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Résumé

Evaluation biologique de I'inhibition des phosphataes CDC25 dans des
lignées d’adénocarcinomes mammaires humains

Résumeé :

Les phosphatases CDC25 sont des enzymes cléstguii@mnent dans la progression du
cycle cellulaire en régulant I'activité des kinasipendantes des cyclines (Cdk) par une
déphosphorylation trés spécifigue. Ces phosphataseg des cibles thérapeutiques
intéressantes car leur surexpression, notammemstldarancer du sein, a pu étre corrélée au
développement de résistance a certains agentaacdicux ainsi qu’'a un mauvais pronostic.
Ce projet vise a évaluer le systéme des phosplsa@B3€25 en tant que cibles intéressantes
dans le traitement du cancer du sein.

Dans un premier temps, nous avons évalué le pointobsiteur de nombreuses molécules
sur l'activité CDC25in vitro. Ces essais préliminaires nous ont conduit a nmésesser a
deux composés organosoufrés naturellement prédanssl’ail et I'oignon qui restent encore
peu étudiés a ce jour, les diallyDAS,) et dipropyl- DPS,) tétrasulfures. Ces derniers sont
capables d’inhiber, de maniére irréversible, lessphatases CDC25A et i@ vitro (Clso =
16,4+55uMet1,1+£0,1 uM poDAS, et Ckp= 16,6 £55uM et 1,4 + 0,2 uM poDPS,
vis-a-vis des activités CDC25A et C, respectivement

Dans un second temps, le potentiel anticancéregxcdmposeéPAS, et DPS, a été
confirmé sur des cellules d’adénocarcinome mammntaireain : MCF-7 et MDA-MB-231
(lignées sensibles) et Vcr-R (lignée résistanted. droissance des cellules sensibles et
résistantes est apparue significativement altéaéegs deux composés et a pu étre associée a
un blocage du cycle cellulaire en phase G2/M. @edge concorde avec I'accumulation de
pCdk1 et 2 observée aprés des traitements de abunde (6 h) des cellules MCF-7 @2AS,
et DPS,. D’autre part, ces observations sont en adéquatiea Enhibition des phosphatases
CDC25A et C observée sur les enzymes purifidestro. Par ailleurs, I'étude de l'induction
de I'apoptose dans le cas des cellules MCF-7 déé&u@plication des protéines de la famille
Bcl-2, et par conséquent de la mitochondrie danmike en place de ce processus. Nos
résultats ont également suggéré que l'activité gmoptotique des composBAS, et DPS,
est indépendante de la production d’espéces réaaixygénées.

Tous ces résultats suggérent que linhibition dessphatases CDC25A et C serait un des
mécanismes qui contribuerait a I'activité anticarade des composés organosoufrés.

Enfin, I'étude de l'impact cellulaire de linhibdn post-transcriptionnelle de CDC25A
et/ou C reste encore trop préliminaire pour poupodciser le réle de chaque isoforme dans
les cellules MCF-7. La comparaison des résultatems avec les approches d’inhibition
chimique et post-transcriptionnelle n'a pas perehs confirmer ou d'infirmer I'efficacité
inhibitrice deDAS, etDP$, vis-a-visdes deux isoformes de CDC25 ciblés dans les cgllule

Mots clés : Cancer du sein, inhibiteur de CDC25, cycle celtelaapoptose, tétrasulfures.



Abstract

Biological evaluation of the inhibition of the CDCZ% phosphatases in human
breast cancer cells

Abstract :

The CDC25 phosphatases are important regulatoeukdiryotic cell cycle progression
and play a crucial role in the activation of cyetiapendent kinases (Cdk) by
dephosphorylating the phospho-Thrl4 and phosph&5Tyesidues. CDC25s are attractive
targets in cancer therapy because their over-esipresvas reported in various types of
human malignancies, including breast cancer, arsdhis been correlated with either poor
prognosis or tumor aggressiveness. Our study ammevaluate the CDC25s as interesting
targets in breast cancer treatment.

Firts, we have investigated the inhibitory potenti& various compounds towards the
CDC25 phosphatases vitro. These preliminary screenings have reported thébitory
activity of tetrasulfides occurring naturally inrga and onion towards the human CDC25
phosphatases. DiallylDAS,) and dipropyltetrasulfidesDPS;) have emerged as interesting
irreversible inhibitors of the CDC25 isoforms A a@dn vitro (ICso = 16.4 £ 5.5 uM and 1.1
+ 0.1 uM forDAS;and 1Gp=16.6 £ 5.5 uM et 1.4 £ 0.2 uM f@PS, towards CDC25A and
C, respectively).

Then, we have investigated the anticancer propedie DAS, et DPS, on both sensitive
(MCF-7 and MDA-MB-231) and resistant (Vcr-R) humdmeast carcinoma cell lines.
Experiments performed on cultured cells have shovixad growth of both sensitive and
resistant cells was significantly decreased byehesasulfides and appeared to be associated
with a G2/M cell cycle arrest. Futhermore, thesmpounds appeared to induce accumulation
of pCdkl and 2 after short time treatment (6 h) MCF-7 cells. These results obtained in
cells are in agreement with the inhibition of CDC2&nd A observedh vitro on purified
enzyme. In addition, analysis of apoptosis inductio MCF-7 cells after treatment with
DAS, etDPS, have shown the involvement of the Bcl-2 familymiers and mitochondria
in this process. Our results also suggested th&A8, and DPS, induce the apoptotis in
MCF-7 cells without affecting reactive oxygen sgsgproduction.

Taken together, these results suggest phosphati3€25A and C as possible targets of
naturally occuring polysulfides contributing to ithenticancer properties.

Finally, we have studied the cellular impact of thest-transcriptional inhibition of
CDC25A and/or C in MCF-7 by using specific siRNAowkver, the results obtained did not
allow us to confirm or to discard the involvemerittioe inhibition of CDC25A and C by
DAS,andDPS, leading to their antiproliferative effects.

Keywords: Breast cancer, CDC25 inhibitor, cell cycle, apssptetrasulfides



Liste des abréviations

ADN : Acide DéoxyriboNucléique

APC : Anaphase Promoting Complex

ARN : Acide RiboNucléique

ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated

ATR : ATM and Rad3 related

CAK : Cdk Activating Kinase

CCCP : Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone
CDC25: Cell Division Cycle 25

Cdk : Cyclin-Dependent Kinase

Chk : Checkpoint kinase

Clso: Concentration Inhibitrice 50

CKI : Cyclin-dependent Kinase Inhibitor
C-TAK1 : CDC25C Associated Kinase 1
DAPI : 4',6-DiAmidino-2-Phénylindole

DCF : 2',7’-DiChloroFluoresceine

DMSO : DiMéthylSulfOxide

DNase: DéoxyriboNucléase

DSP: Phosphatases a Double Spécificité
DTT : DiThioThréitol

EDTA : Acide éthyléne diamine tétra acétique
EGCG : EpiGalloCatéchine-3-Gallate

ERO : Espéces réactives de I'oxygéne

GSH : Glutathion réduit

GST : Glutation-S-Transférase

H,DCF-DA : 2',7’-DiChlorodihydroFluoresceine DiAcétate
IP : lodure de Propidium

IPTG : IsoPropyl-ThioB-Galactoside

LB : Luria-Bertani

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase

Liste des abréviations

MTT : Bromure de 3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-di@hyltétrazolium ou bleu de thiazole

NES : Nuclear Export Signal

NLS : Nuclear Localisation Signal

OMF : 3-O-MéthylFluorescéine

OMF-P : 3-O-MéthylFluorescéine Phosphate

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

OSC: OrganoSulfur Compounds

PAL : Phosphatase alcaline

PARP : Poly-(ADP-ribose) polymérase

PBS: Phosphate-Buffer Saline

P-gp : GlycoProtéine P

Plk : Polo-Like Kinase

PMSF : Phénylméthylsulphonyl fluoride

pRb : protéine du Rétinoblastome

PTP : Protéines Tyrosine Phosphatase

RNase A: RiboNucléase A

RT-PCR : Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction
SDS-PAGE: Sodium Dodécyl Sulfate- PolyAcrylamide Electropdsis



Liste des abréviations

SiRNA : Small interfering RNA
UV : Ultra- Violet
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor
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Introduction

1 Le cancer

1.1 Généralités

Le cancer est une pathologie qui survient a laegetla modification d’'une seule cellule.
Cette modification peut étre provoquée par destagexogenes ou des facteurs génétiques
héréditaires. La transformation cellulaire tumoraée traduit notamment par une perte de
contrdle du cycle cellulaire, une prolifération idgdes cellules anormales et une insensibilité
a lI'apoptose. Ces transformations peuvent conduifapparition d’'une tumeur qui est un
ensemble hétérogene constitué de plusieurs popugatiellulaires possédant des phénotypes
différents. Certaines tumeurs peuvent laisser gmrages cellules tumorales qui vont envahir
d’autres organes, formant des métastases. Cellesntila principale cause des décés par

cancer.

Avec 7,9 millions de déces en 2007 (soit 13 % dentatalité mondiale), le cancer
constitue un probléeme de santé majeur dans le maf@eganisation Mondiale de la Santé
(OMS) estime que dici 2030, le nombre de décés qamcer devrait poursuivre sa
progression pour atteindre 12 millions de personbes cancers du poumon, de I'estomac, du
foie, du colon et du sein sont parmi les plus nreus.

Les estimations les plus récentes concernant derage et la mortalité des cancers en
Europe reposent sur les statistiques publiées peaarsgs organisations comme I'OMS,
'Agence Internationale de Recherche sur le Car(tRRC), le Réseau Européen des
Registres des Cancers (ENCR)... On estime a 3,2omsllle nombre de cas de cancers
diagnostiqués en Europe en 2008 et a 1,72 millemombre de morts (Ferlagt al. 2010).
Comme indiqué effigure 1, le cancer du sein demeure le cancer le plus értqchez la
femme (28,2 % des cas de cancer) et représentenggya le premier cancer en terme de

mortalité (17 % des cas de mort par cancer chigrane).
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Incidence

Autres Sein
28,2 %

Mélanome 3 %
Pancréas 3,2 %
Estomac 4 %

Ovaire 4,5 %

Colon et rectum »
Utérus Poumon 13,7 % Mortalité

9% 6,7 %

Autres Sein
32,8%

Colon et rectum
13,4 %

Mélanome 1,2 %
Poumon
Utérus 11,4 %
6,2 %

Pancréas 6,2 %
Estomac 6,3 %
Ovaire 5,5 %

Figure 1 : Estimation de I'incidence et de la mortalité dasaers chez la femme en Europe
en 2008 (adaptée de Ferlketyal. 2010)

En Europe, la France est un pays a fort taux dlemte du cancer du sein (36,7 % des
cancers féminins d’aprées Belet al. 2008). On estime qu’'une femme sur dix développera
cancer du sein au cours de sa vie. Cette incidenderégulierement depuis 1980 (+ 2,4 % en
moyenne par an) mais, a l'inverse, le taux de nit#tdécroit doucement depuis les années
2000 (- 1,3 % en moyenne par an). Cette évolutieat g’expliquer, d’une part, par les
changements de comportements et d’habitudes deevigautre part, par un meilleur
dépistage et un diagnostic plus précoce des cancers

Le cancer demeure donc un probleme majeur de gafiéque du fait de sa morbidité
élevée. Ainsi, les améliorations qui peuvent étbéenoues en matiere de mortalité vont
dépendre non seulement de la mise en place deapnoggs de prévention et de dépistage

précoce des cancers mais aussi du développemenotudesiles approches thérapeutiques.

1.2 Cancer et substances naturelles

Le cancer est une maladie chronique multifactaridtint la survenue dépend de facteurs
géneétiques, hormonaux et environnementaux. Parmai fecteurs environnementaux,

I'alimentation joue un rble essentiel et fait partes facteurs sur lesquels il est possible
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d’agir. Depuis quelgues années, la prévention @strtl un enjeu majeur dans la lutte contre
le cancer. En effet, selon une étude réalisée M3 en 2005, il serait possible de diminuer
d’environ 30 % l'incidence des cancers en évita# principaux facteurs de risque (le
tabagisme, l'obésité, la sédentarité, la consonumatl’alcool...) et en adoptant une
alimentation saine, riche en fruits et Iégumes. eplusieurs années, de nombreux travaux
ont permis de mettre en évidence le lien entredlasemmation de certains aliments et
I'existence d’activités chimiopréventives vis-a-ds cancer. Ces recherches confrontent des
données issues d’études épidémiologiques et dauxaréalisés sur des modeles cellulaires et
animaux de cancer. L'efficacité d’'une molécule dbpnéventive est évaluée par sa capacité
a interférer avec les différentes étapes de laéagenese : l'initiation, la promotion et la
progressionf{gure 2). La cancérogenese peut étre définie comme |'doisedes processus
conduisant a la formation d’'une tumeur (Surh 200®)itiation, qui est la premiére étape, est
I'acquisition par une cellule de modifications gémnées irréversibles. Lors de la promotion,
des changements épigénétiques conduisent a lépatibn anormale des cellules initiées et a
la formation de foyers prénéoplasiques. L'appanitie tumeurs dotées de pouvoir invasif se
fait lors I'étape de progression. Un grand nombeesdbstances naturelles, potentiellement
chimiopréventives, ont été isolées et font a prébebjet de nombreuses études (pour des
revues voir Aggarwal et Shishodia 2006, Staal. 2008).

e . "
PY Détoxication > : ': > Excrétion
a

Procarcinogéne
l Activation

métabolique
Détoxication

Carcinogéne

|
©

Cellule saine
Initiationl : l
@ Promotion c&b 'M’,n ooo
—
(® o
Cellule initiée Cellules Cellules néoplasiques

prénéoplasiques (tumeur)

Figure 2 : Représentation schématique des étapes de larogeoése (adaptée de Surh
2003).
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L’'une des molécules potentiellement chimiopréventikes étudiée actuellement est le
resvératrol (3, 5, 4’ trihydroxytrans-stilbéne) figure 3). Ce polyphénol est produit par une
large variété de végétaux comme les légumineubebdrbe), les arachides (cacahuete), les
fruits rouges (raisin, mdre, cassis, myrtille). N@#®ins, c’est dans la peau du raisin rouge

que la concentration @esvératrol est la plus importante.

OH
HO O \ O

OH
Figure 3: Structure duesvératrol (3, 5, 4’ trihydroxytrans-stilbene)

Le potentiel chimiopréventif duesvératrol a été mis en évidenda vivo sur différents
modeles d’induction expérimentale de tumeur par clsinogéenes. L'une des premiéres
études réalisées en 1997 a montré que I'applicébipigue deesvératrol réduisait de 98 %
I'apparition de cancer de la peau chez des soubid @pres induction par deux carcinogenes,
le DMBA (7,12-diméthylbenz[a]anthracéne) et le TRA2-O-tétradécanoylphorbol-13-
acétate) (Jangt al. 1997). Comme décrit dans la revue de Attaal. en 2007, le potentiel
chimiopréventif duresvératrol a été confirmé dans de nombreux modeles animaux de
cancers (sein, poumon, cesophage, prostate, foiergees, colon et rectum...). Par la suite, de
multiples études vitro ont permis de mieux comprendre les mécanismesiatacellulaires

de ce composé. Ainsi, il est apparu quedsvératrol est capable de prévenir linitiation
tumorale en inhibant I'activation des carcinogemésen stimulant leur élimination. Par
exemple, leresvératrol empéche [l'activation des xénobiotiques en inhibbactivité
d’enzymes de phase | du métabolisme, les cytochsd®d®&0. De plus, il induit I'expression
et/ou l'activité d’enzymes de phase Il qui intennient dans la détoxication (glutathion S-
transférase (GST, glutathion peroxydase, 'UDP-gtanyl transférase, quinone réductase...)
(Kundu et Surh 2008).

