2.0
4b 169.7 £+ 3.6* 85.9+32%* 88.8 £4.1*
4c¢ 155.0 £ 0.3* 95.0 £3.2% 73.9 £ 8.3*
4e 294.4 £+ 8.6* 80.1 +£2.3* 84.6 £3.7*
4k 116.3+1.1* 83.6 +4.9* 108.1 £ 7.9*
0.1% (v/v) DMSO 100.0+1.0 100.0 £ 0.5 100.0 £10.5
20 144.4 +£ 10.9* 157.6 £ 4.6* 109.1 £5.2
22 103.3+1.7 80.9+0.7* 117.0+4.8

RNS and GSH levels were quantified as described in the biological methods section. The results are expressed in
percentage obtained from HT29 cells exposed to each compound related to control cells treated with DMSO
used as compound vehicle. Data are means £ S.E.M. of triplicate determinations from three independent
experiments. (*, significant statistical result (P < 0.05) at Student’s t test; comparison between HT29-treated
cells with respect to cells exposed to DMSO).



Since thiazolidin-4-one derivative treatment induced the production of reactive species with
the exception of compound 22, we quantified the cytoplasmic GSH content which is often
depleted in the presence of an excess of reactive species (Table 3). GSH content was
decreased up to 30 % when cells were exposed to compound 4¢ whereas 10-15%-GSH
decreases were obtained after cell exposure to compounds 4b and 4e. In contrast, there was no
significant change in GSH levels in cell homogenates treated with compound 4k or 20.
Finally, pre-treatment with ascorbic acid, an antioxidant, protected cells against stress injury
but it did not rescue HT29 cell growth (Table 4) supporting that the oxidative stress observed
was not solely involved in cell death observed.

Table 4: Impact of thiazolidin-4-one derivatives on HT29 cells pre-treated with
antioxidant.

ROS content Mitotic index

Compound + ImM Compound + ImM
alone ascorbic acid* alone ascorbic acid
0.1% (v/v) DMSO 100.0+3.5 65.7+4.7 1.00 £ 0.08 1.12+0.03
4b 123.1+0.3 97.0+3.1 0.03 £0.01 0.03£0.02
4c 172.0£5.5 102.5+4.8 0.02 +£0.01 0.02£0.01
4e 177.8+ 1.6 133.6 +4.8 0.02 +£0.01 0.02£0.01
4k 141.6 +2.6 112.1+£3.9 0.04 £ 0.01 0.04 £ 0.01
0.1% (v/v) DMSO 100.0£5.6 64.7+2.6 1.00 £0.07 1.08 £ 0.04
20 2525+ 14.5 158.8+8.5 0.13+0.02 0.09 +£0.02

ROS levels and mitotic index were calculated as described in the biological methods section. ROS contents are
expressed in percentage related to control cells treated with DMSO used as compound vehicle. Results are means
+ S.E.M. of triplicate determinations from three independent experiments. Mitotic index values are means =+
S.E.M. of triplicate determinations from two independent experiments. (*, significant statistical result (P < 0.05)
at Student’s t test; comparison between HT29 cells pre-treated with ascorbic acid before addition of each
compound with respect to cells exposed to each compound alone).

Moreover, we assessed whether the molecules could activate the NF-2E related factor 2/Kelch
like-ECH-associated protein 1 (Nrf2/Keapl) pathway, involved to protect cells against
oxidative stress [17]. Activation of the Nrf2/Keap1 pathway leads to the stabilization of Nrf2
which translocates in nuclei and binds to Maf protein. The complex, after binding to specific
DNA sequence, defined as antioxidant response element localised in the promoter of
Nfr2/Maf target genes, increases the transcription of genes involved in reactive species-
mediated response such as Heme Oxygen-1 (HO-1), NADH quinone oxidase-1 (NQOI) or
glutamyl-cysteyl ligase (GCL). As shown in figures 4C and 4D, no induction of HO-1



expression was found in cell homogenates prepared from HT29 cells treated with 4c and 4e.
In contrast, NQO-1 and GCL expression were increased supporting that other pathways could
regulate the expression of the enzymes as described previously [18, 19]. However, the
increases of GCL expression, which is the rate-limiting enzyme in the synthesis of GSH,
correlated well with the decreases of GSH levels observed when cells were treated with
thiazolidin-4-one derivatives 4c and 4e (Table 3 and figure 4C). Similarly, cell exposure to
derivative 4k did not affect GSH content and GCL expression stayed constant (Table 3 and
figure 4D). Finally, we also studied the distribution of Nrf2 protein by cell fractionation.
However, Nfr2 protein levels were not increased in nuclei homogenates prepared from treated
cells over 6 hours (data not shown).

2.4. Autophagy is associated to HT29 cells exposure to thiazolidin-4-one
derivatives

Based on our results demonstrating cell growth arrest and redox changes in treated cells, we
assessed whether cell exposure to thiazolidin-4-one derivative was associated with autophagy.
As shown in figure 5A, acidic vesicles contents were increased within HT29 treated cells over
two days, as demonstrated by the use of acridine orange dye. Moreover, beclin-1 expression, a
marker of autophagosome formation, was induced after cell exposed to each molecule (Figure
5B). Thus, our results supported that HT29 exposure to thiazolidin-4-one derivative was
associated with autophagy process. However, we could not conclude whether autophagy
process results in HT29 cell apoptosis cell death or whether compound treatment is associated
to autophagy cell death as previously discussed [20].
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Figure 5: Autophagy processes in HT29 exposure to thiazolidin-4-one derivatives



A. HT29 cells were exposed to each compound over two days and loaded with acridine orange probe (1 uM) for
15 min. Cells were harvested by trypsination and the red fluorescence was quantified within cells by flow
cytometry. Results are means + S.E.M. of triplicate determinations from three independent experiments (*,
significant difference at Student t test (P<0.05) with respect to DMSO-treated cells). B. Detection of beclin-1
expression during autophagosome formation by western blotting. The experiments were performed with rabbit
antibody against human beclin-1 as described in the biological section. Typical results out of three independent
experiments obtained with protein homogenates prepared from HT29 cells treated with each compound over two
days. Mouse antibody against human GAPDH was used as sample loading.