De plus, ce composé possede des propriétés aifépmtles et apoptogéniques qui, non
seulement participe a I'inhibition de la cancéragg) mais permettent également d’envisager
le resvératrol comme un agent chimiothérapeutigue (Kundu et S20088). L’'activité
antiproliférative duresvératrol a notamment été reportée sur la lignée cellulaid81
(carcinome épidermoide humain). Cet effet est apagme d’'une modulation de I'expression

de régulateurs clés du cycle cellulaire (répressies cyclines D1 et D2, des Cdk2, 4 et 6
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associée a l'augmentation d’expression de l'inbilnitde Cdk, p21) (Ahmadt al. 2001).
L'induction de l'apoptose par leesvératrol a été reportée dans de nombreuses lignées
cellulaires cancéreuses. Dans le cas des cellu&s-K(cancer du sein), celle-ci a été liée a
une activation de la voie intrinseque mitochonérigia I'induction de la libération du
cytochromec, la modulation d’expression de protéines pro-ntit@poptotiques de la famille
Bcl-2 et I'activation des caspases (Kehal. 2004). De plus, leesvératrol a montré une
activité anti-angiogénique. Les études de @hacal. et Zhanget al. ont montré que le
resveratrol diminuait I'expression du facteur angiogénique \FE(¥ascular Endothelial
Growth Facto) dans les cellules cancéreuses OVCAR-3 (ovail€l;-8 (langue) et HepG2
(foie) (Caoet al. 2004, Zhanget al. 2005).

Actuellement, des essais cliniques de phase lesonburs sur des patients sains et atteints de
cancer du colon. Le premier vise a évaluer lesteffie la prise deesvératrol chez des
patients sains. Le second permettra d'étudier BEotpde la prise deesvératrol sur
I'activation de la voie de signalisation cellulaMént, qui est activée dans 85 % des cancers

coliques (descriptifs des études disponibles sumwiinicaltrials.goy.

Un autre polyphénol naturel HGCG (épigallocatéchine-3-gallate) du thé vdigre 4),
a également montré des propriétés chimiopréventarearquables.

OH

OH

Figure 4: Structure de EGCG (épigallocatéchine-3-gallate)

Pres de 120 études ont été realisgesvo et la majorité d’entre elles a permis de confirmer
I'activité chimiopréventive du thé et de ses cdnatits sur différents modéles animaux de
cancer (poumon, cesophage, intestin, colon, peastgbe, sein...) (Jat al. 2007). Une étude
de Mimotoet al. a montré que I'administration oraleEf5CG réduisait significativement

I'apparition de cancer du poumon chez des souris d@gres induction par le cisplatine
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(Mimoto et al. 2000). Comme pour beaucoup de substances nas,réketivité anti-
cancérogene deHGCG peut s’expliquer par sa diversité d’action celhdaEn effet, ce
dernier est capable d’induire un arrét du cycledetpromouvoir I'apoptose de cellules
cancéreuses. Par exemple, le traitement de celiielesncer du sein (MCF-7 et MDA-MB-
231) et de la prostate (LNCaP et DU145) pBAGECG induit un arrét du cycle en phase G1.
Celui-ci a été associé a une diminution d’exprassies Cdk (Cdk 2, 4 et 6) et des protéines
régulatrices cyclines (cyclines D1, D2 et E) damscds du cancer de la prostate et une
augmentation des inhibiteurs de Cdk (p21 et p2% deutas du cancer du sein et p21, p27,
pl6, p1l8 dans le cancer de la prostate) (Saait 2006).

L’EGCG est également capable d’inhiber l'activation déesade signalisation impliquées
dans les processus de croissance, de survie etotiration cellulaire comme celles des
MAPK (Mitogen Activated Protein Kinasgsde NF-kB (Nuclear Factor-kappa B de
'EGFR (Epidermal Growth Factor Recepiordu VEGF...(Kharet al. 2005, Aggarwal et
Shishodia2006).

Actuellement, plusieurs essais cliniques sont amscaComme exemple, nous pouvons citer
un essai de phase Il qui vise a évaluer 'impadad@ise quotidienne de thé ver placebo
avant chirurgie chez des patients atteints de caleda vessie. Un autre permettra d’étudier
les effets a court terme de la pris&€@CG sur la progression de cancer de la prostate chez
des patients récemment diagnostiqués (descriptilss detudes disponibles sur

www.clinicaltrials.goy.

D’autres types de substances naturelles, commecdaegposés organosoufrés (OSC)
(figure 5), retrouvés notamment dans les alliacées (aiharigéchalote...), ont montré des

propriétés anti-cancérogenes.

s COOH
\)NH\Z /\/ \S/Y
s
N COOH NH,

S-allyl cystéine S-allyl mercaptocystéine
/\/ \/\ Diallyl disulfure (DAS ) /\/ \S/ \/\

Diallyl monosulfure (DAS) Diallyl trisulfure (DAS ;)

Figure 5: Exemples de structure de quelques composés againés (OSC).

L’ail est connu depuis longtemps pour ses effetséfigues pour la santé. Des études
épidémiologiques sont venues conforter l'idée adntjge la consommation d’ail pouvait
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réduire le risque d’apparition de certains canders celle de Hsingt al. qui a révélée que la
consommation d'alliacées (> 10 g/jour) réduiragngiicativement le risque d’apparition de
cancer de la prostate (Khanwnal. 2004, Hsinget al. 2002). Cette activité chimiopréventive
a largement été confirmée a partir des années p800a realisation d’études utilisant des
modéles animaux de cancers chimio-induits (foiepiesge, colon, sein, peau...) (S&tral.
2008). Schaffeet al. ont notamment montré que &allylcystéine et le diallyl disulfure
(DAS;), deux molécules actives de l'ail, réduisaienpfiarition de tumeur mammaire induite
par le N-méthyl-N-nitrosourée chez des rates (Sehat al. 1996). Des études précliniques
indiquent clairement que certains OSC jouent ua pdbtecteur contre I'induction de cancer
par des carcinogénes chimiques chez différents im®d@imaux. Les différentes données de
la littérature impliquent des mécanismes d'acti@tlutaires multiples des OSC comme
l'inactivation des carcinogénes, linduction depigptose et I'arrét du cycle cellulaire, la
modification des histones, l'inhibition de I'angeese... (Herman-Antosiewiet al. 2007,
Iciek et al. 2009, Schereet al. 2009). Comme nous l'avons décrit précédemment pour le
resveératrol, les OSC sont capables de prévenir I'initiatiomduale en inhibant I'activation
des carcinogénes et en stimulant leur éliminati@apendant, les effets observés sur la
modulation des enzymes de phase | du métabolisnteceatradictoires. En effet, Wt al.

ont montré que I'administration orale de dially (DAS,) et trisulfures DAS;) chez des rats
induisait une diminution du cytochrome P450 2E1svaigmentait parallelement les niveaux
de transcrits et de protéines des cytochromes BA30 2B1 et 2E1 (Wt al. 2002). Par
contre, l'induction d’enzymes de phase Il du mélisbme par les OSC a été clairement
reportée. Notamment, une étude de Fulaal. a montré que I'administration intrapéritonéale
de DAS; et DAS; chez le rat conduisait a une augmentation desi@stiGGST et quinone
réductase hépatiques (Fukeioal. 2004). En plus de cibler les enzymes du métabelides
xénobiotiques, les OSC peuvent moduler I'activigéticansporteurs, comme la glycoprotéine
P (P-gp), qui permettent I'expulsion des xénobiatig)de la cellule. Cette caractéristique est
particulierement intéressante pour palier a I'apioar de phénotype de résistance multiple
aux agents chimiothérapeutiques. Par exempleaienment de cellules leucémiques K562R
rendues résistantes a la vinblastine, par une dosecytotoxique de diallyl sulfureDAS)
permet d’augmenter I'activité cytotoxique de lablastine et d’autregincaalcaloides sur ces
cellules. Les auteurs ont montré qu®ksS réduisait le niveau protéique de P-gp des cellules
résistantes K562R pour atteindre celui observé thafignée non résistante K562 (Aroea

al. 2004).
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En plus d’exercer une activité chimiopréventives @SC présentent également un potentiel
thérapeutique intéressant. En effet, des effetipratifératifs, associés a une induction de la
mort cellulaire et/ou un arrét du cycle cellulamat été confirmés et les mécanismes d’action
cellulaires impliqués ont été étudiés en détaillssilignées SH-SY5Y (neuroblastome), PC-3
et DU145 (cancer de la prostate), SW480 (cancecdlon) (pour une revue récente voir
Schereret al. 2009). Ainsi, Xiaoet al. ont montré que |&AS; inhibait sélectivement la
prolifération de cellules cancéreuses humainesrdstgie (PC-3 et DU145) en induisant un
arrét du cycle cellulaire en phase G2/M sans dfelet croissance des cellules épithéliales
prostatiques PrEC (Xiaet al. 2005). De maniére intéressante, cette sélectiNdtétion a été
confirméein vivo par une étude montrant que le traitement PAS; de souris « nude »
greffées avec des cellules PC-3 n’induisait paffet®secondaires (absence de perte de poids
dans ce cas) (Xiaet al. 2006). L'étude approfondie des mécanismes celegaimpliqués
suggere que IBAS; conduit a I'hyperphosphorylation puis a la desinrcide CDC25C, un
régulateur du cycle cellulaire, dans les cellul€s3(Xiao et al. 2005). De plus, I'induction
de I'apoptose des cellules PC-3 aprés traitementepBAS; a été associé I'activation des
pro-caspases 9 et 3 ainsi qu'a une diminution désrdactions entre les protéines anti-
apoptotique Bcl-2 et pro-apototique Bax. La mis@kte du processus apoptotique a pu étre
également relié a l'activation de voies de sigmadili; ERK1/2 et INK dans les cellules PC-3
et DU145 apres traitement gaAS; (Xiao et al. 2004).

Enfin, certains OSC, comme B-allylmercaptocystéing ont montré des propriétés anti-
métastatiqguesn vivo. L'administration de ce composé a des souris xéffigps avec des
cellules PC-3 permet de réduire de 85 % la formatite métastases pulmonaires et
surrénaliennes. Ceci a été associé a une dimindédiexpression de la molécule d’adhésion
E-cadhérine dans ces cellules (Howearal. 2007).

Enfin, des études sont actuellement menées en piiesgue. Comme exemple, nous
pouvons citer un essai a venir qui vise a évalesmEnéfices potentiels de I'administration
conjointe d’ail, sous forme de complément alimewtaet de docétaxel chez des patientes

atteintes de cancer du sein (descriptif de I'étdlidponible sur www.clinicaltrials.gdv

Ces trois exemples illustrent le fait que de nomges substances naturelles (polyphénols,
terpenes, alcaloides, composés organosoufrés...jentnt retrouvées dans notre
alimentation, présentent un intérét majeur daristta contre le cancer. C’est pourquoi, leur
utilisation, en tant que chimioprotecteur ou ag#wrapeutique, a suscité un engouement

grandissant ces derniéres années.

23



Introduction
1.3 Les approches thérapeutiques

Depuis plusieurs dizaines d’années, I'arsenal dagens diagnostiques et thérapeutiques
s'est considérablement accru et a largement cagtdbréduire la mortalité liée aux cancers.
Actuellement, les principales méthodes de traiténtkn cancer sont des associations de
chirurgie, radiothérapie et/ou chimiothérapie. Gejaat, il apparait néanmoins important de
continuer a développer de nouvelles approchesgbeatgues afin d’améliorer encore la prise
en charge des centaines de types et sous-typesders référencés. Dans le cas du cancer du
sein, le traitement d’une tumeur localisée compremgbrincipe une chirurgie qui est le plus
souvent complétée par un autre traitement (nomaitenent adjuvant) en vue de prévenir
une éventuelle rechute. Ce traitement complémenfaut étre de la chimiothérapie, de la
radiothérapie, de I'hnormonothérapie ou des thérigees ciblées. Ceux-ci peuvent également
étre administrés en prétraitement afin de rédwreallle de la tumeur avant intervention

chirurgicale. Dans ce cas, on parle de traiteméatadjuvant.

Nous nous intéresserons plus particulierementcaitaiothérapie qui est 'administration
de substances chimiques cytotoxiques visant a tialeroire stopper, la multiplication
anarchique des cellules cancéreuses. Elle s’efeginéralement par administration de
cocktail de molécules selon des protocoles thétapes clairement établis. Dans le cas du
cancer du sein, les agents anticancéreux les i@gadmment utilisés sont les suivant :

- Agents altérant 'ADN : agents alkylants (cycloppbamide par exemple), agents
intercalants (la plupart des antibiotiques antittem& comme la doxorubicine et
I'épirubicine), les inhibiteurs de topoisomérasesel IlI, les intermédiaires
électrophiles...

- Poisons du fuseau mitotigue appartenant a la cldsse taxanes (paclitaxel et
docétaxel)

- Antimétabolites comme le 5-fluorouracile

- Inhibiteurs enzymatiques comme le méthotrexate agit sur la dihydrofolate
réductase

Différentes associations d’agents anticancéreui€s cici-dessus, peuvent étre utilisées
(protocoles dits FAC, FEC, AC, TAC...). Les curesitsgénéralement réparties sur plusieurs
séances espacées de quelques semaines.

Malgré son utilisation encore tres répandue, lanathérapie ne peut épargner les cellules

saines et induit donc de nombreux effets secorslaiEnsi, en parallele de ces
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chimiothérapies dites conventionnelles s’est dégatd’'usage de chimiothérapies « ciblées »
(notamment les anticorps monoclonaux) dont I'at#id'adresse aux mécanismes mémes de
'oncogene impliqué. Par exemple, I'Herceptin®, amticorps monoclonal qui agit sur les
récepteurs membranaires HER2, est indiquée dangraleement du cancer du sein
métastatique avec surexpression tumorale de cettéime (16 % des cas de cancer du sein).
Ce traitement a montré une efficacité majeure andale risque de rechute (de I'ordre de 50
%).

Depuis plusieurs dizaines d’année, de nombreuxefgaje recherche sont apparus pour
identifier de nouvelles cibles thérapeutiques etsiaimettre au point des molécules de
chimiothérapie qui pourraient contrer certainesstasces aux traitements disponibles ou étre
simplement plus efficaces. Dans cet objectif, denlm@uses protéines impliqguées dans la
régulation du cycle cellulaire sont apparues cordetecibles de choix. En effet, beaucoup de
ces régulateurs du cycle cellulaire jouent un réigportant dans le processus de
cancérogenese ainsi que dans le développement @wmkBne de résistance (Schwartz et
Shah 2005, Deep et Agarwal 2008). Des études pigeés visant a identifier des inhibiteurs
des kinases dépendantes des cyclifsgl{n Dependent-Kinasesu Cdk), des phosphatases
CDC25 (Cell Division Cycle 2bou d’autres protéines intervenant au niveau diéérents
points de contrdle, ont été menées. Actuellemartiiidation de la plupart des inhibiteurs du
cycle cellulaire identifiés reste toujours au statlessais préclinique ou clinique pour
qguelques uns (Deep and Agarwal 2008). NotammemR;dascovitine, un inhibiteur sélectif
de Cdk, est entrée en phase d’essais cliniques soaisctivité est apparue modeste et peu
sélective vis-a-vis des cellules cancéreuses. dngeaile génération d’inhibiteurs de Cdk est
actuellement en cours d’évaluation clinique et lmépe. La Silibinin, par exemple, est
passée en phase Il d’essais cliniques et son @fficast évaluée sur des patients atteints de
cancer de la prostate. Le compddg€Q-501, uninhibiteur du facteur de transcription E2F1,
est testé en phase | d’essais cliniques sur denmatteints de tumeurs solides ne répondant

pas a la chimiothérapie.
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2 Le cycle cellulaire

L’un des mécanismes fondamentaux de la cancérogersdda prolifération incontrolée
des cellules tumorales. La majorité des cellulesl'dgganisme se trouve dans un état
quiescent (phase GO0), elles ne se divisent pass Beffet de signaux mitogenes, le cycle
cellulaire est déclenché, les cellules passens$ &iomphase proliférative.