2.5. Conclusion

Herein, we tested 35 thiazolidinone derivatives for their antiproliferative activity against a
panel of five cancer cell lines. We showed that substitution with an aryl group on the nitrogen
of thiazolidinone ring reduced dramatically the anti-cancer activity whereas substitution by a
benzylidene group on position 5 is really important. Especially, we found that compounds
with a p-methoxybenzylidene (4b), p-methylbenzylidene (4¢), p-dimethylaminobenzylidene
(4e) and 3,4-dimethoxybenzylidene (4k) enhanced the impact on HT29 cell growth arrest. For
these compounds, cell underwent apoptosis cell death after cell accumulation in G2/M phase
of the cell cycle, as described previously with another thiazolidinone derivative [2]. In this
previous report, the molecule tested was an inhibitor of the Cell Dependent Kinase 1. On the
other hand, we demonstrated that cell exposure to the compound selected was associated with
the production of reactive species, and the induction of autophagy which could lead to cell
death [20]. Of note, increasing the production of reactive species represents also an alternative
among the chemotherapeutic strategies against cancer cells (for review, [21]). Therefore,
further studies are needed to decipher cell death mechanism involved in HT29 cell exposed to

the selected thiazolidin-4-one derivatives.

3. Experimental section

3.1. Chemistry

All solvents were of reagent grade and, when necessary, were purified and dried by standard
methods. All chemicals were purchased from Acros or Sigma-Aldrich. All reactions were
routinely checked by TLC analysis on an Alugram SIL G/UV,s4 (Macherey-Nagel) with spots
visualized by UV light. The concentration of solutions after reactions and extractions involved
the use of a rotary evaporator operating at reduced pressure. Organic solutions were dried
over anhydrous magnesium sulfate, and column chromatography was performed using silica
gel 60 (50-200 um diameter). Melting points were determined in open capillaries on a Stuart
SMP3 apparatus and are uncorrected. The 'H and '>*C NMR spectra were measured on an AC
Bruker 250 MHz spectrometer in CDCl3; or DMSO-dg; chemical shifts are reported in parts
per million (ppm). All coupling constants (J) are given in Hz. MS spectra were recorded on an
Agilent Technologies GC-MS instrument equipped with a 7683 injector, 6890N gas
chromatograph and a 5973 mass selective detector. The mass spectrometer was operated in EI
mode at 70 eV, and MS spectra were recorded from m/z 50 to 650. Elemental analyses (C, H,
N, S) were used to confirm the purity of all compounds (>95%) and were performed on a
CHN ThermoScientific Flash 2000 apparatus.



Thienyliminothiazolidinones 1-6 and their N-methoxyphenyl derivatives 7-11 were obtained
via already reported procedures respectively [11] and [12].

3.1.1. General method for the functionalization of 5-position of the thiazolidinone.
Access to compounds 4(a-l) and 20-24

Thiazolidinone 4 or 19 (0.5 mmol) was dissolved in methanol (20 mL) and pyrrolidine (0.5
mmol) was added. The corresponding aldehyde (0.5 mmol) was added under stirring and the
mixture was refluxed overnight. After cooling to room temperature, the precipitating product
was filtered, washed with methanol (10 mL) and diethyl ether (10 mL), and dried.

It must be noted that >C NMR of some following products can not be performed due to their
low solubility.

3.1.2. 2-{[5-(4-Chlorophenyl)-3-thienyl]imino}-5-benzylidene- 1,3-thiazolidin-4-one (4a)

Yellow solid ; yield : 56% ; mp 269°C ; '"H NMR (DMSO-d;) 8,7.18 (s, 1 H, CH), 7.40 (s, 1
H, CH), 7.45-7.78 (m, 10 H, 10 x CH), 12.11 (s, 1 H, NH); *C NMR (DMSO-dq) 8¢ 112.8,
118.3, 121.1, 126.8, 129.1, 129.2, 129.6, 129.8, 130.6, 131.9, 132.2, 132.4, 133.3, 133.8,
141.1, 141.8; HRMS (ESI) : m/z caled for [CyH;3CIN,OS, + H]+ : 397.0231 ; found :
397.0256.

3.1.3. 2-{[5-(4-Chlorophenyl)-3-thienyl]imino}-5-(4-methoxybenzylidene)- 1, 3-
thiazolidin-4-one (4b)

Yellow solid ; yield : 75% ; mp 285°C ; '"H NMR (DMSO-d) 8y 3.77 (s, 3 H, OCHs), 7.03-
7.16 (m, 3 H, 3 x CH), 7.39-7.77 (m, 8 H, 8 x CH) , 12.17 (s, 1 H, NH); *C NMR (DMSO-
ds) 8¢ 55.3, 114.8,120.9, 126.8, 126.9, 129.1, 129.2, 129.7, 130.9, 131.5, 131.7, 131.9, 132.2,
132.4, 132.6, 141.8, 160.6; HRMS (ESI) : m/z calcd for [C2H sCIN,O,S, + H]™ : 427.0336 ;
found : 427.0354.

3.1.4. 2-{[5-(4-Chlorophenyl)-3-thienyl]imino}-5-(4-methylbenzylidene)- 1, 3-thiazolidin-
4-one (4¢)

Yellow solid ; yield : 69% ; mp 284°C ; 'H NMR (DMSO-ds) 81231 (s, 3 H, CHz), 7.17 (s, 1
H, CH), 7.27-7.52 (m, 7 H, 7 x CH), 7.58-7.77 (m, 3 H, 3 x CH) , 12.26 (s, 1 H, NH); HRMS
(ESI) : m/z caled for [Co1H;sCIN,OS, + H]' : 411.0387 ; found : 411.0402.