Le cycle cellulaire est I'ensemble des modificasi@u’une cellule subit entre sa formation a
partir d’'une cellule mere et le moment ou cettéutefinit de se diviser en deux cellules filles
identiques (Vermeuleat al. 2003, Meijer 2003). On distingue deux stades auscdu cycle
cellulaire €igure 6) :

- la mitose qui est la division de la cellule en deahules filles

- I'interphase qui est la période entre deux mitoses
L’interphase est en moyenne vingt fois plus longue la mitose et comprend trois phases
distinctes :

- une phase de croissance initiale (G1) pour laqualleellule posseéde une quantité

d’ADN (n)

- une phase de synthése de 'ADN (S) pendant lagleslehromosomes sont dupliqués

et la quantité d’ADN est doublée (2n)

- une phase de croissance G2 qui précede la diyisaprement dite (mitose)

Au cours de la mitose, les chromosomes dupliques répartis dans les deux cellules filles
grace au fuseau mitotique. La mitose est classignentécoupée en 5 étapes successives : la
prophase, la prométaphase, la métaphase, I'angpleagélophase puis s’achéve par la
cytodiérese. Les deux cellules filles recommenedmts un nouveau cycle en G1 ou entrent

en quiescence GO. La plupart des cellules eucarywieun cycle qui dure entre 10 et 24 h.
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Figure 6 : Le cycle de division cellulaire

Pour assurer la succession précise des différegtigzes du cycle cellulaire ainsi que
I'obtention de deux cellules filles rigoureusemat@ntiques, la cellule dispose de nhombreux
systémes de régulation hautement perfectionnéséduaation du cycle cellulaire s’effectue
principalement par I'action séquentielle de praegispécifiques, les kinases dépendantes des
cyclines (Cyclin dependent-kinases ou Cdk). Desamé&mes de surveillance s’ajoutent a
cette régulation de la succession correcte deérdiffes phases du cycle. En effet, il existe
différents points de contrble, appelés « checkpointqui permettent de s’assurer du bon

déroulement de chaque phase avant de commencagvdaie.

2.1 Larégulation du cycle cellulaire

La prolifération cellulaire nécessite I'action daufamille de protéines bien particuliere :
les Cdk. Ces kinases ne pourront étre activéesiamgnt lorsqu’elles seront associées a leurs
sous-unités régulatrices, les cyclines. Les cysls@nt des protéines qui n'ont pas d’activité
enzymatique par elles-mémes, mais c’est leur ayelsynthése/dégradation qui va permettre
la régulation de I'activité des Cdk. Ces complegekk/cycline vont jouer un réle essentiel
dans le déclenchement, le contréle et la succesmomonieuse des différentes phases du
cycle (pour des revues voir Schwartz et Shah 2Q0Hoeheggeret al. 2008). Selon les

phases, différents types d’association Cdk/cyaclmet intervenir {igure 7).
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Figure 7: Les régulateurs du cycle cellulaire (adaptée dew@di et Shah 2005 et
Hocheggeket al. 2008)

En plus de l'assemblage transitoire aux cyclin€autdes meécanismes vont permettre
I'activation ou l'inhibition des différentes Cdk aours du cycle cellulairdigure 7).

L’activité des Cdk va étre inhibée lorsque cellesseront associées a des inhibiteurs
protéiques, les CKIQyclin-dependent kinase inhibitgrsDeux familles de CKI ont été
identifiées :

- la famille INK4 (nhibitor of cyclin-dependent kinasg,4Zomposée des protéines
pl5, pl6, pl8 et p19, qui inactive les Cdk en erg@écleur liaison aux cyclines au cours de
la phase G1.

- la famille CIP/KIP Cdk inhibiting protei), regroupant les protéines p21, p27 et p57.

L’activité des CKI est dépendante de signaux ingtaextracellulaires comme, par exemple,
I'expression de p21 qui est sous le contrble dypsegseur de tumeur p53.
Un autre mécanisme de régulation de lactivité Gelk met en jeu des évenements de
phosphorylation et déphosphorylation. Ces phosphtions peuvent étre activatrice, comme
par exemple celle des résidus Thrl61l de Cdkl, ThdesCdk2 et Thrl72 de Cdk4 par les
complexes CAK Cdk activating kinasg (Lolli et Johnson 2005). Cette phosphorylation
provoque un changement conformationnel des Cdkfayarise leur liaison aux cyclines.

Méme si elle ne conduit pas directement a un caxepktif, cette phosphorylation est
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indispensable a I'activité des kinases Cdk. Au icord, la phosphorylation des résidus Thrl4
et Tyrl5 des Cdkl et 2 par les kinases Weel/Mytideid a linhibition de l'activité
enzymatique. Inversement, cette inhibition peut &vée suite a la déphosphorylation de ces

mémes résidus (Thr et Tyr) par les phosphatase26jiQure 8).

{p-Thri4
sp~Tyr1s @UEESERpTYr161
Cycline B

inactif

D

{p-Thr14 e @ Thri4 -
ip-Tyr1s QUL GBTyr161-P: Tyr1s @ROLLaEyTyr161<P;
oy ———

mm -— Cycline B

. I Weel -
inactif Myt1 actif

Figure 8: Régulation de l'activité du complexe Cdkl/cyclif®e par phosphorylation/
déphosphorylation (adaptée de Aressy et DucommaQ8)20

2.1.1 La transition GO/G1

La présence de signaux mitogenes va conduire lideeguiescente (GO) a entrer en phase
proliférative. L'intégration cellulaire de ces sayx induit la stimulation de la transcription de
certains genes dont le facteur de transcriptionyc-MPar la suite, c-Myc va activer la
transcription de génes essentiels a I'entrée esgpBd comme les cyclines D et E, CDC25 et
Cdk4.

Au cours de la phase G1, la cellule va passer parétape spécifique, le point de restriction,
désigné comme étant le moment ou la cellule n'a flesoin de stimuli mitogéenes pour
avancer dans le cyclédure 9). On considere que ce point de restriction esirdttorsque la
cellule possede suffisamment de complexes Cdk2hey8 activés. Une fois ce seuil dépassé,

la cellule va continuer irréversiblement son cygd@s pouvoir retourner en quiescence.
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Figure 9 : La transition GO/GL1 : le point de restriction

2.1.2 La progression en G1 et la transition G1/S

Au début de la phase G1 (G1 précoce), les complegléd-cycline D et Cdk6-cycline D
se forment et vont étre peu a peu activés graceaatians phosphorylantes des complexes
CAK et des phosphatases CDC25. Les complexes Chdlgétdie D activés vont alors initier
la phosphorylation de la protéine du rétinoblastgpib). Sous sa forme phosphorylée, pRb
libére les facteurs de transcription E2F/DP quitunduire I'expression des génes nécessaires
a la progression en phase S comme les cyclinesAE@tlkl, CDC25A et des enzymes de la
réplication. Une phosphorylation supplémentairgle par les complexes Cdk2/cycline E va
augmenter l'activation des facteurs transcriptidsf&2F/DP qui conduit a 'accumulation de
la protéine CDC25A. Les complexes Cdk2/cycline Htvalors phosphoryler leur propre
régulateur, CDC25A, créant ainsi une boucle d’auggdication juste avant I'entrée en phase
S. De plus, Cdk2/cycline E est capable de phospdrospn propre inhibiteur, p27, qui est
ensuite dégradé par le protéasome. Ce phénomeéngoataplification de ['activité
Cdk2/cycline E permet le déclenchement de la pBafgure 10).

2.1.3 Laphase S

La progression de la réplication de I'ADN est stasdépendance de l'activité du
complexe Cdk2/cycline A. Au début de la phase §ciglines D et E sont ubiquitinylées et
dégradées par le protéasome. Le complexe CdkZ2iey@di joue un rble important dans

I'initiation de la réplication en phosphorylantdanc en activant 'ADN polymérase. Puis, ce
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complexe va inhiber I'activité des facteurs de $@iption E2F/DP par phosphorylation afin
de mettre fin a la phase fig(re 10).

Parallelement a la duplication de son ADN, la dellibit également assurer la duplication du
centrosome au cours de la phase S. Le centrosomstitoe le centre organisateur des
microtubules qui jouera un role essentiel dansotanétion du fuseau mitotique lors de la
mitose. C’est l'activation des complexes Cdk2/ayes E-A, au niveau du centrosome, qui

induit la duplication de ce dernier.

D
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Figure 10 : Régulation de la progression en G1 et de la tiansiG1/S (adaptée de Schwartz
et Shah 2005)

2.1.4 La phase G2 et la transition G2/M

A patrtir de la fin de la phase S et jusqu’a ladmla phase G2, la cellule se prépare a
I'entrée en mitose. Au cours de cette périodectaaplexes Cdkl/cycline A sont actifs mais
leurs fonctions restent encore méconnues. De s, formation progressive des complexes
Cdk1/cycline B qui seront activés brutalement jastant I'entrée de la cellule en mitose.

La cycline B s’accumule progressivement pendantpleases S et G2, ce qui conduit a
I'accumulation progressive des complexes Cdk1l/ngcB qui restent, dans un premier temps,

sous forme inactive. Juste avant I'entrée en mit@sik1l est phosphorylée par CAK mais
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reste néanmoins inactive du fait de la présenci&/de-1 qui phosphoryle les deux acides
aminés Tyrl5 et Thrl4. Cependant, I'activation gassphatases CDC25 va permettre la
déphosphorylation des résidus Tyrl5 et Thrl4 delCHlactivation complete des complexes
Cdkl/cycline B met en jeu un mécanisme d’autoancglifon car ils sont capables d’activer
par phosphorylation leur propres activateurs, |B&C@5, ainsi que d’inhiber leur inhibiteur,
Wee-1. Ce mécanisme de rétrocontrble positif perdiebtenir rapidement un niveau
protéique important en complexes Cdkl/cycline Bfsaui déclenche I'entrée en mitose
(figure 11).

®\/ <> —. -
~ o \ <

Cakl _aed

Thrl4 P — Thrid .
ycline B ’-Tyrlf, Cak1 ud Thri4 | cyclines
Thri4 :-Tyrls cak i

sy ——

Complexes Cdkl/cycline B inactifs Complexes Cdk1/cycline B partiellement activés
; 1

ENTREE b
EN Cdkl & : Sy C—
MITOSE Cycline B Cdkl i
Cycline B

cok1 e Cokl i
Cycline B :'T . P mm

Complexes Cdkl/cycline B ]
complétement activés MECANISME D’AUTOAMPLIFICATION

' Phosphorylation activatrice

p Phosphorylation inhibitrice

Figure 11 : Activation des complexes Cdk1/Cycline B lors dérdansition G2/M.

2.1.5 La mitose

Les complexes Cdkl/cycline B, une fois activés,tvpermettre le déclenchement de
nombreux événements lors de la mitose en phos@mtrgifférentes protéines, telles que :
- Lacondensine et I'histone H1, impliqués dans lademsation des chromosomes

- Les lamines, qui permettent la désorganisationete¢loppe nucléaire
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- Les protéines associées aux microtubules (MAP), pprimettent I'assemblage du
fuseau mitotique
- Le complexe APCAnaphase Promoting Comp)eatont I'activité est nécessaire a la

dégradation de la cycline B et permet la sortiéadaitose

2.2 Les points de controle

Trois points de contrble ont été identifiés lorss dgansitions G1/S, G2/M et
métaphase/anaphase. Lorsqu’'une anomalie est dg{daidmages a I’ADN ou anomalies de
la réplication par exemple), la cellule est capalgkéice a la présence de ce « contrble
qualité », de stopper la progression du cycle attiVer des processus de réparation ou de

mort cellulaire par apoptose lorsque ces lésicagesent irréparables.

2.2.1 Le point de controle G1/S

Plusieurs voies métaboliques distinctes agissenhiaeau du point de contréle G1/S
(Figure 12) (Sancaret al. 2004). Ces mécanismes impliquent I'activation kiesses ATM
(Ataxia-Telangiectasia Mutatget ATR ATM and Rad3-Relat¢dTout d’abord, une réponse
rapide se met en place au cours de laquelle ATM/ghBsphorylent et activent les kinases
Chkl et Chk2 Checkpoint Kinage Ces dernieres vont ensuite phosphoryler et, par
conséquent, induire la protéolyse et/ou la séqaisstr cytoplasmique des phosphatases
CDC25 qui ne pourront pas activer Cdk2. De plukICét 2 induisent une augmentation de
I'activité de la kinase Wee-1, ce qui amplifie Hibition des complexes Cdk-cycline.

En paralléle, un second mécanisme retardé, p5S3dape se met en place. Le suppresseur
de tumeur p53 est un facteur de transcription mesgae de l'induction d’un grand nombre
de génes impliqués, notamment, dans l'arrét duecgellulaire ou le déclenchement de
I'apoptose. En réponse aux dommages a '’ADN, d@fié&s mécanismes vont conduire a la
stabilisation de la protéine p53 et, par conséquant’augmentation de son activité
transcriptionnelle. Par exemple, les kinases ATMRATvont pouvoir phosphoryler
directement, ou par I'intermédiaire de Chk1l eta2piotéine p53, renforcant ainsi sa stabilité.
L’'un des génes cibles de p53 est le géne codanfitbiteur de Cdk, p21. L’augmentation du
niveau protéique de p21 va contribuer a I'inhibitaes complexes Cdk/cycline et renforcer le

blocage en G1/S. P53 induit également la transenigtenzymes de réparation de '’ADN.
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La voie p38 MAPK intervient également au niveau mhint de contréle G1/S. C’est une
réponse qui se met en place rapidement car elieénessite pas de synthése protéidee

novo pour fonctionner. La kinase MAPKAP-2 est capalitejt comme Chkl et 2, de
phosphoryler et d’'induire la protéolyse des CDC25.

2.2.2 Le point de contréle G2/M

Ce point de contrdle permet a la cellule de ne gadencher la mitose tant que la
réplication n’est pas totalement et/ou correctenaehevée ou tant que des Iésions de 'ADN
sont détectées. Les mémes mécanismes que cewemdat au point de surveillance G1/S
sont impliqués figure 12). Si I'ADN est endommagé, l'activation séquengeties kinases
ATM/ATR et Chk1/2 conduit a I'inactivation des pipdgmtases CDC25, rendant impossible
I'activation des complexes Cdkl/cycline B. La vgp88 MAPK est également capable
d’induire la séquestration cytoplasmique des CDC@6B suite a leur phosphorylation par la
kinase MAPKAP-2. Enfin, le mécanisme rétardé, faismtervenir p53, va permettre

également l'inhibition des complexes Cdkl1/cycline B

Dommages & 'ADN
{

Y S G \

: ATM/ATR p3s
/
B-pS53 Chk1/2 - MAPKAPK-2

Activation
transcriptionnelle

| Protéolyse et/ou séquestration cytoplasmique des Cd c25

p. Cdk
| Cycline |

| Arrét du cycle cellulaire |

Réponse p53-dépendante
(réponse lente)

Réponse p53-indépendante (réponse rapide)

Figure 12: La réponse cellulaire aux dommages a I'ADN (aé€emle Aressy et Ducommun
2008).
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2.2.3 Le point de contrdle métaphase/anaphase

Le contréle de l'attachement correct des chromosome fuseau mitotique lors de la
métaphase est un élément indispensable au décteanhele 'anaphase. Lorsque au moins
un chromosome n’est pas correctement attaché aeadusl’activation du complexe
enzymatique APC est bloquée. Son inhibition perdeetmaintenir en place les protéines qui

empéchent la séparation des chromatides-sceursraemhde I'anaphase.

3 Les phosphatases CDC25 ( Cell Division Cycle 25)

3.1 Généralités

Les phosphatases CDC25(l Division Cycle 2bont été identifiées pour la premiere fois
en 1979 chez la levui®chizosaccharomyces pon(bantes 1979). Ensuite, ces protéines ont
éte décrites chez tous les eucaryotes, a lI'exaepties plantes. Ces phosphatases
appartiennent a la famille des phosphatases a el@pikificité (DSP) car elles sont capables
d’hydrolyser les liaisons ester phosphate au niveauésidus phosphotyrosine (pTyr) et
phosphothréonine (pThr) présents au niveau de séqaeGEQY G de leurs substrats. Les
CDC25 permettent ainsi I'activation des Cdk parhibphorylation des résidus pTyrl5 et
pThrl4d et, par conséquent, jouent un rble crucalsdla régulation de la prolifération
cellulaire (Nilsson et Hoffmann 2000).

3.2 Structure

Chez I'homme, il existe trois isoformes de CDC2®(E25A, B et C) qui sont chacune
codées par des genes présents sur des chromosaifiéesnts (3p21, 20pl3 et 5q31,
respectivement). Ces protéines sont constituéet/@ea 580 acides aminés et peuvent étre

subdivisées en deux régions bien distinctes.

Nterm { HCX.R | Cterm
Domaine régulateur

Domaine catalytique
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Le domaine régulateur se situe a I'extrémité N teahe et est constitué par des ségquences
tres divergentes entre les différentes isoforme€DE25. Cette région contient notamment
de nombreux sites de phosphorylation et d’ubigyiéition qui permettent la régulation de
I'activité protéique, le contrble du niveau intrlgkire en protéine et l'interaction avec
d’autres partenaires. Certaines séquences conssmsusependant retrouvées, qui jouent un
réle dans la localisation intracellulaire des CDE&équences de localisation nucléaire NLS
et d’export nucléaire NES). De plus, cette régiegutatrice contient de nombreux sites
d’épissage alternatif. Par conséquent, chaquerisefade CDC25 présente différents variants
d’épissagefigure 13) :

- 2 variants d’épissage pour CDC25A (Al et A2)

- 4 variants d'épissage pour CDC25B (B1 & B4) et otenqtiel 5™ variant qui n'a pas

encore était séquence

- 5 variants d’épissage pour CDC25C (C1 a Cb5)

CDC25A
{ | A
{ | A2
CDC25B |:| | - B
.' L | B2
! I —1 | B3
| I 1 | B4
— ? B | B5 2
CDC25C
— {7 — | @
—_—f{ | c2
— s
—— | ca
- | | cs

Figure 13: Les différents variants d’épissage des phospbat&DC25 (d’apres Boutres
al. 2007 [b]).

La fonction de chacun de ces variants n'a pasrenété clairement établie mais ils ont
probablement un réle a jouer dans l'activation isp@mporelle ordonnée des différents

complexes Cdk/cycline lors des différentes phasesydle cellulaire.
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Le domaine catalytique, constitué d’environ 20@asiaminés, est une région hautement
conservée (environ 70 % d’homologie) qui se sitdextrémité C terminale de la protéine.
Ce domaine contient le motif HGR, qui caractérise le site actif de toutes les phatases a
double spécificité, et au sein duquel est localiEeeystéine catalytique (Cys431 pour
CDC25A, Cys473 pour CDC25B et Cys377 pour CDC25t8pendant, la présence de ce
motif conservé est le seul point commun entre |IBECEZ5 et les autres protéines tyrosine
phosphatases (PTP) car la structure tridimensitendelleurs domaines catalytiques montrent
de nombreuses divergences. La mise en évidencetdegures cristallines des domaines
catalytigues de CDC25A et B (Fauman al. 1998, Reynoldset al. en 1999) a permis
d’identifier certaines caractéristiques remarqusble ces enzymes. Contrairement aux autres
phosphatases, les CDC25 possédent un domaine ticptalysuperficiel, peu profond qui
autorise uniguement l'acces du groupement phosphkatesubstrat sans permettre la
reconnaissance de sites spécifiques en amont @tardu site de déphosphorylation. Cette
particularité rend ainsi possible la double spéitéi des phosphatases CDC25 car elles
acceptent indifferemment des résidus pThr- et p€gmme substrat. De plus, ce domaine
catalytique est constitué de cinq feuillgtsparalleles entourés de part et d’autre par des
hélicesa. Le site catalytique, constitué du motif HEX se situe au niveau d’'une boucle
(appelée boucle P pohosphate binding-logpau sommet d’'une héliae, ce qui a pour but
de faciliter la déprotonation de la cystéine cdigiye. Au sein du motif HC3R, le résidu
arginine (R) ainsi que les cing résidus X vont ferrde multiples liaisons hydrogene avec les
atomes d’oxygene présents au niveau du groupemeogppate (-P¢) du substrat a

déphosphorylerfigure 14).

C terminale

Arg479

Glua74

Boucle P Ser476

Site actif de CDC25B
N terminale

Figure 14 : Superposition des domaines catalytigues de CDCR&AIY et CDC25B (mauvi
(A). Site actif de CDC25B en présence d’un groupersaliate. La Cys478atalytique e
présentée sous sa forme thiold&¢ (d'apres Arantes 2010 et Pasdsal. 2009).
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L’étude comparative des structures cristallinesideformes A et B de CDC25A permis
de mettre en évidence quelques différences au widealeurs domaines catalytiques et
notamment au niveau leur extrémité C terminale. @enndiqué erigure 14, une hélicen
est présente a I'extrémité C terminale de CDC25Bsatjue cette région est mal structurée
dans le cas de CDC25A. Il a été suggéré que cefigeye » C terminale permettrait la
reconnaissance et l'orientation du substrat pTp¥ZXdcycline A vers le site actif de
CDC25B. Des expériences de mutagénese dirigée entip d’'identifier plusieurs résidus
essentiels comme Arg488, Arg492 et Tyr497 (Sehal. 2004 et 2005). Les progres réalisés
sur la compréhension du mécanisme de reconnaisshnsbstrat par CDC25B a initié
I'utilisation de techniques de modélisation mol&d qui permettent de prédire la liaison
enzyme-substrat. Ce type d’approche est de plyduenfréquemment utilisé pour le design
de nouveaux ligands de CDC25B.

3.3 Mécanisme catalytique

Un mécanisme catalytique général des DSP, contéaanotif HCXR, a pu étre décrit
(figure 15d’'apres Rudolph 2007). Le groupement phosphataildstiat a déphosphoryler est
maintenu dans le site actif grace a la formatiotiadgons hydrogene avec les résidus arginine
et X du motif HCXR. Ensuite, la réaction catalytique va étre possishce a l'intervention
successive de deux résidus clés du site actifésidlu contenant un thiol non protoné et un
acide catalytique protoné. Lors de la premiere eetd@ la réaction, I'anion thiolate de la
cystéine catalytique attaque la liaison P-O du gemeent phosphate du substrat. Le départ du
substrat et la formation de l'intermédiaire phosgehayme sont facilités par la protonation de
I'oxyanion par un acide catalytique, un résidu aspe localisé dans une boucle au voisinage
du site catalytique. Lors de la seconde étape dmtalyse, I'hydrolyse de l'intermédiaire
phospho-enzyme est rendue possible par l'actiomed’'molécule d’eau, qui sert de
nucléophile, et du résidu aspartate qui agit, chiige-ci, comme base pour activer cette
molécule d’eau. Dans le cas des phosphatases CUif5ents travaux ont confirmé ce
mécanisme catalytique mais, contrairement aux sul&P, ces enzymes ne possedent pas de
boucle contenant un résidu aspartate au voisinagesi actif. L'identité de l'acide
catalytigue des CDC25 est longtemps restée incoahae n’est que récémment que Arantes

a suggére que le résidu Glu474 (pour CDC25B) poywmaer ce réle (Arantes 2008).
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Figure 15: Mécanisme catalytique général des phosphatadesitile spécificité (adapté de
Rudolph 2007).

3.4 ROles de différentes isoformes de CDC25 au cour s du

cycle cellulaire

L’existence de différentes isoformes de CDC25 p@mntdaisser penser que chacune était
capable d'activer des complexes Cdk/cycline dissina différents moments du cycle
cellulaire. En effet, pendant de nombreuses anM@éB£25A était considérée comme un
activateur précoce intervenant principalement penlis phases G1 et S, alors que CDC25B
et C n’étaient considérées actifs qu’en phases tG4. €€ependant, de récentes études ont
montré que les trois isoformes de CDC25 avaient@m a jouer au cours des transitions
G1/S, G2/M et pendant la mitodeg(ire 16 adaptée de Boutreg al. 2006).

<>
B } Cdk1

ycline A
autoamplification

A

gﬁ Cycline A
) CDC25Cg

Figure 1€: Implication des différentes isoformede CDC25 dans la régulation du cy
cellulaire (adapté de Boutres al. 2006)
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Il a été clairement établi que la progression de&G$ est principalement contrblée par
l'isoforme A des CDC25. Des expériences de suresgima de la protéine ont conduit a
'accélération de la transition en phase S, assodéune augmentation d’activité des
complexes Cdk2/cycline E (Blomberg et Hoffmann 1999 contrario, des expériences de
micro-injection d’anticorps anti-CDC25A ont indwih arrét des cellules en phase G1 (Jinno
et al. 1994). Cependant, des études réalisées en préd&RRN antisens et interférant ont
révélé que les isoformes B et C avaient aussi lenagouer a la transition G1/S (Garner-
Hamrick et Fisher 1998, Turowslkdt al. 2003). Notamment, l'activation des complexes
Cdk2/cycline A par CDC25B au cours de la phaser8ettrait la duplication du centrosome
(Boutroset al. 2007 [a]).

Au cours de la phase G2, I'activation des complexdkl-2/cycline A serait exclusivement
effectuée par la phosphatase CDC25A, comme l'aé&éggune étude récente de Timofeev
al. (Timofeev et al. 2009). Par la suite, les trois isoformes des phaisses CDC25
participeraient a l'activation des complexes Cdidlioe B lors de la transition G2/M. Au
cours de ce processus, la phosphatase CDC25Btam#abcement en amorcant I'activation
des complexes Cdkl/cycline B au niveau des centresdLindgvistet al. 2005). Cependant,
des travaux récents ont révélé I'existence de dspogentrosomaux de CDC25A (Shreeram
et al. 2008) et C (Busckt al. 2007, Bonnett al 2008) et suggerent que ces deux isoformes
interviendraient également dans l'activation pré&cdes complexes Cdkl/cycline B et lors de
la duplication des centrosomes. Par la suite,iVatibon des complexes Cdkl/cycline B par
CDC25A se poursuivrait au niveau du noyau et iraduttans le phénoméne de condensation
de la chromatine (Lindqviset al. 2005). CDC25C achéverait I'activation complete des
complexes Cdkl/cycline B dans le noyau a I'entréengose (Gabriellet al. 1997).

Enfin, les résultats d’'une étude récente de Timo#teal. ont suggére, qu’en plus d’activer
les complexes Cdkl/cycline B, les phosphatses CBC@6 B pourraient favoriser leur
formation. L'inhibition des deux phosphatases pes ARN interférents spécifiques permet
de réduire significativement la formation du nomdeecomplexes Cdkl/cycline B dans les
cellules HelLa (Timofeeet al.2010).

Il apparait donc que le role de chaque isoforme phesphatases CDC25Au cours du
cycle cellulaire est loin d’étre clairement établileur apparente redondance fonctionnelle
reste plus que jamais controversée. Des expérieleceknock-out » réalisées chez des souris
(CDC25B/" et CDC25Q") suggerent que CDC25A serait capable de remglifdiections des

trois isoformes alors qu’aucune souris CDCZ5&est apparue viable (Ferguseihal. 2005).
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3.5 Régulation

Pour assurer une activation appropriee des complexeline/Cdk au cours des
différentes phases du cycle cellulaire, I'actids phosphatases CDC25 est finement régulée
(figure 17) (Aressy et Ducommun 2008). Divers mécanismes aarnt au maintien correct
de l'activité des CDC25 :

- 'abondance cellulaire de ces protéines
- leur localisation subcellulaire
- leur état de phosphorylation

- leur état redox

3.5.1 Reégulation de I'abondance cellulaire

Au cours du cycle, I'abondance cellulaire des phatgses CDC25 est dépendante d’un
équilibre entre synthese et dégradation protéigaaiveau protéique des CDC25A et B varie
selon les phases alors que celui de CDC25C resis gtable tout au long du cycle cellulaire
normal.

CDC25A est exprimée a partir du milieu jusqu'a la fle la phase G1 suite a son
activation transcriptionnelle par les facteurs E2Fc-Myc (Galaktionowet al. 1996). Cette
synthesale novocontinue de CDC25A est contrebalancée par uneadation de la protéine
afin de maintenir un niveau constant d’activatian @dk2 pendant les phases G1 et S. Au
cours de [linterphase, la protéolyse ubiquitinedi@ante de CDC25A nécessite
lintervention du complexe SGECF. L'ubiquitinylation de CDC25A par SCEP exige la
phosphorylation préalable de certains résidus séan niveau de motifs DSG de cette
phosphatase qui va agir comme comme une signataiéotyse. Ces phosphorylations sont
effectuées sur les résidues Serl24, 178, 279, 1298r&6, 82, 88 par les protéines Chk1/2 et
une autre kinase encore inconnue (Bughal. 2004). L'identité de cette kinase a récemment
été discutée suite aux résultats de deux étuddsadarioires. En effet, Melixetiaat al. ont
proposé que NEK11 serait responsable de la phogpltion des résidus Ser79, 82 et 88 de
CDC25A alors que Honaker et Piwnica-Worms ont iifiénta caseine-kinase d (Melixetian
et al. 2009 et Honaker et Piwnica-Worms 2010).

Ensuite, a l'entrée de la mitose, CDC25A va étreosphorylée par les complexes
Cdkl/cycline B au niveau des résidus Serl8 et $erMailand et al. 2002). Ces
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phosphorylations stabilisent la protéine qui pgyécainsi au phénoméne d’amplification de
I'activité des complexes Cdkl/cycline B nécessaite déroulement de la phase M. La
disparition complete de la protéine CDC25A ne getifie qu’a la fin de la mitose apres
ubiquitinylation par le complexe APC&" (Donzelli et al. 2002). L'ubiquitinylation par
APC/C°®" ne nécessite pas la présence de modificationstiaastctionnelles de CDC25A
mais est dépendante de la présence d'un motif KEN.disparition de CDC25A est
nécessaire pour mettre un terme a la mitose carcelduit a I'inactivation des complexes
Cdk1/cyclineB.