3.1.5. 2-{[5-(4-Chlorophenyl)-3-thienyl]imino}-5-(4-chlorobenzylidene)-1,3-thiazolidin-
4-one (4d)

Pale Brown solid ; yield : 71% ; mp 282°C ; "H NMR (DMSO-dg) o17.16 (s, 1 H, CH), 7.39-
7.77 (m, 10 H, 10 x CH) , 12.27 (s, 1 H, NH); HRMS (ESI) : m/z caled for [C,0H;2CI,N,0S;
+H]" : 430.9841 ; found : 430.9844.

3.1.6. 2-{[5-(4-Chlorophenyl)-3-thienyl]imino}-5-(4-dimethylaminobenzylidene)-1,3-
thiazolidin-4-one (4e)

Orange solid ; yield : 79% ; mp 288°C ; "H NMR (DMSO-dg) 6142.96 (s, 6 H, 2 x CH3), 6.75-
6.84 (m, 2 H, 2 x CH), 7.15 (s, 1 H, CH), 7.36-7.71 (m, 8 H, 8 x CH) , 12.02 (s, 1 H, NH);
HRMS (ESI) : m/z caled for [C2H 3sCIN;OS, + H]' : 440.0653 ; found : 440.0655.



3.1.7. 2-{[5-(4-Chlorophenyl)-3-thienyl]imino}-5-(4-bromobenzylidene)-1,3-thiazolidin-
4-one (4f)

Green solid ; yield : 68% ; mp 298°C ; "H NMR (DMSO-dg) d47.16 (s, 1 H, CH), 7.39 (s, 1 H,
CH), 7.45-7.77 (m, 9 H, 9 x CH), 12.33 (s, 1 H, NH); HRMS (ESI) : m/z calcd for
[Cy0H1,BrCIN,OS; + H]" : 476.9315 ; found : 476.9322.

3.1.8. 2-{[5-(4-Chlorophenyl)-3-thienyl]imino}-5-(4-hydroxybenzylidene)-1,3-
thiazolidin-4-one (49)

Green solid ; yield : 76% ; mp 253°C ; "H NMR (DMSO-dg) 646.84-6.92 (m, 2 H, 2 x CH),
7.13 (s, 1 H, CH), 7.38-7.70 (m, 8 H, 8 x CH) , 12.33 (s, 1 H, NH); BC NMR (DMSO-dg) 6¢
112.4, 116.2, 118.8, 121.0, 124.2, 124.6, 126.8, 129.1, 130.1, 131.8, 132.0, 132.2, 132.4,
141.0, 141.7, 159.3; HRMS (ESI) : m/z calcd for [Cy0H 3CIN,O,S, + H]" : 413.0180 ; found :
413.0218.

3.1.9. 2-{[5-(4-Chlorophenyl)-3-thienyl]imino}-5-(2-naphtylidene)-1,3-thiazolidin-4-one
(4h)

Yellow solid ; yield : 89% ; mp 288°C ; "H NMR (DMSO-ds) oy7.21 (s, 1 H, CH), 7.41-8.17
(m, 13 H, 13 x CH), 12.29 (s, 1 H, NH), BC NMR (DMSO-dg) 6¢c 112.2, 112.8, 118.1, 120.8,
124.1, 126.7, 126.8, 128.1, 128.3, 129.1, 129.2, 129.3, 131.1, 131.3, 131.8, 132.1, 132.2,
132.4, 132.7, 134.4, 141.1, 141.9; HRMS (ESI) : m/z cald for [CoH;sCIN,OS, + H]" :
447.0387 ; found : 447.0385.

3.1.10. 2-{[5-(4-Chlorophenyl)-3-thienyl]imino}-5-heptylidene-1,3-thiazolidin-4-one (4i)

Brown solid ; yield : 60% ; mp 191°C ; '"H NMR (DMSO-ds) 8110.78-0.84 (m, 3 H, CHs),
1.22-1.39 (m, 8 H, 4 x CH,), 2.10-2.14 (m, 2 H, CH,), 6.70-6.73 (m, 1 H, CH), 7.07 (s, 1 H,
CH), 7.34 (s, | H, CH), 7.44-7.52 (m, 2 H, 2 x CH), 7.63-7.71 (m, 2 H, 2 x CH), 12.05 (s, 1H,
NH); 'C NMR (DMSO-de) 8¢ 13.9, 21.9, 27.3, 28.3, 30.9, 32.5, 112.4, 118.2, 120.9, 126.7,
129.1, 131.9, 132.2, 132.3, 132.5, 134.6, 141.0, 141.6; HRMS (ESI) : m/z caled for
[Ca0H CIN,0S, + H]™ : 405.0857 ; found : 405.0859.

3.1.11. 2-{[5-(4-Chlorophenyl)-3-thienyl]imino}-5-(2-pyridylmethylene)-1,3-thiazolidin-
4-one (4))

Orange solid ; yield : 76% ; mp 291°C ; "H NMR (DMSO-ds) 8y7.11 (s, 1 H, CH), 7.31-7.50
(m, 3 H, 3 x CH), 7.59-7.92 (m, 5 H, 5 x CH), 8.67-8.75 (m, 2 H, 2 x CH), 12.19 (s, 1 H,
NH); >C NMR (DMSO-dg) 8¢ 112.7, 118.3, 121.0, 123.4, 123.6, 126.7, 126.9, 127.3, 129.1,
1323, 137.3, 137.4, 141.0, 141.7, 149.2, 151.5, 151.6; HRMS (ESI) : m/z cald for
[C19H12CIN;OS, + H] : 398.0183 ; found : 398.0179.