La phosphatase CDC25B s’accumule depuis la phasgggl’a atteindre un maximum
au moment de la mitose (Gabriedit al. 1996). L'accumulation de cette phosphatase est
cruciale lors de la transition G2/M car elle pernfiactivation précoce des complexes
Cdkl/cycline B qui est suivie par la dégradatiopida de CDC25B par le protéasome aprés
la métaphase (Kieffeet al 2007). Tout comme nous I'avons décrit précédentnpenr
CDC25A, l'activation de la protéolyse de CDC25B essite une phosphorylation préalable
de la protéine qui sera effectuée, dans ce casepaomplexes Cdkl/cycline A (Baldat al.
1997). Cependant, une étude de Kanerabal. suggére qu’il existe également une voie de
dégradation de CDC25A et B indépendante de la ptorglation des motifs DSG de ces
protéines mais nécessite la présence d’'un motdrampe, nommé DDG, qui sera reconnu par
I'ubiquitine-ligase SCE"" (Kanemoriet al. 2005).

L’expression de CDC25C est également régulée auscdu cycle cellulaire pour
atteindre un maximum en phase G2 (Saehual. 1990). Le niveau protéique de cette
phosphatase reste quasi contant tout au long die @gllulaire car, contrairement aux
isoformes A et B, CDC25C est une protéine plus Istafdemi-vie de 12 h
approximativement). Ainsi, la régulation de sonidigt se fait principalement grace a des

modifications de localisation subcellulaire.

Comme nous venons de le décrire, la régulationatmmhdance cellulaire de CDC25A
joue un réle primordial dans le déroulement du eyllulaire « normal » mais également
dans le cas de la réponse cellulaire aux dommagkaDaN. Ainsi, la dégradation de
CDC25A peut étre stimulée en phase S ou G2 suila détection d’'une anomalie.
L’activation de la voie ATM/ATR-Chk1/2 conduit ahlyperphosphorylation des résidus
sérine (Serl24, 178, 279, 293 et Ser76, 82, 8&DIE25A, ce qui conduit a la dégradation
massive de la phosphatase (Busgh@l. 2004). La prolifération de cellule endommagée est

alors stoppée pour permettre la réparation de fetie déetectée. De plus, une autre voie de
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signalisation, ATM/ATR indépendante, a égalemeét miise en évidence (Bulaviet al.
2001). La détection de dommages a I’ADN induit tization de la p38 MAP kinase (p38
MAPK) qui active ensuite la kinase MAPKAP-2 qui gpboryle CDC25A au niveau des
résidus Ser76 et Serl24. Cette phosphorylation@E25A induit la protéolyse de la protéine
(figure 17). Récemment, Demidovat al ont révélé l'existence d’'un mécanisme de
régulation, p53-dépendant, qui se met en place tahdivement afin de maintenir l'arrét du
cycle cellulaire. En réponse aux dommages de I'’ARNyrotéine p53 va activer le répresseur
transcriptionnel ATF3 qui est capable d’inhiberxpeession de CDC25A (Demidow al.
2009).

De méme, il semblerait que CDC25B soit un acteypoirtant de la réponse cellulaire au
stress. Par exemple, Uchidd al. ont recemment montré que l'activation des voies de
signalisation JNK ¢-Jun NH-terminal Kinasg¢ et p38 conduisait a la dégradation de
CDC25A et B apreés traitement des cellules HeLd’paisomycine. C’est la phosphorylation
de CDC25B au niveau du résidu Serl01 par ces ldrseinduirait sa dégradation (Uchida
et al. 2009). Enfin, Lemairet al. ont mis en évidence un autre mécanisme de réguldg
CDC25B qui est indépendant de l'activation des ¥diK et p38. En effet, I'induction d’'un
stress par irradiation UV réduit le niveau protéigie CDC25B. Cette diminution n’est pas
associée a une altération de la stabilité de CDCgafls est probablement due a une
inhibition de sa traduction (Lemaiet al. 2010).

3.5.2 La localisation subcellulaire

Au cours du cycle cellulaire « normal », les ph@pbhes CDC25 vont également subir
des changements de localisation intracellulaire. iBedifications sont dues, d’'une part, a des
interactions avec le facteur de relocalisation phgemique 14-3-3, et d’autre part, a la
présence de séquences NES et NLS au niveau des 83CIEst la phosphorylation de
résidus sérine spécifigues au niveau des CDC25lgzamprotéines Chk1/2 ou C-TAK1
(CDC25-associated kinase 1) qui va conduire atdmdtion de sites de liaison a la protéine
14-3-3. Dans ces conditions, les CDC25, séquedaas le cytoplasme, sont mises hors de
contact de leurs substrats et sont, par conséguoantives (Conkliret al. 1995).

Ainsi, la phosphatase CDC25C, lorsqu’elle est phosgée au niveau de la sérine 216
par la kinase C-TAK1 , est retenue dans le cytopéaout au long de l'interphase par liaison
a la protéine 14-3-3 (Pemg al. 1998). Au début de la mitose, il y a dissociationcomplexe

43



Introduction

CDC25C/14-3-3 et translocation rapide vers le noggéce au systeme dimportation
nucléaire qui peut alors reconnaitre la séquenc&.Nhe plus, il a été montré que la
phosphorylation de la séquence NES de CDC25C bomtregalement a sa relocalisation
nucléaire (Toyoshima-Morimotet al. 2002, Bahasset al. 2004). C’est la phosphorylation
des résidus Serl191 et 198 par les kinases PIKBE{fPolo-Like Kinasg respectivement, qui
provoquerait la translocation nucléaire de CDC28@4 et al. 2005).

Concernant CDC25A, jusqu’a la publication de réeerétudes, il était admis que cette
protéine était principalement localisée au niveau rbyau. Ces études ont révélé que
CDC25A faisait constamment la navette entre le nogtle cytoplasme, ceci grace a la
présence de séquences NLS et NES (Kallsteimal. 2005). Cependant, la localisation
subcellulaire de CDC25A joue un réle primordial @tvde passage en mitose. La
phosphorylation de CDC25A (Serl78 et Thr507) pakIChontribue a sa séquestration
cytoplasmique par la protéine 14-3-3, empécharti aine entrée prématurée des cellules en
mitose (Cheret al. 2003).

La localisation subcellulaire de CDC25B au coursycle reste encore incertaine. Celle-
ci est plus difficile a déterminer du fait de lacddisation spécifique de chaque variant
d’épissage. Les transports nucléo-cytoplasmiques sae fois encore, régulés par la fixation
a la protéine 14-3-3 et par la présence de séqséiice et NES (Uchidat al. 2004).

Tous ces mécanismes, qui coordonnent la localisaitiulaire des différentes isoformes
des CDC25 au cours du cycle « normal », ont aussble a jouer lors de la réponse cellulaire
aux dommages a I’ADN. Notamment, la séquestratigtoptasmique des phosphatases
CDC25, et donc leur inactivation, pourra étre ek suite a l'activation des kinases
Chk1/2 (voie ATM/ATR) et MAPKAP-2 (réponse ATM/ATiRrdépendante). Par exemple, la
phosphorylation du résidu Ser216 de CDC25C par 2hidntribue a la création d’un site de
liaison a la protéine cytoplasmique 14-3-3 (Matsuek al. 1998, Blasinaet al. 1999). De
méme, la phosphorylation du résidu Ser323 de CDCRERIit sa séquestration dans le
cytoplasme par la protéine 14-3-3. |l semblera& qette phosphorylation puisse étre réalisée
par les kinases MAPKAP-2 (voie p38) (Mankkal. 2005) et pEg3 (Davezast al. 2002)
mais l'intervention d’autres kinases et sites degphorylation restent toujours en question
(Lemaireet al.2006).
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3.5.3 Reégulation de l'activité par phosphorylation

L’activité enzymatique des phosphatases CDC25 eaiaire régulée, positivement ou
négativement, par phosphorylatidiggre 17).

Comme nous l'avons décrit préecédemment (8 « 2.llad.phase G2 et la transition
G2/M »), I'entrée en mitose nécessite I'activatesguentielle des phosphatases CDC25B et
C par phosphorylation. Les travaux de Dutedteal. suggérent que la phosphorylation de
CDC25B par Aurora-A (Ser353), au niveau du centmgsoinitie I'activation des complexes
Cdkl/cycline B (Dutertreet al. 2004). De plus, d’'autres phosphorylations activat(des
résidues Serl86 et 187 par la kinase CK2) et itrtabi (du résidu Serl69 par pEg3) de
CDC25B participeraient a la régulation de l'activile cette phosphatase au moment de la
transition G2/M (Theis-Febvret al. 2003 et Mireyet al. 2005).

Par la suite, CDC25B et C sont activés, au nivaamaau, par leur substrat, le complexe
Cdkl/cyline B. Ainsi, il y a création d’'une bouckautoamplification qui provoque
I'activation complete des complexes Cdkl/cyclinetBnduit I'entrée en mitose (Lammet

al. 1998, Hoffmannet al. 1993). Par exemple, I'activation de CDC25C nétest
phosphorylation du résidu Ser214 qui empéche Isgtarylation de la Ser216 a proximite,
et ceci interdit ainsi la création d’'un site deafion a la protéine 14-3-3 (Bulavat al. 2003).
D’autres sites de phosphorylation ont égalemenitdaatifiés sur CDC25C et participent a
I'activation de cette protéine (Thr48, 67, 130 gont susceptibles d'étre reconnus par des
kinases telles que Cdk, MAPK, CamKz2...).

A la transition G1/S, l'activitt de CDC25A est indu grdce a un meécanisme
d’autoamplification suite a la phosphorylation dette phosphatase par le complexe
Cdk2/cycline E (Hoffmanmet al. 1994).
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Figure 17: Régulation de l'activité¢ des phosphatases CDQ2&s différents domaines
régulateurs ne sont pas représentés a I'échetiedafientifier plus clairement les principaux
sites de phosphorylation (adaptée de Aressy et omam 2008).

3.5.4 Reégulation redox de l'activité CDC25

La cystéine du site catalytique des CDC25 est patisable au mécanisme réactionnel de
I'enzyme. Comme nous I'avons décrit précédemmentpdtif HCXR, contenant la cystéine
catalytigue, est localisé au niveau d'une bouclel'extrémité d'une hélicax. Or,
I'environnement créé par I'hélice; I'arginine (R) et les liaisons peptidiques enles 5
résidus X fait que le pKa de la cystéine catalygiges CDC25 est particulierement faible (par
exemple pour CDC25B, pKa Cys473 = §$8B,3 retrouveé classiquement pour un résidu Cys).
Cette caractéristique confere a la cystéine caqalytdes CDC25 une importante réactivité et
la rend extrémement sensible a I'oxydation (pow rgvue voir Rudolph 2005). Une étude de
Sohn et Rudolph en 2003 a montré qu'il était pdesiioxyder ce résidun vitro, en

conditions pro-oxydantes, et que ceci conduisaitinee perte d’activité de I'enzyme.
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L’oxydation de la cystéine catalytique conduit ddemation d’un acide sulfénique (SQtres
instable. En présence de forte concentration en EERpPéces Réactives de I'Oxygéne), cet
acide sulfénique va subir une oxydation supplénmenf@our conduire a la formation d’un
acide sulfinique (S®) puis d'un acide sulfonique (S Ce mécanisme conduit a une
inhibition irréversible de I'activité enzymatiquiggiure 18).

Par contre, en condition faiblement oxydante, unt plisulfure intramoléculaire va se former
entre I'acide sulfénique et une cystéine voisinsein de la protéine (Cys384 pour CDC25A,
Cys426 pour CDC25B, Cys339 pour CDC25CGigure 18). Dans ces conditions, la
phosphatase peut étre réactivée car la formatiomedpont disulfure est un phénoméne
réversible. En effet, sa réduction peut étre dfieet par l'intervention du systéme
thiorédoxine/thiorédoxine réductase (TR/TRR) (SehRudolph 2003).

| Stress oxydant modéré | | Stress oxydant élevé |

C‘ys47i-8' — ERO Cys473-SO ERO » Cys473-SO,” = Cys473-SO,
7 A 1
HS-Cys426

< HS-Cys426

H,0

M EROI
1— Cys473-S-S-Cys426 ——— > Cys473-SO-S-Cys426
TR/TRR 1) |
T
Py

)‘}
(Cys473

Figure 18: Réaction d'oxydo-réduction de la cystéine cdiglhe (Cys473) de CDC25B
(d’aprés Sohn et Rudolph 2003).

Cette régulation redox de l'activité des phosphetda3DC25 semblerait aussi intervenir dans
le cas de la réponse cellulaire aux dommages aN'ADa présence d’'un pont disulfure
intramoléculaire au sein de lisoforme C des CDGQG2mtribuerait a la séquestration de
I'enzyme dans le cytoplasme par la protéine 14-@&i a pour conséquence l'arrét du cycle
cellulaire en phase M (Savitsky et Finkel 2002).
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4 CDC25 et cancer

Le cancer est une pathologie caractérisée par wtéepation anormale des cellules. En
effet, dans la plupart des cas, le processus dmdaation s’accompagne d’une altération des
principaux régulateurs du cycle cellulaire (inaativn des CKI, mutation des Cdk,
surexpression des cyclines et des CDC25 par exén@atrairement a une cellule normale,
une cellule cancéreuse est incapable d’arréteradiggpation du fait de la perte d’intégrité des
points de contrdle, ce qui conduit & une accunanatiaberrations génétiques. Ces dernieres
décennies, les avancées effectuées sur la comgiéhedes mécanismes moléculaires
régulant le cycle de division cellulaire ont cortdai considérer les régulateurs du cycle

comme des cibles privilégiées de nouveaux traitésremti-cancéreux.

4.1 Phosphatases CDC25 : cibles d’intérét danslec  ancer ?

De par leurs fonctions, les phosphatases CDC25aigpant étre des cibles de choix dans
le traitement du cancer qui est LA maladie du cydHlulaire par excellence. Comme décrit
précédemment, ces phosphatases interviennent dangglilation du cycle cellulaire en
controlant finement I'activité des Cdk. Depuis ptuss années, de nombreuses approches
visent a inhiber de maniére directe ou indirecetlvité de ces kinases. De plus, les CDC25
jouent aussi un role clé lors de la réponse céltuux dommages a ’ADN. Une inactivation
de ces phosphatases conduit a I'arrét temporaigyde cellulaire pour permettre a la cellule
de réparer son ADN ou d’entrer en apoptose. Ainge deérégulation du systeme des
phosphatases CDC25 pourrait participer a la pralifén anarchique des cellules cancéreuses.

C’est pourquoi, depuis quelgues années, le dévetoppt de nouvelles molécules
anticancéreuses ciblant les phosphatases CDC2%na ¢m essor important. Néanmoins, tout
comme les agents pharmacologiques utilisés en offigriapie, ces molécules n’agiraient pas
sélectivement sur les cellules cancéreuses papriappx cellules saines qui présentent une
prolifération rapide. Cependant, des données isdeeka bibliographie laissent penser le
contraire du fait de I'existence d'une surexpressies CDC25A et B dans de nombreux
types de cancer. Cette hypothése a été confortédepaésultats récents qui montrent que des
cellules cancéreuses, surexprimant CDC25B, sost sgusibles a I'activité d’inhibiteurs de
CDC25 (Guoet al. 2004). Or, différentes études cliniques ont ragpaqu’il existait une

surexpression des CDC25 dans de nombreux typearmers humains et que ce phénomeéne
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était fréquemment associé a une tumeur de haue giadi qu’a un mauvais pronostic vital
(Kristjansdottir et Rudolph 2004). De plus, cetleexpression a pu étre associée a la présence
d’autres marqueurs tumoraux caractéristiques. Nwoiamh, Yamashitaet al. ont mis en
évidence la corrélation existant entre le niveavélde transcrits de CDC25A et la présence
du marqueur de prolifération Ki-67 lors d’'une étudalisée sur 25 échantillons tumoraux
provenant de patients atteints de gliome (Yamasghish 2010).