3.1.12. 2-{[5-(4-Chlorophenyl)-3-thienyl]imino}-5-(3,4-dimethoxybenzylidene)- 1, 3-
thiazolidin-4-one (4k)

Yellow solid ; yield : 72% ; mp 242°C ; '"H NMR (DMSO-ds) 813.77 (s, 3 H, OCHj3), 3.82 (s,
3 H, OCH3), 7.10-7.21 (m, 4 H, 4 x CH), 7.41-7.48 (m, 2 H, 2 x CH), 7.57-7.68 (m, 4 H, 4 x
CH), 12.18 (s, 1 H, NH); HRMS (ESI) : m/z calcd for [C2,H7CIN,O3S; + H]" : 457.0442 ;
found : 457.0442.



3.1.13. 2-{[5-(4-Chlorophenyl)-3-thienyl]imino}-5-(4-fluorobenzylidene)-1,3-thiazolidin-
4-one (41)

Orange solid ; yield : 54% ; mp 223°C ; '"H NMR (DMSO-dq) 8;,7.18 (s, 1 H, CH), 7.30-7.51
(m, 5 H, 5 x CH), 7.60-7.77 (m, 5 H, 5 x CH) , 12.21 (s, 1 H, NH); >C NMR (DMSO-d;) 8¢
116.2, 116.6, 121.0, 126.8, 126.9, 129.1, 129.2, 130.1, 130.5, 132.0, 132.1, 132.2, 1324,
132.6, 141.1, 141.8; HRMS (ESI) : m/z cald for [C,0H2CIFN,0S, + H]" : 415.0136 ; found :
415.0160.

3.1.14. 2-{[4-(4-Chlorophenyl)- 1,3-thiazol-2-yl]imino}-5-(4-dimethylaminobenzylidene)-
1,3-thiazolidin-4-one (20)

Orange solid ; yield : 86% ; mp> 300°C ; '"H NMR (DMSO-ds) 813.05 (s, 6 H, 2 x CHj),
6.89 (d, 2 H, 2 x CH, J= 8.75Hz), 7.51-7.62 (m, 5 H, 5 x CH), 8.01 (d, 2 H, 2 x CH,
J=8.75Hz), 793 (s, 1 H, CH), 12.51 (s, 1 H, NH); HRMS (ESI) : m/z caled for
[C21HoCIN4OS; + H]" : 441.0605 ; found : 441.0615.

3.1.15. 2-{[4-(4-Chlorophenyl)- 1,3-thiazol-2-yl]imino}-5-(4-methylbenzylidene)- 1, 3-
thiazolidin-4-one (21)

Yellow solid ; yield : 68% ; mp> 300°C ; 'H NMR (DMSO-dg) §112.38 (s, 3 H, CHs), 7.40 (d,
2 H, 2 x CH, J= 8.25Hz), 7.53-7.58 (m, 4 H, 4 x CH), 7.66 (s, 1 H, CH), 7.93 (s, 1 H, CH),
797 (d, 2 H, 2 x CH, J=8.25Hz), 12.68 (s, 1 H, NH); HRMS (ESI) : m/z calcd for
[CaoH14CIN3OS; + H]" : 412.0340 ; found : 412.0348.

3.1.16. 2-{[4-(4-Chlorophenyl)-1,3-thiazol-2-yl]imino}-5-(4-methoxybenzylidene)- 1, 3-
thiazolidin-4-one (22)

Yellow solid ; yield : 79% ; mp> 300°C ; 'H NMR (DMSO-d) o43.86 (s, 3 H, OCH3), 7.20
(d, 2 H, 2 x CH, J=8.5Hz), 7.59-7.71 (m, 5 H, 5 x CH), 7.97 (s, 1 H, CH), 8.01 (d, 2 H, 2 X
CH, J=8.5Hz) ,12.74 (s, 1 H, NH);HRMS (ESI) : m/z calcd for [C20H4CIN;0,S, + H]" :
428.0289 ; found : 428.0290.

3.1.17. 2-{[4-(4-Chlorophenyl)-1,3-thiazol-2-yl]imino}-5-(2-naphtylidene)- 1, 3-thiazolidin-4-one
(23)

Yellow solid ; yield : 85% ; mp> 300°C ; 'H NMR (DMSO-dq) 8117.53-7.65 (m, 4 H, 4 x CH),
7.79 (d, 1 H, CH, J=9Hz), 7.88 (s, 1 H, CH), 7.98-8.05 (m, 5 H, 5 x CH), 8.14 (d, 1 H, CH,
J=9Hz), 8.29 (s, 1 H, CH), 12.79 (s, 1 H, NH); HRMS (ESI) : m/z calcd for [C,3H4CIN;0S,
+H]" : 440.0340 ; found : 440.0346

3.1.18. 2-{[4-(4-Chlorophenyl)- 1,3-thiazol-2-yl]imino}-5-(4-fluorobenzylidene- 1, 3-
thiazolidin-4-one (24)

Yellow solid ; yield : 82% ; mp> 300°C ; "H NMR (DMSO-dg) 857.46-7.53 (m, 2 H, 2 x CH),
7.60 (d, 2 H, 2 x CH, J=8.5Hz), 7.73-7.79 (m, 3 H, 3 x CH), 7.96 (s, | H, CH), 7.98 (d, 2 H, 2
x CH, J=8.5Hz), 12.79 (s, 1 H, NH); HRMS (ESI) : m/z caled for [C1oH;;CIFN;0S, + H]' :
416.0089 ; found : 416.0096.

3.1.19. General procedure for the synthesis of N-substituted thiazolidinones 12-17

To a mixture of the corresponding chloroacetamide (0.5 mmol) and potassium carbonate (0.75
mmol) in acetonitrile (5 mL) was added portionwise the corresponding isothiocyanate (0.5
mmol). The mixture was then heated at 40°C overnight. After cooling to room temperature,



the mixture was poured into cold water (25 mL) and extracted with ethyl acetate. The organic
layer was dried with magnesium sulfate, filtered and evaporated under reduced pressure. The
expected product was purified using silica gel chromatography (Eluent : Cyclohexane/Ethyl
acetate 3/1).

3.1.20. 3-(4-Chlorophenyl)-2-{[5-(4-chlorophenyl)-3-thienyl]imino}- 1,3-thiazolidin-4-one
12)

Pale brown solid ; yield : 71% ; mp 80°C ; "HNMR (CDCl3) 6y 4.03 (s, 2 H, CHy), 6.75 (d, 1
H, CH, J=1.5Hz), 7.01 (d, 1 H, CH, J=1.5Hz), 7.29-7.34 (m, 4 H, 4 x CH), 7.45-7.50 (m, 4 H,
4 x CH);, BC NMR (CDCl3) oc 32.9, 110.9, 120.1, 126.7, 129.1, 129.4, 129.6, 132.6, 133.0,
133.6, 134.9, 142.7, 146.6, 155.2, 171.0; HRMS (ESI) : m/z caled for [C1oH;2C1N,08, + H]
:418.9841 ; found : 418.9835.

3.1.21. 3-Phenyl-2-{[5-(4-chlorophenyl)-3-thienyl]imino}- 1,3-thiazolidin-4-one (13)

Pink solid ; yield : 83% ; mp 152°C ; 'H NMR (CDCl3) 0y4.05 (s, 2 H, CHy), 6.75 (d, 1 H,
CH, J=1.5Hz), 7.01 (d, 1 H, CH, J=1.5Hz), 7.31-7.38 (m, 4 H, 4 x CH), 7.46-7.52 (m, 5 H, 5
x CH); BC NMR (CDCl3) o¢ 41.3, 110.8, 120.3, 119.8, 126.7, 127.9, 129.0, 129.4, 132.7,
133.5, 134.7, 142.5, 146.4, 155.1, 171.3; HRMS (ESI) : m/z calcd for [C1oH;3CIN,OS, + H] " :
385.0231 ; found : 385.0234.

3.1.22. 3-(4-Methylphenyl)-2-{[5-(4-chlorophenyl)-3-thienyl]imino}-1,3-thiazolidin-4-one
14)

Brown solid ; yield : 90% ; mp 107°C ; "H NMR (CDCl3) 642.33 (s, 3 H, CH3), 3.97 (s, 2 H,
CH,), 6.67 (d, 1 H, CH, J=1.5Hz), 6.91 (d, 1 H, CH, J=1.5Hz), 7.16 (d, 2 H, 2 x CH, J=9Hz),
7.18-7.21 (m, 4 H, 4 x CH), 7.39 (d, 2 H, 2 x CH, J=9Hz) ; *C NMR (CDCls) ¢ 21.3, 32.9,
110.8, 120.3, 126.7, 127.7, 129.2, 130.1, 132.0, 132.7, 133.5, 139.2, 142.4, 147.0, 155.8,
171.4; HRMS (ESI) : m/z calcd for [Cy0H;5CIN,OS; + H]+ :399.0387 ; found : 399.0383.

3.1.23. 3-(4-Dimethylaminophenyl)-2-{[5-(4-chlorophenyl)-3-thienyl]imino}-1,3-
thiazolidin-4-one (15)

Brown solid ; yield : 84% ; mp 123°C; "H NMR (CDCl5) 643.01 (s, 6 H, 2 x CH3), 4.01 (s, 2
H, CH,), 6.73 (d, 1 H, CH, J=1.5Hz), 6.79 (d, 2 H, 2 x CH, J=9Hz), 7.03 (d, 1 H, CH,
J=1.5Hz), 7.18 (d, 2 H, 2 x CH, J=9Hz), 7.33 (d, 2 H, 2 x CH, J=8.5Hz), 7.48 (d, 2 H, 2 %
CH, J=8.5Hz) ; C NMR (CDCl) 6c¢ 32.8, 40.5, 110.7, 112.6, 120.4, 126.6, 128.4, 129.0,
132.8, 133.4, 142.3, 147.3, 149.5, 150.5, 156.4, 171.8; HRMS (ESI) : m/z calcd for
[C21HsCIN;0S, + H]" : 428.0653 ; found : 428.0655.

3.1.24. 3-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-{[5-(4-chlorophenyl)-3-thienyl]imino}-1,3-thiazolidin-
4-one (16)

Pale brown solid ; yield : 59% ; mp 181°C ; "H NMR (CDCls) 8;;3.90 (s, 3 H, OCH3), 3.91 (s,
3 H, OCH3), 4.02 (s, 2 H, CH»), 6.75 (d, 1 H, CH, J=1.5Hz), 6.83 (d, 1 H, CH, J=2Hz), 6.92
(Dd, 1 H, CH, J=8.5Hz, J=2Hz), 6.95 (d, 1 H, CH, J=8.5Hz), 7.01 (d, 1 H, CH, J=1.5Hz),
7.32 (d, 2 H, 2 x CH, J=8Hz), 7.47 (d, 2 H, 2 x CH, J=8Hz) ; BC NMR (CDCl3) &¢ 32.9,
56.0,1109,111.2,111.3, 120.3, 120.4, 126.7, 127.3, 129.0, 132.7, 133.5, 142.5, 147.0, 150.0,
155.9, 171.5; HRMS (ESI) : m/z calcd for [C;H7CIN,OsS, + H]+ 1 445.0442 ; found :
445.0427.