Une surexpression, des isoformes A et B préféngient, a été décrite dans le cas du
cancer du sein, des ovaires, de la prostate, don@oudu colon, de I'cesophage, du pancréas,
de la téte et du cou..Figure 19 d’apres Boutrogt al. 2007 [b]). Les données présentées sur
la figure 19 tiennent compte uniquement des études au cougsieléss une surexpression du
niveau protéique des CDC25 a été rapportée. Darasldu cancer du sein, une surexpression
de I'ARNmM et de la protéine CDC25B est observéesd82@ % et 57 % des cas,
respectivement (Galaktionost al. 1995). De méme, une surexpression de CDC25A, au
niveau transcriptionnel et protéique, a été regodi#ns 52 % et 70 % des patients atteints de
cancer du sein (Cangt al. 2000). Récemment, une étude de Mehdimiwal. a suggéré une
possible valeur pronostic de CDC25A chez des patseatteintes de carcinomes mammaires
invasifs, sa surexpression étant associée a unaisapronostic vital (Mehdipowat al. 2009).

La diversité des études réalisées laisse appad#émement que CDC25A et B sont tres
souvent surexprimées dans le cancer du sein e¢moavoir un role important a jouer dans le
développement de cette pathologie.

Concernant l'isoforme C, seulement un nombre de licasé de surexpression a été
reporté dans la littérature. Par exemple, une étédente a montré qu’une surexpression de
CDC25C (dans 63 % des carcinomes de la vulve) @&aiiciée a un stade tumoral avanceé, a
la présence de métastases ganglionnaires, a uretdgatamoral important... (Wanet al.
2010).
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Figure 19: Surexpression des phosphatases CDC25 dansediffétypes de cancer humain
(adaptée de Boutret al. 2007 [b]).

A ce jour, les mécanismes impliqués dans la suessimn des CDC25 restent encore mal
compris car il est apparu qu’il n’existait pas fmeent de corrélation entre I'induction du
niveau d’ARN et de protéines. Ceci suggere queclggllation des CDC25 peut se faire a
différents niveaux : transcriptionnel, traductionee méme post-traductionnel. Par exemple,
il été montré que la transcription de CDC25A ettBitédépendante du proto-oncogéne c-
Myc. Ainsi, une activation de c-Myc conduit a unagmentation du niveau d’ARNmM
CDC25A et B, qui est associée a une induction geau protéique de ces deux phosphatases
(Galaktionovet al. 1996). D’autres phénomenes, comme une infectioalevides cellules,
peut également conduire a une augmentation du univa transcrits CDC25A et B
(Spitkovskyet al. 1996). Des modifications post-traductionnellesvest aussi influer sur le
niveau protéique de CDC25 dans les cellules cansése Loffleret al. ont montré que la
demi-vie de la phosphatase CDC25A était augmerdaés des lignées cellulaires de cancer
du sein (Loffleret al. 2003). Dans ce cas, la surexpression protéiqueDie25A serait due a
une augmentation de la stabilité de la protéineat pas a une induction du niveau de
transcrit. Récemment, il a été confirmé que laiksation de CDC25A dans les cellules
cancéreuses faisait intervenir une régulation pasiictionnelle de la protéine par
I'ubiquitine hydrolase Dub3. Dub3 est capable dioygser la queue polyubiquitinylée de
CDC25A qui est un signal pour sa dégradation pardécasome. Ainsi, une surexpression de
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Dub3 est responsable d’'un niveau élevé de CDC25% dé#férentes lignées cellulaires de
cancer du sein (BT-20, MDA-MB-435, ZR-75-1, MT3, MEMB-231...) (Perecet al. 2010).

Enfin, des travaux ont suggéré que cette surexpreskes phosphatases CDC25A et B
pourrait contribuer au phénomeéne de cancérisatgrcdllules. Cependant, il est apparu, que
méme si cette surexpression contribuait a la caatém, elle n'était pas suffisante pour
l'induire seule. En effet, des expériences réatiseevivo chez la souris ont montré qu’une
surexpression de CDC25A ou B induisait une hypeipl tissulaire sans induire de
cancérisation. Des altérations cellulaires additédles sont nécessaires au développement de
cellules tumorales (Mat al. 1999, Rayet al. 2007). Une hypothése concernant le rble des
CDC25 dans le processus de cancérisation seraingusurexpression des phosphatases
CDC25A et/ou B induirait une suractivation des cterps Cdk/cycline associés, ce qui
obligerait les cellules a progresser dans le cgelkilaire de maniére inappropriée. Ainsi, le
cycle cellulaire se poursuivrait malgré I'accumidat potentielle d’aberrations génétiques.
Bugleret al. ont conforté cette hypothese en montrant qu'udadtion modérée de CDC25B
dans les cellules cancéreuses U20S était suffigamte franchir de maniere inappropriée le
point de controle G1/S (Buglet al.2010).

4.2 Les approches thérapeutiques

L’intérét grandissant pour le développement d’agepharmacologiques ciblant les
protéines tyrosine phosphatases (PTP) n’a cess&adgentuer suite a I'identification que 42
% des PTP connues, chez 'lhomme, intervenaient tarssirvie ou la mort des cellules
cancéreuses (MacKeigaet al. 2005). Cependant, contrairement au développement
d’inhibiteurs de protéines kinases, celui des phatgses a pris d’avantage de retard car,
actuellement, aucun inhibiteur de PTP n’a encogevatidé en vue d’une utilisation clinique
(Lazo et Wipf 2008). Ceci s’explique par différemtaisons :

- Une identification et une caractérisation des Rarelives

- Un désintérét par rapport a ces protéines dontiVige a longtemps été considérée

comme inhibitrice

- La difficulté de concevoir des composés potentiediet actifs car ce sont des

molécules chargées qui ne pénétrent pas la memplasraique des cellules
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- Une similarité importante du site actif des diffétes classes de PTP, ce qui réduit la
sélectivité d’action des agents pharmacologiques

Malgré cela, le développement des connaissanceeic@ant les PTP a permis de donner un

essor considérable a la recherche de nouveauxsagleatmacologiques, et notamment ceux

ciblant les phosphatases a double spécificité CDC25

4.2.1 Le développement d’inhibiteurs de CDC25

Dans un premier temps, la stratégie thérapeuticaraigsant la plus adaptée, fut le
développement d’inhibiteurs agissant directementigeau du site catalytique de I'enzyme.
Depuis 1994, date a laquelle le premier inhibiteaturel des CDC25 a été identifié, de
nombreux laboratoires se sont lancés dans la reoh@le nouveaux et puissants inhibiteurs
de CDC25. Les différents inhibiteurs qui ont éténitifiés au cours de ces derniéres années
seront décrits plus en détail dans la section Irtibiteurs des phosphatases CDC25 ». Une
interrogation persiste concernant la spécificitdction des inhibiteurs de CDC25 : faut-il
cibler une ou plusieurs isoformes de CDC25 ? Il ldenait que privilégier une inhibition
globale de [lactivité des CDC25 permettrait d’éwittoute redondance fonctionnelle
eventuelle qui pourrait exister entre les difféesnsoformes.

Une limite a cette stratégie d’inhibition directesdCDC25 est néanmoins apparue. En effet,
les phosphatases CDC25 sont des protéines possédardemi-vie courte, ce qui laisse
supposer que l'action d’agent pharmacologique wssade l'activité enzymatique pourrait
étre rapidement réversée a cause du turn-overegajgd’enzyme (Ducruet et Lazo 2003).
Cependant, il a été observé dans de nombreux nsodélen redémarrage inapproprié ou
partiel du cycle cellulaire pouvait tout de mémadaire les cellules a entrer en apoptose.

4.2.2 Les activateurs de CDC25

Un autre type d’approche, l'activation des CDC2%galement été envisage suite a la
mise en évidence du réle primordial des phosphat@®C25 lors de la réponse cellulaire aux
dommages a ’ADN. Notamment, suite & un arrét dilecgellulaire en G2/M, 'augmentation
d’expression de CDC25B semble cruciale lors du medéage apres réparation des
dommages de ’'ADN (Van Vugtt al. 2005, Bansal et Lazo 2007). En 2008, Are=tsyl. ont

montré gu’une faible induction du niveau de CDCZ&Bmettait d’abolir le point de contréle
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G2/M et de sensibiliser les cellules a Il'action g#ats génotoxiques et de radiations
ionisantes (Aressgt al. 2008). Ainsi, en dépit de la présence de dommagésDN, une
induction de CDC25B forcerait la cellule a entrarmitose, conduisant & une accumulation
d’anomalies génétiques qui favoriserait la mortlalecellule par apoptose. Cette stratégie
thérapeutique n'a de sens que si l'activateur deCEZAB est associé a un traitement
susceptible de provoquer des dommages a I'ADN dtiothérapie ou la chimiothérapie
utilisant des molécules clastogenes par exemplguelement, aucune molécule permettant
I'activation directe des phosphatases CDC25 n'arépdrtée. Cependant, une incertitude
persiste quant a I'efficacité d’un tel type d’apghne thérapeutique. En effet, si cette stratégie
ne mene pas a la mort des cellules cancéreusep@piose, ces derniéres pourraient acquérir

d’avantage d’aberrations génétiques qui risquetraiemendre le cancer plus agressif.

5 Les inhibiteurs des phosphatases CDC25

A ce jour, différentes classes d’inhibiteurs de @BCont été répertoriees dans la
littérature (pour des revues récentes voir Con@alceraet al. 2007, Brezalet al. 2008 et
Lavecchiaet al. 2008, 2009 et 2010). Parmi ceux-ci, il existe c@Rposés :

- d’'origine naturelle qui présentent, généralementpotentiel inhibiteur modeste ggte
I'ordre du uM) ainsi qu’une faible sélectivité

- de synthese qui dérivent pour la plupart d’int@brs naturels connus et dont la structure

a été modifiée afin améliorer I'activité inhibiteic

5.1 Les produits naturels

En 1994, les premiers inhibiteurs des phosphat@fs325 ont été mis en évidence par
Horiguchi et al. Ces composés, nommdsacins, sont des alcaloides naturels qui ont été
isolés de culture de bactéridscardia sp.Notamment, lesinacins AletB1 (figure 20) sont
apparues comme des inhibiteurs non compétitifaginbsphatase CDC25B (Horiguehial.
1994).
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Dnacin Al Dnacin B1

Figure 20: Structures des dnacins Al et B1

Par la suite, dés 1996, la recherche d’inhibitedesCDC25 va s’accélérer apres la
découverte de nouveaux inhibiteurs naturelsdyaidiolide (figure 21) et ses dérivés
(Gunasekerat al. 1996). Ces derniers vont étre les premiers indilp# de CDC25 dont
I'activité va étre étudiée avec attention. dysidiolide est une molécule qui est retrouvée en
faible quantité dans une espéece d’éponge de Dysidea etherigqui vit a une trentaine de
metre de profondeur dans les eaux des Caraibesor@gosé a été présenté, dans un premier
temps, comme un inhibiteur relativement spécifiqgde CDC25A (Clp de 9,4 uM)
(Gunasekerat al. 1996). Cependant, ce potentiel inhibiteur va &treis en question suite a
la synthesele novode la molécule indiquant que le composé pur nggoité qu’une G§ > 50
UM pour CDC25A (Blancharcet al. 1999). Malgré cela, il a été admis que l'activité
inhibitrice de ladysidiolide est due a la présence du groupenyemydroxybuténolide, qui
mimerait le groupement phosphate, et a une régyamnophobe, représentée par la chaine
latérale associée au motif octahydronaphtaléne,squiierait a une poche hydrophobe au
niveau de I'enzyme. Sur la base de cette structies, analogues ddysidiolide et de
vitamine D3 (figure 21) ont été synthétisés et évalués comme inhibitegr ghosphatases
CDC25 (Dodcet al. 2000, Takahastat al. 2000, Shimazawat al. 2004a-b). En 2000, Dodo
et al, ont synthétisé un composéofmposé 3bprésenté edigure 21) capable d’inhiber
CDC25An vitro (Clsp = 7,7 uM) et d’induire un arrét en phase G1 dékiles HL-60 en
culture. D’autres de ces composés se sont réveksl€ puissants inhibiteurs des isoformes
A et B in vitro comme lecomposé 5b(Clsp = 0,44 uM et 1,9 uM pour CDC25A et B,
respectivement)figure 21). Cependant, aucune étude concernant les effiigages de ce
composé n'a été réalisée a ce jour (Shimazstveh 2004a).
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Figure 21 : Structures de la dysidiolide et ses dél

Par la suite, de nombreuses molécules biologiqueawives ont pu étre isolées a partir
d’autres organismes marins. En effet, plusieursp&guont pu extraire et isoler des composés
capables d’inhiber les phosphatases CDC25 a mhatdtiverses especes d’éponges marines.
Des 1997, lasulfircine (figure 22), un sesquiterpene sulfate isolé d'une éponge edueg
Ircinia, a été identifié comme inhibiteur de CDC2BAvitro (Clso = 7,8 uM) (Cebulaet al.
1997). En 2001, Loukacet al. ont isolé et purifié un autre sesquiterpéne sailfat
(coscinosulfate présenté erfigure 22) d'une espéce d’éponge de Nouvelle Calédonie,
Coscinoderma matthewdine inhibition de I'activité CDC25A a été rep@tfCko = 3 M)
mais aucune activité antiproliférative n'a pu étnese en évidence lors de traitements de
cellules Jurkat (lymphoblastes T leucémiques) et B0 (cellules épithéliales mammaires
saines) par 20 uM dmscinosulfate

Un autre composé naturelatiociaquinone B (figure 22), isolé de I'éponge marine
Xestospongiaa été identifié comme étant un inhibiteur puissEnCDC25Bin vitro (Clsg =

70 nM). Ce composé, contenant un motif naphtoguenauyiraient par oxydation de la

55



Introduction

cystéine catalytique de I'enzyme (Cab al. 2005). Des expériences complémentaires,
utilisant des analogues synthétiqueaddiciaquinone B ont permis d’affiner le mécanisme
d’action de ce composé. Il semblerait que le grongrd tricyclique benzofuranone jouerait
un role primordial dans le positionnement de laéduoole pour permettre I'oxydation de la
cystéine catalytique de CDC25B (Cao et al. 2009).

Des polyprenyl-hydroquinones (figure 22) ont été extraits et isolés de trois espéces
d’éponges de Méditerrané8gongia officinalisircinia spinulosaet Ircinia muscarun lls
ont été identifiés comme inhibiteurs de CDC28Avitro (Clso de I'ordre du micromolaire) et
agiraient en se liant de fagcon covalent au groupéntigiol de la cystéine catalytique
(Erdogan-Orhaet al. 2004).

Plus récemment, I'équipe de Lazo (Université desBuirgh, MA, USA) a mis en évidence
quatre nouveaux inhibiteurs de CDC25 appelEmulibugulones (figure 22). Ces
caulibugulones (A-D) sont des quinones retrouvées, a I'état natureis dan bryozoaire
marin, Caulibugula intermigWipf et al. 2004). L'inhibition des 3 isoformes de CDC25 {(Cl
= 1,51 - 19,1 uMn vitro) a pu étre corrélée a un arrét de croissance alkdes tumorales.
Le mécanisme d’action cellulaire de d¢aulibugulone A a été étudié plus en détail. Ce
composé inactive directement I'activité enzymatiguae oxydation, ERO dépendante, de la
cystéine catalytique. Parallelement a cela, un i@éeux mécanisme se met en place, la
caulibugulone A active la voie p38 MAPK qui va induire la dégradatde CDC25A
(Brissonet al. 2007).
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Figure 22: Inhibiteurs de CDC25 isolés d’organismes marins

5.2 Les composés de synthese

5.2.1 Les quinones

Parmi les plus puissants inhibiteurs des phospbat&3DC25 identifiés a ce jour,
beaucoup d’entre eux appartiennent a la familleqi@sones. Ces composeés, trés réactifs du
fait de la présence de la fonction quinone, quispde des propriétés électrophile et redox,
exerceraient leur action en oxydant de maniérevérstble de la cystéine catalytique des
CDC25. Cependant, tous les composés quinonique®mtepas de puissants inhibiteurs de
CDC25 car la fraction non quinonique de la molégoie également un réle primordial dans
I'activité de ces composeés. En effet, cette deenparmet la création de diverses interactions
de type polaire, électrostatique, hydrophobe aemzyme et favorise le positionnement de la
portion active de la molécule au voisinage de Eépe catalytique.

L'utilisation des composés quinoniques dans leeakline thérapeutique ciblée reste tout de
méme controversée du fait d’'un manque de séleett/action. En effet, les quinones sont

connues pour leur capacité a produire des espé&mdivies de I'oxygene (ERO) qui

pourraient induire une cytotoxicité au niveau diutes saines.
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5.2.1.1Les para-quinones

Le point de départ de la synthése de nombreuxitelils quinoniques de CDC25 a été la
découverte, en 1993, d'un inhibiteur naturel deosiyre phosphatases, laénadione
(vitamine K3) (Juan et Wu 1993)figure 23). En 1997, Hamet al. ont montré que la
ménadionese liait directement au domaine catalytique de BXC provoquant un arrét de
la prolifération puis I'apoptose des cellules Sifdarcinome cervical humain) (Wu et Sun
1999). Par la suite, des dérivés de ménadionemnt été synthétisés dans le but d’améliorer
leurs activités inhibitrices vis-a-vis des CDC2%r RRxemple, un inhibiteur compétitif et
sélectif des CDC25 été synthétisé camposé 5(dérivé thioalkylé denénadiong (figure
23). Celui-ci est capable d’inhiber la prolifératiale cellules d’hépatome de rat (JM-fh)
vitro et in vivo (Kar et al. 2003). De maniere surprenante, un inhibiteur pr&se une
structure trés proche diomposé 5a été identifié par I'équipe de Lazo suite au esgireg de
10 070 composés provenant de la chimiothéque du (N@tional Cancer Institute). Le
composeéNSC95397 (figure 23) est un puissant inhibiteur sélectif et irrévesildes
phosphatases CDC25 vitro (Clsop = 22 £ 6 nM, 125 + 36 nM et 57 + 18 nM vis-a-viesd
isoformes A, B et C, respectivement). Son actiaitéiproliférative a notamment été montré
sur la lignée d’adénocarcinome mammaire humain MGEd = 7 M) et a pu étre associé
a un arrét du cycle cellulaire en phase G2/M. lés@nce des deux groupements thio-éthanol
au sein de la molécule semble jouer un réle primbihr leurs modifications contribuent a
réduire significativement I'activité inhibitrice dcomposé (Lazet al. 2002).

L’intérét pour lecomposé 5etNSC95397a été confirmé par la suite car différents analegue
ont été synthétisés dans I'objective de réduirtokicité due a la production d’ERO. Ainsi,
I'incorporation d’atomes de fluor, tres électroniifgadans le composSC95397(nommé
F-NSC95397enfigure 23) a permis de conserver les propriétés inhibitridmsette molécule
tout en réduisant sa capacité a produire des ER(K @ al. 2007). De méme, pour le
composeé 5Kar et al. ont montré que le dérivé fluoré de ce dernfec@mposé Sprésenté en
figure 23) inhibe I'activité des phosphatases CDC254&10,8 uM et 1 uM pour CDC25A
et Bin vitro, respectivement). L'inhibition de ces phosphataségalement été reportée dans
la lignée d’hépatomes Hep3B et a été associee diomeution de la prolifération cellulaire
en présence de-composeé 5De plus, leF-composé Snhibe sélectivement la prolifération
des cellules cancéreuses (Hep3B) par rapport spatd@&ytes sains, contrairement a ce qui est
observé pour leomposé 5non fluoré. L'étude du niveau de stress oxydamsdas cellules

Hep3B a montré que omposé Sconduit a la génération d’environ trois plus deCEgue le
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F-composé 5(Kar et al. 2006 [c]). Enfin, I'intérét pour de tels compos@&ste toujours
d’actualité car récemment l'activité antiprolifévat de nouveaux de dérivés N-substitués du
F-composé 5a été étudiee (Zakharow al. 2010). Comme lé--composé 5 ces derniers
affectent sélectivement la croissance des celkcd@séreuses par rapport aux cellules saines
(par exemple pour le composé 2 de la publicatiamigine, Cko = 2,2 uM et 1,3 pour les
cellules cancéreuses RPMI 8226 (myélome) et MCEahder du seinys 20 uM pour la
lignée de fibroblaste murin LMTK)

L’équipe de Lazo a également mis en évidence unie s quinolinediones comme
inhibiteurs de CDC25n vitro. Le composé le plus intéressant de cette sRIS€663284
(figure 23), s’est avéré étre un inhibiteur irréversible guerce son activité en fonction du
temps (Cdp = 210 = 80 nM pour CDC25B2) (Lazt al. 2001). Plus récemment, un nouvel
inhibiteur apparenté, exercant une activité simélaiu compos&SC663284 a été mis en
évidence :JUN-1111 (figure 23). L'action de ces deux composés s’exercerait par u
meécanisme redox d’inactivation de I'enzyme. Towthdird, le potentiel inhibiteur de ces deux
composes apparait diminué en présence d’agenttedoiuel que le glutathion (GSH). De
plus, des analyses, réalisées en spectrométrieadsemont permis d’identifier la présence de
résidu cystéine oxydé, en acide sulfonique Cys-S@u niveau du site catalytique de
'enzyme. Enfin, des traitements de cellules ertucal parNSC663284et JUN-1111 ont
conduit a la production d'ERO dans les cellulesut€e ces données suggéerent que les
composéNSC663284et JUN-1111 inhibent les phosphatases CDC@a une oxydation
irréversible de leur cystéine catalytique (Brisgbral. 2005). Des analyses complémentaires,
réalisées sur le compodNSC663284 ont montré que ce dernier était capable d’inhiaer
prolifération des cellules MCF-t vitro (Lazo et al. 2001). Le traitement de cellules
synchronisées conduit a un arrét du cycle celkilam G1 et G2/M, qui est associé a une
inhibition de la phosphorylation des Cdk dans leButes (Puet al. 2002). En 2007, des
études, visant a évaluer la toxicité, I'efficacd@titumorale et la pharmacocinétique du
composeéNSC663284in vivo, ont étéréalisées. Les résultats obtenus montrent qu’une
administrationi.v. (5 mg/Kg) deNSC663284induit une faible inhibition de la croissance de
cellules humaines de cancer du colon (HT-29) gesfighez des souris SCID. Il apparait que
ce composé est rapidement métabolisé et élimind’aldganisme, par conjugaison au
glutathion (Gucet al.2007).

59



Introduction

La collaboration entre les équipes de Ducommun (&fsité Paul Sabatier, Toulouse,
France) et Prévost (IPSEN, Les Ulis, France) aedgaht largement participé a la mise en
évidence de nouveaux inhibiteurs de CDC25.

Tout d’abord, le compodBN82685(figure 23) a été identifié comme un inhibiteur sélectif et
irréeversible des phosphatases CDdga5vitro (Clsp = 250, 250 et 170 nM vis-a-vis de
CDC25A, B et C respectivement). Des études defpration cellulaire ont montré que ce
composeé possedait, non seulement, une activitgrahférative sur de nombreuses lignées de
cellules cancéreuses en culture (DU-145, MIA PaCazD58...) mais aussn Vvivo sur des
tumeurs humaines xénogreffées (Breetkl. 2005). Ces études, réaliséewivo, ont montré
gue leBN82685¢était capable d’inhiber la croissance de tumeu MaCa-2 chez des souris
nude xénogreffées aprés administration orale duposé Plus récemment, des études
d’association avec le paclitaxel ont confirmé fedcité du composé a faible dose sur des
cellules de cancer du colon en culture (Cazeted. 2007). Ces résultats renforcent l'intérét
d’associer les inhibiteurs de CDC25 a des agent®taiques utilisés de maniére
conventionnelle en chimiothérapie.

D’autre part, Bruret al. ont reporté en 2005 le potentiel inhibiteur dawsr naphtoquinones
inédits contenant un groupement carboxylate capddbletagir avec deux résidus arginine de
CDC25B (R482 et R544) qui interviennent dans lameaissance du substrat {4 1,8-10,5
UM pour la plupart des composeés testés). L'étude aféets cellulaires de l'un de ces
composésdomposé ldans la publication d'origine, présenté fegure 23) a suggéré que
I'altération de la croissance des cellules HelLasiagque I'induction de I'apoptose étaient
associées a l'inhibition de I'activité CDC25B ddes cellules (Bruret al. 2005). Sur la base
de ces résultats, la synthése d’'une nouvelle dérdérivés naphtoquinone et quinolinedione,
contenant un groupement carboxylate ou malonatex&dmité d’'une chaine aliphatique, a
été envisagé de maniere a favoriser les interactiemzyme-inhibiteur. Cependant, les
modifications chimiques apportées n’ont pas pedtaagmenter significativement le pouvoir
inhibiteur de ces composés (Braetcal. 2008).
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Figure 23: Inhibiteurs des phosphatases CDC25 de strupfang@quinoniques

5.2.1.2 Les ortho-quinones

En plus des nombreuses para-quinones identifi@sscamposés présentant une structure
ortho-quinoniques ont également été reportés comhilgiteur des phosphatases CDC25.

Certains composés ont été identifiés suite a deklages effectués dans des
chimiothéques. Tout d’abord, un criblage silico est effectué qui va permettre de
sélectionner des molécules susceptibles de réaggrla protéine cible. Ensuite, I'activité des
composes, potentiellement inhibiteurs, est évalnéétro en présence de I'enzyme purifiée.
Une série de naphtofuranediones a pu étre isopetét des 10 000 molécules provenant de
la chimiotheque PRIME de Chembridge (San Diego, .CParmi cette nouvelle classe
d’inhibiteurs compétitifs et réversibles, le com@&459131(figure 24) a été choisi pour des
investigations plus pousseées suite aux résultaenokin vitro (Clsp = 5, 10 et 9 uM vis-a-vis
de CDC25A, B et C, respectivement) (Brisstnal. 2004). Il est apparu étre un des rares

inhibiteurs compétitifs de CDC25 présentant unéviéétantiproliférative sur des lignées de
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cellules cancéreuses l= 6,5 et 1,2 uM vis-a-vis des lignées P@3MDA-MB-435,
respectivement).

Une autre série de composés, possédant égalenmestrunture naphtofuranedione, a été
étudiée par un groupe de chercheurs chinois. gitstianalogues de cryptotanshinone, un
composé naturellement présent dans le rhizome dilerge utilisée en médecine chinoise
traditionnelle, Salvia miltiorrhiza Les composéd8 et 26 (figure 24) ont été identifiés
comme des inhibiteurs de CDC2&Bvitro (Clsp = 5 et 3 uM, respectivement) et ont montré
une activité cytotoxique sur des cellules A-549cdacer du poumon (6l= 4 et 2 uM,
respectivement) (Huangt al. 2005). Récemment, deux autres composes, posséddant
substitutions sur le cycle furane, ont montré unisgante activité inhibitrice de CDC25A et
B in vitro (Clsp de 0,48 a 1,1 uM pour les compogist 8 (figure 24), respectivement)
(Huang et al. 2009). Enfin, en 2009, ce méme groupe s’est ias€rede plus prés au
mécanisme d’action cellulaire d’'un nouvel inhibiteartho-quinonique de CDC25, le
composéLGHO00031 (figure 24). Cet inhibiteur de CDC25A et B est capable diaitda
prolifération de différentes lignées cellulaires@@reuses en induisant un arrét du cycle en
phase G2/M. Cette activité antiproliférative a élgirement associée a une inhibition des
CDC25 cellulaires par un mécanisme ERO-dépendédmut al. 2009).
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Figure 24 : Inhibiteurs des phosphatases CDC25 de struottine-quinoniques
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5.2.1.3Composé bis-quinonique

Récemment, les équipes de Ducommun et Prévostdentifié un nouvel et puissant
inhibiteur de CDC25 IRC-083864 (figure 25), un composé bis-quinonique (Brezekal.
2009). Ce dernier inhibe de maniére sélectiverigis tsoformes de CDC2in vitro (Clso =
23, 26 et 23 nM vis-a-vis de CDC25A, B2 et C, respement). De plus, ce composé est
capable d’inhiber la prolifération de hombreusdtutes cancéreuses, parmi lesquelles MIA
PaCa-2 (pancréas), LNCaP (prostate), MCF-7 (s&id2658 (peau) sont les plus sensibles
(Clsp de 7 a 25 nM respectivement). De maniére inténgéssaette activité antiproliférative a
eégalement été reportée sur différentes lignéeelidas cancéreuses résistantes a des agents
cytotoxiques utilisés en chimiothérapie conventellen comme la daunorubicine, la
doxorubicine et le cisplatine. Enfin, I'activité domposdRC-083864s’exerce égalemeimn
vivo. En effet, une administration orale ou intraveseue ce composé permet de réduire
significativement la croissance de tumeurs humadleepancréas et de prostate établies chez
la souris «nude ». Ces résultats laissent envisage avenir prometteur pour le

développement de cet inhibiteur de CDC25 en esfnigues.
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Figure 25: Structure du compo$BRC-083864 un inhibiteur bis-quinonique de CDC25

5.2.2 Les composés non-quinoniques

L'utilisation de dérivés non quinoniques, en tantirthibiteur potentiel des CDC25, a
également été envisagée. En effet, bien qu'étastpdissants inhibiteurs de CDC25, les
quinones posseédent des propriétés redox qui fardrila génération de stress oxydant
susceptible d’'induire une toxicité cellulaire géiliee. Afin d’augmenter la sélectivité
d’action, des inhibiteurs potentiels de CDC25 nomgniques ont été synthétisés. Pour cela,

deux stratégies majeures ont été envisagées :
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- mimer le groupement phosphate, présent sur Istsibnaturel des CDC25, en
incorporant dans les composés des fonctions réactie type acide carboxyliqug;
hydroxybutenolides ou acide oxoacétique

- inactiver la cystéine catalytique des CDC25 paéaction avec des composeés

électrophiles

5.2.2.1Les composés mimant le groupement phosphate

Le premier inhibiteur de CDC25 identifié comme mithke groupement phosphate a été
la dysidiolide. Comme nous l'avons décrit précédemment, ce coénpossede une partie
hydrophile, qui mimerait le phosphate, et une paniidrophobe qui permettrait 'ancrage du
composé dans une région hydrophobe de I'enzymelaSoaise de ce modéle structurel, des
composeés, a la fois hydrophile et hydrophobe, tinsgnthétisés.

Une série de composeés dérivés de stéroide a éigeévaar Balrleet al. en 2004. Le
composél3 (figure 26), qui est la molécule la plus active de cettees@@iko = 3,4 UM vis-a-
vis de CDC25B), serait capable d’entrer en compétiavec le substrat et se lierait a
I'enzyme au niveau du site de liaison du groupemansphate.

Le composéKR61170 (figure 26) a également été reporté comme un inhibiteur de
CDC25 dont le groupe fonctionnel oxoacétate serapable de mimer le groupement
phosphate KR61170 inhibe les isoformes A et B de CDC25 {£E 1,5 et 0,17 uM,
respectivement) mais est peu sélectif du fait de activité inhibitrice vis-a-vis d’autres
phosphatases comme PTP-1B, CD45 (Chetal. 2004).