3.1.25. 3-(I-Naphtyl)-2-{[5-(4-chlorophenyl)-3-thienyl]imino}- 1,3-thiazolidin-4-one (17)

Yellow solid ; yield : 92% ; mp 98°C ; "H NMR (CDCl3) 6y 4.10 (s, 2 H, CHy), 6.65 (d, 1 H,
CH, J=2Hz), 7.22 (d, 1 H, CH, J=2Hz), 7.22 (d, 2 H, 2 x CH, J=8.5Hz), 7.36 (d, 2 H, 2 x CH,
J=8.5Hz), 7.40-7.58 (m, 4 H, 4 x CH), 7.85-7.93 (m, 3 H, 3 x CH) ; BC NMR (CDCl3) 6¢
33.2,110.8, 120.3, 121.9, 125.6, 126.6, 126.7, 126.9, 127.3, 128.8, 129.0, 129.5, 130.2, 131.5,
132.6, 133.4, 134.6, 142.4, 146.9, 155.3, 171.4; HRMS (ESI) : m/z caled for [C3H;5CIN,OS;
+H]" : 435.0387 ; found : 435.0376

3.1.26. General procedure for the synthesis of heteroaryliminothiazolidinones 18-19
starting from aminoheterocycle

To a solution of the corresponding heteroarylamine (10 mmol) in dry DMF (10 mL) was
added dropwise chloroacetyl chloride (11 mmol) and the mixture was stirred at room
temperature for 2h. The mixture was then poured into cold water (50 mL) and the formed
precipitate was filtered, washed with water (2 x 10 mL) and dried.

The obtained chloroacetamide (5 mmol) was then dissolved in ethanol (20 mL) and
ammonium thiocyanate was added (10 mmol). The mixture was refluxed for 3h and stirred at
room temperature overnight. The precipitating product was filtered, washed with water (10
mL) and petroleum ether (10 mL), and dried.

3.1.27. 2-{[5-(4-Chlorophenyl)-3-selenophenyl]imino}-1,3-thiazolidin-4-one (18)

Brown solid ; yield : 78% ; mp 264°C ; '"H NMR (DMSO-dg) 6154.00 (d, 2 H, CH,, J/=8.6Hz),
7.48 (m, 2 H, 2 x CH), 7.61 (m, 2 H, 2 x CH) , 7.69 (s, 1 H, CH), 8.19 (s, 1 H, CH) 11.43 (s,
1 H, NH); "C NMR (DMSO-ds) 5¢35.4, 116.9, 123.8, 127.1, 129.1, 132.5, 134.2, 138.1,
146.7, 177.5, 187.9; HRMS (ESI) : m/z calcd for [C;3HoCIN,OSSe + H]" : 356.9359 ; found :
356.9354.

3.1.28. 2-{[4-(4-chlorophenyl)-1,3-thiazol-2-yl]imino}-1,3-thiazolidin-4-one (19)

Pink solid ; yield : 68% ; mp> 300°C ; "H NMR (DMSO-dg) oy4.03 (s, 2 H, CH»), 7.50 (d, 2
H, 2 x CH, J=8Hz), 7.89 (s, 1 H, CH), 7.96 (d, 2 H, 2 x CH, J=8Hz), 12.14 (s, 1 H, NH);
3C NMR (DMSO-dq) 8¢ 34.9, 111.2, 127.3, 128.8, 132.4, 132.8, 149.6, 163.6, 169.2, 174.1;
HRMS (ESI) : m/z cald for [C1,HsCIN;0S; + H]" : 309.9870 ; found : 309.9876

3.2 Biological methods
3.2.1. Cell culture

HT29 (APC™, P53™" K-RAS"") and HCT116 (APC"", P53", K-RAS™") cell lines have been
established from colon adenocarcinoma tissue and represented colon cancer cell model
behaving chromosomic and microsatellite instability, respectively. SW620 cells (4PC",
P53™" K-RAS™') were originated from a lymphoid nodule and have been characterised as
metastatic cells. MCF7 cells derived from mammary adenocarcinoma tissue. MDA-MB-231
cells were isolated from pleural effusion and characterised as metastatic cells. Colon cancer
cells were cultivated in Dulbecco minimum essential medium DMEM (Eurobio, Courtaboeuf,
France) supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated (30 min at 56°C) fetal calf serum
(Eurobio), 50 pg/mL gentamycin (Invitrogen, Paisley, UK) and 2 mM L-Glutamine
(Eurobio). Mammary cancer cell were cultivated in RPMI medium containing 10% heat-
inactivated fetal calf serum, 2mM L-Glutamine and 1% Penicillin/streptomycin (Eurobio).
Cells were maintained in a humidified atmosphere of 5% CO, at 37°C.



3.2.2. Determination of ICs

ICso was calculated from results obtained by the thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT)
procedure. In brief, cancer cells were seeded in 96 well-plates at 10* cells/well (Dutscher,
Molsheim, France). 24 hours after seeding, increasing concentrations of each compound
(range from 0.01 to 100uM) were added to each well for 72 hours at 37°C. After incubation,
the medium was discarded and 100ul/well of MTT solution (0.5 mg/ml diluted in medium)
were added and incubated for 2 hours. Water-insoluble MTT formazan blue crystals were
finally dissolved in DMSO. Each plate was read at 570 nm. ICsy was calculated using
GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Data are expressed as ICsox S.D.
(n=16).

3.2.3. Cell growth kinetics

HT29 cells were seeded in 6 well-plates. 48 hours after seeding, cells were treated daily with
each molecule over three days. Dilutions of each drug were performed in DMSO prior to
addition in the cell medium. Control cells were treated with 0.1% (v/v) of DMSO. At the
indicating time, cells were harvested by trypsination (Trypsin /EDTA solution, Eurobio).
100ul of cell suspension were mixed to an equal volume of 0.04% (v/v) Trypan blue dye
solution and living cells were counted using a Malassez hematimeter under microscopy.

3.2.4. Cell viability assay

Cell viability assay was performed with s imultaneous double-staining procedure using 2°,7’ —
dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA, viable cells) and propidium iodide (PI, dead cells).
Two days after seeding, HT29 cells were treated with each molecule corresponding to the
concentration of ICsy value for various times up to 24 hours with the exception of compound
20 and 22, tested at 2.5 uM. Cells were loaded with 50uM DCF-DA and 25 pg/mL PI during
15 min at 37°C. After incubation, cells were harvested by trypsination, washed with PBS and
finally suspended in 1 ml of the same buffer. Fluorescence was measured in 30 000
cells/sample by flow cytometry (FL-1 and FL-3; FACSCalibur, BD Sciences, Le Pont de
Claix, France). Data are means + S.E.M. of triplicate determinations from two independent
experiments. Results are expressed in percentage of viable cells with respect to total
cells/events quantified.

3.2.5. Cell cycle analysis

HT?29 cells were seeded in 6 well-plates. 48 hours after seeding, cells were treated with each
molecule. Cells layers were washed twice with phosphate buffer saline (PBS), harvested by
trypsination and fixed in 70% (v/v) ethanol solution for 2 hours and stored at -20°C at least 1
hour. Cells were then centrifuged at 1000g for 5 min at 4°C, washed with PBS and
centrifuged again. Pellets were suspended in 1 ml PBS containing 50 pg/ml propidium iodide,
20 pg/ml of RNAse A (Sigma-Aldrich France, St Quentin Fallavier, France) and 0.1 % (v/v)
Triton X100 for 20 min and they were analyzed by flow cytometry (FL2-A; Calibur). Results
were quantified using the CellQuest software (BD Sciences) and cell cycle distribution was
analysed using Modfit sofware (Verity Software House, Topsham, Maine, USA). Results are
expressed as percentage of treated HT29 cells in each cell cycle phase. Cells in sub-G1
fraction are expressed as the percentage of total cells analysed in each experiment.

3.2.6.Cell-living imaging

HT?29 cells were seeded in 35mm petri dishes and treated with each compound over two days.
After incubation, cell layers were fixed in 70% (v/v) ethanol solution for 5 min, rinced twice



with PBS. 1 uM 4',6'-diamidino-2-phenylindol (DAPI) in PBS was added for 15 min. In
parallel, similar experimental conditions were carried on with supplementation of 1 uM
5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-tetracthylbenzimidazolylcarbocyanine ~ iodide (JC-1) probe
diluted in DMSO. JC-1 was used to demonstrate alteration of mitochondrial membrane
potential (‘Ym). After compound treatment, JC-1 probe was added to the medium for 15 min
at 37°C. The protonophore carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) at 50 uM for
15 min was used in order to dissipate ¥m which can be visualized by the absence of J-
aggregates under red fluorescent filter. After incubation, cell layers were washed rapidly with
warmed PBS (37°C) twice. Pictures were captured under UV fluorescent microscopy (Nikon
Eclipse 801, Nikon) equipped with a digital camera (DXM1200F, Nikon). They were further
processed using NIS-Element AR 2.3 software (Nikon).

3.2.7. Quantification of oxygen and nitric oxide-derived species

Two days after seeding, HT29 cells were treated with each molecule corresponding to the
concentration of ICsy value for various times up to 24 hours with the exception of compound
20 and 22, tested at 2.5 uM. Cells were loaded with 50uM DCF-DA during 15 min at 37°C
for ROS detection, 1 pM DAF-2DA during 30 min at 37°C for RNS detection, or 25uM DHR
during 20 min at 37°C for peroxynitryl radical detection. Cell exposure to ImM tert-butyl for
one hour was used as a positive ROS-induced control. After incubation, cells were harvested
by trypsination, washed with PBS and finally suspended in 1 ml of the same buffer.
Fluorescence was measured in 30 000 cells/sample by flow cytometry (FL-1). When used,
ImM ascorbic acid, as an antioxidant, was added one hour before drug treatment and cells
were prepared as described. Results were expressed as percentage of results obtained with
treated cells related to cells treated with DMSO used as compound diluent.

3.2.8. GSH content determination

HT29 cells were grown in 6 well-plates. 48 hours after seeding, cells were exposed to each
molecule corresponding to the concentration of ICsy value for 24 hours. Cell layers were
washed three times with ice-cold PBS. They were then scrapped with 10% (v/v) perchloric
acid ice-cold solution (pH 8.0) containing 2 mM EDTA. The homogenates were centrifuged
at 15 000 g for 15 min at 4°C. The supernatant were stored at -80°C until analysis. GSH
content was determined by a fluorescence-based microtiter plate method [22]. Perchloric acid-
precipitated proteins (pellets) were solubilized in daily made 1 N NaOH prior to protein
content determination using a modification of the procedure of Lowry et al. [23]. GSH
contents were calculated as nanomole of GSH/mg of protein. Results are expressed in
percentage as content of intracellular GSH related to that in DMSO-treated cells (relative
GSH content).

3.2.9. Western blotting

HT29 cells were seeded in 25 cm’-flasks. Total protein homogenates were prepared from
drug- and DMSO-treated cells as follows; cell layers were washed twice with ice cold PBS
and they were scrapped with 25 mMHepes/KOH (pH 7.5) buffer containing 10 mM EDTA,
40 mMKCI, 0.5 %(v/v) Igepal (Nonidet P40), 1 mM DTT and 0.1% (v/v) protease inhibitor
mixture (Sigma). Homogenates were collected and left on ice for 30 min before centrifugation
at 15,000¢g for 30 min at 4°C. Supernatants were stored at -80°C until use. 50 pg protein from
whole cell homogenates were resolved in 10-15% SDS PAGE and they were transferred onto
nitrocellulose membranes. The saturation step was performed in Tris saline buffer (50 mM
Tris/HCI (pH 7.4) containing 0.15 M NaCl and 0.01 % (v/v) Tween 20), supplemented with
5% (w/v) non-fat milk or BSA. The primary antibody prepared in the same buffer was then



added. Membranes were incubated overnight at 4°C. The following antibodies were used:
antibody against GCL (5529-1; Epitomics), HO-1 (1922-1; Epitomics), NQO-1 (2618-1;
Epitomics) and GAPDH (MAB374; Millipore). Washing steps (3 times for 5 min) were
performed with Tris saline buffer. The blots were then incubated 45 min in this buffer
containing the horseradish peroxidase-conjugated species-specific antibody, and finally
washed 3 times for 5 min with the same buffer. Blots were developed by chemo-luminescence
detection according to the manufacturer’s protocol (Santa Cruz Biotech).

3.2.10. Detection of autophagy process

HT29 cells were seeded in 6 well-plates and they were treated as described before for two
days with daily medium changes. Cells were incubated with 1pg/ml acridine orange for 15
min, then harvested by trypsination and suspended in PBS before flow cytometry analysis.
Fluorescence (FL-3) was measured in 30 000 cells/sample. Results were analysed using
CellQuest and Cyflogic software and they are expressed in arbitrary unit related to those
obtained with DMSO-treated cells. In parallel, cells were cultivated in 25 cm*-flasks and
treated as described. Total protein homogenates were prepared and western blots were
performed as described, using Beclin-1 (1:500, BD Biosciences) and GAPDH antibodies,
respectively, as a marker of autophagosome formation and an internal marker for protein
loading.

3.2.11. Statistics

Differences between results from control and drug-treated cells were analysed by Student’s t
test and any difference was considered significant at p < 0.05.
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Résumé / Summary

La Pioglitazone appartient a la famille des thiazolidinédiones et le Fénofibrate & la famille des fibrates. Ces
molécules sont, respectivement, des agonistes synthétiques du récepteur activable par les proliférateurs de
peroxysomes Y (PPARy) et PPARa, membres de la famille des récepteurs nucléaires aux hormones. Le
traitement de cellules cancéreuses humaines par ces molécules limite la croissance et peut induire leur apoptose.
Cependant, 1I’impact de ces traitements sur la survie des cellules cancéreuses est en partic di a une action
indépendante de I’activation du récepteur et met en cause la génération d'un stress oxydant.

Au cours de ces travaux, I’impact du traitement par la Pioglitazone et le Fénofibrate a été évalué sur la survie de
cellules colorectales humaines avec une focalisation sur les variations du statut redox des cellules. Dans le cadre
de ces travaux, un analogue de la Pioglitazone, la APioglitazone, qui ne permet pas I’activation de PPARy, a été
synthétisé. Concernant PPARa, nous avons utilisé un antagoniste connu, MK866. Les effets de ces molécules
ont été testés sur deux lignées cellulaires établies a partir de cancer colique, HT29 et HCT116.

Le traitement par ces molécules limite la croissance des cellules sans induire de processus apoptotique. La
production d’espéces réactives, mise en évidence, est responsable d’une diminution du contenu en glutathion
intracellulaire. Le stress oxydant généré suite au traitement par la Pioglitazone et la APioglitazone induit
I’activation de la voie de signalisation antioxydante Nrf2/Keapl et I’expression de ses genes-cibles HO-1 et
NQOL. En revanche, bien qu’il induise la production d’un stress oxydant, le Fénofibrate n’entraine aucune
activation de cette voie. De plus, ces trois composés sont responsables d’une modification du métabolisme
cellulaire en faveur de la glycolyse. En effet, elles augmentent la consommation de glucose et la production de
lactates, notamment via une augmentation de 1’expression de 1’hexokinase 2.

Parall¢lement, I’impact de dérivés 4-thiazolidinones, analogues des thiazolidinédione, synthétisés au laboratoire,
a été testé. L’effet de ces molécules a été évalué sur la survie cellulaire et le statut redox des cellules HT29.
Plusieurs composés présentent une activité antiproliférative et sont capables de générer un stress oxydant sans
activer la voie Nrf2/Keapl.

Mots clés : ligands de PPAR, dérivé de thiazolidine, stress oxydant, métabolisme, cancer du colon

Peroxisome Proliferator-activated Receptors (PPAR) are members of the nuclear receptor family. Pioglitazone
and Fenofibrate belong respectively to the thiazolidinedione and fibrate family. Pioglitazone is an agonist of
PPARYy isotype whereas Fenofibrate is an agonist of PPARa isotype. Cancer cell exposure to each ligand inhibits
cell growth and triggers apoptosis cell death. However, the effects of respective PPAR ligand on cell survival
were found to be independent of receptor activation and were associated to redox changes within the cells.

Herein, we assessed whether Pioglitazone or Fenofibrate treatment could block cell growth and alter redox status
in colorectal cells. In order to discriminate PPAR independent from PPAR dependent activation, an analogue of
Pioglitazone, A-Pioglitazone was synthesized. The molecule binds to PPARY without activating it. Furthermore,
MKS866, an antagonist of PPARa, was used and two cancer cell lines established from human colon
adenocarcinoma, HT29 and HCT116 were tested.

Cell exposure to each molecule inhibited cell growth but cells did not undergo apoptosis cell death. Cell
treatment induced the production of reactive species and the decrease of intracellular glutathione content.
Pioglitazone or A-Pioglitazone-mediated oxidative stress triggered the activation of the Nrf2/Keapl pathway as
assessed by the increases of Nrf2 target genes expression such as HO-1 and NQOI. In contrast, Fenofibrate
treatment increased reactive species production but did no activate this pathway. Moreover, cell exposure to
Pioglitazone, A-Pioglitazone or Fenofibrate modulated cell metabolism, notably by enhancing glycolysis as
assessed by glucose consumption and lactate production via the increase of hexokinase 2 expression.

In parallel, impact of 4-thiazolidinone derivatives synthesized in the laboratory was tested. These molecules are
analogues of thiazolidinedione. Effect of 4-thiazolidinone treatments was assessed to cell growth arrest and
redox changes within the HT29 cells. Several molecules have anti-proliferative effect and are able to generate
oxidative stress without Nrf2/Keap1 pathway activation.

Keywords : PPAR ligands, thiazolidine derivates, oxidative stress, metabolism, colon cancer
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