Sur la base d’analogie structurale avedyaidiolide, une série de dérivés d’anhydride
maléique a été synthétisée au sein de notre lali@agt le potentiel inhibiteur de ces
composes a été évalurevitro en présence d’enzymes purifiées. Parmi ceukesicomposes
possédant la chaine hydrophobe la plus longue (osésfti et 1j présentés efigure 26) ont
été identifiés comme les inhibiteurs les plus mnss (Braultet al. 2007). Dés 24 h de
traitement, ces composés induisent un blocage eG1Gdes cellules d’adénocarcinome
mammaire MCF-7, qui est suivi par une entrée ddlslles en apoptose apres 48 h de
traitement (Brault et Bagrel 2007).

De méme, en 2009, une équipe japonaise a syntlu&tiséuvelles molécules amphiphiles
dérivées N-alkylés d’acide acétique oxindolylidéfigure 26) qui présentent des analogies

structurales avec ldysidiolide (Shimazawaet al. 2008). Tout comme ce qui a été décrit par
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notre équipe, le potentiel inhibiteur de ces cordpasugmente avec la longueur de la chaine

carbonée (Gh cocasade 2-100 uM pour une chaine carbonge@).

o Ph

/ 1y,

L, H
T
o]

Composé 13
(dérivé de stéroide)

KR61170

R R
\ \
R N N

| o (¢} (e}

HOOC | |
o OH HO

Composés 1li et 1j
(0] o

(dérivés d’anhydride maléique)
1i, R = CH(CH,) 44 Dérivés N-alkylés d’acide acétique oxindolylidene
1j, R = CH,(CH,);CH=CH(CH,), R=CH,,.,avecn=6 a 16

Figure 26: Inhibiteurs des phosphatases CDC25 mimant lepgnment phosphate

5.2.2.2 Les inhibiteurs électrophiles

Les composés électrophiles sont des moléculeséagsives qui ont pour caractéristique
d’étre déficients en électron et qui sont donc spsbles de réagir avec la cystéine
catalytique des phosphatases CDC25.

En 2006, Karet al. ont synthétisé un dérivé sulfone de la vitamine K3composéi32
(Kar et al. 2006a). Ce composd32 (figure 27), en se liant probablement a la cystéine
catalytique des CDC25, induit I'apoptose des ceHiuHep3B et PLC/PRF5 (lignées
cellulaires d’hépatome humain) par un mécanismépgaddant de la génération de ERG;{CI
= 2 et 2,5 uM, respectivement). De facon intéressare composé agit sélectivement sur les
cellules cancéreuses par rapport aux cellules saine

Le composéBN82002 (figure 27), une amine tertiaire, est un inhibiteur séleetif
irréversible des phosphatases CDC255{Gi 2,4 uM, 3,9 pM et 54 pM vis-a-vis de
CDC25A, B2 et C, respectivement) (Brezek al. 2004). Celui-ci n’est pas un composé
électrophile a proprement parler mais la richesseélectrons du noyau phénol fait que
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I'amine benzylique peut étre éliminée par protamatt conduit a la formation d’'un composé
électrophile de type accepteur de Michael. En grison activité inhibitricen vitro (Clsp de
'ordre du uM), le compos8N82002 affecte la prolifération de divers lignées de ueb
cancéreuses et réduit la croissance de tumeurs imesnxénogreffées chez la souris
« nude » (xénogreffes de cellules MIA PaCa-2 pangde). Ce composé, qui a été mis en
évidence par I'équipe du professeur Ducommun, esielement commercialisé par Sigma-
Aldrich a des fins de recherche uniquement.

Enfin, le potentiel inhibiteur d’une série de désvmaléimides a été évalué car ce sont
d’excellents candidats pour effectuer des réactidasthiolation. Parmi les inhibiteurs
potentiels testés, le compo$&V-20 (figure 27) a été identifi€é comme un inhibiteur
compétitif de CDC25A préférentiellement g+ 1, 10 et 40 uM vis-a-vis des isoformes A, B
et C, respectivement). Ce composeé inhibe séleceneha croissance des cellules tumorales
Hep3B (Cko = 700 nM) par rapport a celle d’hépatocytes spmsr lesquels la G4 est dix
fois plus élevée. Les auteurs ont également coéficette activité antiproliférativim vivo
(Kar et al.2006b).

O

H32 BN82002

YO0

PM-20

Figure 27 Inhibiteurs électrophiles des phosphatases CDC25

5.2.2.3 Les autres composeés

Depuis quelques années, le développement de difésretechniques de criblage
d’inhibiteurs a permis l'identification de nouvedlelasses de ligand de CDC25 jamais encore
reportées a ce jour. Notamment, l'utilisation dehteque de criblagen silico permet

d’évaluer virtuellement la capacité d’'un composéhdber une enzyme. Ainsi, il est possible
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de sélectionner, dans des banques contenant ddigrsnitl'inhibiteurs potentiels, les
composés présentant le plus grand intérét. Ensliétetivité inhibitrice des composés
sélectionnés pourra étre évalurwitro sur 'enzyme purifiée par des techniques de agibla
haut débit (HTS).

Ainsi, I'activité inhibitrice de CDC25B d’'un dérivthiazolopyrimidine ¢omposé 1dans la
publication d’origine, présenté digure 28) a été mis en évidence par Mon&sl. (Clso =

13 £ 0,5 uM pour CDC25B). L'activité antiproliféra¢ de ce composé a été confirmée sur
les cellules HeLa avec unesgf 15,8 + 1,8uM (Montest al. 2008). Suite a l'identification
de cette structure inhibitrice inédite, 45 nouwglikiazolopyrimidines ont été synthétisées et
testées pour leur capacité a inhiber CDC25Bitro (Kolb et al. 2009). Le composé le plus
efficace de cette sériedmposé 44dans la publication d’origine, présentéfeggure 28) est

un inhibiteur mixte de CDC25B (&l= 4,5 £ 0,2 uM). Il exerce une activité antipréfdtive
sur la lignée cellulaire de cancer de la prostM€aP (Cio = 3,4 £ 1,8 uM) alors de la lignée
MiaPaCa-2 est moins sensible {£+ 80 uM pour ces cellules de cancer du pancréas).

En 2008, Fenget al. ont mis en évidence un nouvel inhibiteur de CDC26H00045
présenté erdigure 28) contenant un motif thiadiazole suite a I'évalaatidu potentiel de
48000 composés par HTS (Femg al. 2008). Ce composé inhibe sélectivement les
phosphatases CDC25A etiBvitro selon un mécanisme d’inhibition mixte et révemsi@Thk
= 0,53 £ 0,02 puM et 0,82 + 0,08 uM pour CDC25A et rBspectivement). L’activité
antiproliférative du compodéGHO00045 vis-a-vis des cellules Hel(&lso = 27 £ 1 uM) a été
associée a l'inhibition de I'activité¢ CDC25 dans cellules et a un arrét du cycle cellulaire en
phase G2/M.LGHO00045 exerce également une activité cytotoxique sur lgeées
cancéreuses MDA-MB-435 (6l=29 + 1 uM) et HCT-116 (Gd= 39 + 2 uM) aprés 72 h de
traitement.

A travers deux études récentes, Patkal. ont mis en évidence de nouveaux motifs
d’intérét pour le développement d’inhibiteurs de : 5-méthyléne-2-phénylamino-
thiazol-4-one et 1-phényl-2-(4H-[1,2,4]thiazole-Byifanyl)-éthanonefigure 28). Les cinq
plus puissants inhibiteurs isolés exercent leuniaetvis-a-vis de CDC25A avec unedgk
100 uM (Parket al. 2008). Sur la base des résultats de cette prerétade, le design de
nouveaux deérivés a été effectué par I'utilisatiertechniques de modélisation moléculaire. A
partir des 10 000 dérivés générés, une centaimaldgues de chaque motif d’'intérét a été
testéin vitro en présence des sites catalytiques de CDC25A &téBide des interactions

enzyme-inhibiteur a permis de mettre en évideneel'quativité inhibitrice des composés était
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clairement liée a la formation de liaisons hydraggnrt d’interactions hydrophobes avec des
résidus du site actif de 'enzyme (Patkal. 2009 [a]).

En 2009, ce méme groupe a identifié deux puissahtibiteurs non quinoniques de CDC25
qui contiennent le motif 1-benzyl-1H-pyrrolo[2,3gojnoxalin-2-ylamine gomposé let2 en
figure 28). Ces composés sont apparus 10 fois plus puissasvis de I'isoforme B par
rapport a A (GJo de l'ordre de 0,2 uM pour CDC25B) et inactifs aisds d’autres
phosphatases comme PTP1B, YPTP1, YOR(€I 100 pM). L'étude des interactions
enzyme-inhibiteuin silico a montré que la formation de liaisons hydrogéeeate les deux
atomes d’oxygeéne du groupement sulfonamide etédus du site catalytique de I'enzyme,
intervenait dans le positionnement de l'inhibitewr niveau du site actif. D’autres liaisons
hydrogenes sont également forméea le noyau pyrazine avec des résidus arginine
positionnés a I'entrée du site actif (Arg436 poldT25A et Arg479 pour CDC25B). Enfin,
des interactions hydrophobes, entre les noyauxaiques phényle ou benzyle et des résidus
tyrosine et méthionine de I'enzyme, permettent tdbikser le complexe enzyme-inhibiteur
(Park et al. 2009 [b]).

Enfin, en 2009, un screening de 69 239 composésraip d’'isoler un nouvel inhibiteur
de CDC25B qui n'agit pas par oxydation de l'enzy(@ds, = 14 + 1 uM). Le composé
26683752présente un structure originale du fait de la gmés de motifs triazine et furane
(Johnstoret al. 2009). Ce dernier inhibe la croissance des cslicdémcéreuses MBA-MD-435
(Clsp=20+2 uM) et PC-3 (G4 =25 £ 2 uM).

Malgré I'activité encore modeste de certains corépasolés, les résultats de ces études

ont permis l'identification de nouveaux motifs pretteurs qui pourront servir de point de

départ pour la synthese de nouveaux inhibiteuSRIE25.
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Figure 28: Inhibiteurs non quinoniques inédits issus d’étid silico et de criblage haut
débit.

Comme nous venons de le décrire, I'identificati@ rbuveaux et puissants inhibiteurs
des phosphatases CDC25 s’est clairement accelésedix derniéres années {lableau 1
présente les inhibiteurs de CDC25 les plus puissatdéntifiés a ce jour). Les résultats
prometteurs obtenus vivo, pour certains d’entre eux, n'ont fait que conémtintérét de

cibler ces enzymes dans le cadre du développeneenbulelles stratégies anticancéreuses.

69



Introduction

Tableau 1: Récapitulatif des inhibiteurs des phosphata$2S 25 les plus puissants identifiés.

- Clso (uM) _ — . Inhibition de la croissance tumorale i
Inhibiteur CDC25A  CDC25B  CDC25C Inhibition de la prolifération cellulaire chez la souris (type cellulaire) Références
in vitro (type cellulaire)
10,3 (MCF-7) ; 6 et 7 (Hep3B et HepG?2) ; Lazoet al.2002
NSC95397 0,022 0,125 0,057 6 (PLC/PRL/5) ND Peyregnet al. 2005
0,007 (MiaPaCa-2) ; 0,014 (DU-145) ;
) 0,023 (LNCaP) ; 0,011 (A2058) ; MiaPaCa-2
IRC-083864 0,023 0,026 0023 (0o MCE.T) : 0.065 (HCT-116) I Neap Brezaket al. 2009
0,075 (U20S)
Adociaguinone B ND 0,07 ND ND ND Cacet al. 2005
0,350 (HelLa) ; 0,118 (MiaPaCa-2) ;
) 0,09 (DU-145) ; 0,245 (MCF-7) ; . ]
BN82685 0,25 0,16-0,25 0,17 0,380 (MDA-MB-231) ; 0,265 (BT20) : MiaPaCa-2 Brezakt al. 2005
0,565 (T47D) ; 0,250 (U20S)
KR61170 1,5 0,17 ND ND ND Cheoat al.2004
) Lazoet al.2001
ND? 0,2 ND? 0,2 (MDA-MB-435}; Brissonet al. 2005
NSC663284 0,5 0.9 0,47 2,3 (HCT-1169; 2,7 (HT-29§ HT-2¢" ° Hanet al. 2004
¢ Guoet al. 2007
JUN-1111 0,38 1,8 0,66 0,1 (MDA-MB-435) ; 0,3 (PC-3) ND Brmet al. 2005
Composé 5b .
(dérivé de Dysidiolide) 0,44 1,9 ND ND ND Shimazawet al. 2004
Composé 4 0,73 0,48 ND 3,14 (A549)
Composé 8 11 0,89 ND 2,8 (A549) ND Huanget al. 2009
(dérivés de '
cryptotanshinone)
29,24 (MDA-MB-435) ; 26,61 (HeLa) ;

LGH00045 0,53 0,82 ND 3081 (HCT-116) . 78.34 (NIH3T3) ND Fenget al. 2008
LGH00031 1,25 0,97 ND 0,328 éﬁi“;iﬁ&?i&%"ﬂa‘) ! ND Zhouet al. 2009
7,2 (MiaPaCa-2) ; 13,5 (DU-145);

BN82002 2,4 3,9-6,3 5,4 22,4 (LNCaP) ; 32,6 (HT-29); MiaPaCa-2 Brezakt al. 2004

11,2 (U20S) ; 23 (Hela)

ND : Non déterminé
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Objectifs et stratégies

1 Objectifs

Dans le cadre de la recherche de nouvelles cilileth@apeutique anticancéreuse, les
phosphatases CDC25, de par leurs fonctions, soparaps comme des candidates
intéressantes. En effet, ces protéines sont degmesz clés qui interviennent dans la
progression du cycle cellulaire en régulant I'atéivdes kinases dépendantes des cyclines
(Cdk) par déphosphorylation. De plus, une suresmasde ces phosphatases, notamment
dans le cancer du sein, a pu étre corrélée au aEpahent de résistance a certains agents
anticancéreux ainsi qu’a un mauvais pronostic. iAilegir inhibition pourrait permettre de

freiner la croissance tumorale et éventuellemerttoaidrecarrer la résistance aux traitements.

Les principaux objectifs de ce travail sont leyants :

- Valider le systeme des phosphatases CDC25 emtentible intéressante dans le
traitement du cancer du sein

- Mettre en évidence une structure inhibitrice iteédles phosphatases CDC25, en
collaboration avec difféerentes équipes de chimigpess en étudier le mécanisme d’action

dans la cellule

2 Stratégies

Cette étude sera realisée sur des lignées dad@nmumaes mammaires humains
sensibles (MCF-7, MDA-MB-231) et sur des deéerivéesMIEF-7 présentant une résistance
multiple & la doxorubicine, a la vincristine et&adposide (Vcr-R).

2.1 Recherche d'inhibiteurs chimiques de CDC25

Nous avons développé au laboratoire les technigaasettant d’exprimer et de purifier
les 3 isoformes de CDC25 humaines, qui nous servidboutils pour tester différents
inhibiteurs potentiels. Ces composeés inedits sedaévieloppés par l'unité de Chimie du
laboratoire ou fournit par d’autres équipes trdaatl en collaboration avec notre laboratoire.
Leur activité (efficacité et spécificité) sera taldbord évaluée vitro sur les 3 isoformes de
CDC25 purifiées.
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2.2 Effets cellulaires d’inhibiteurs chimiques de C DC25

L’efficacité des molécules présentant le meillpotentiel inhibiteurin vitro sera alors
évaluée sur différents modéles de cellules en rultiérivées d’adénocarcinome mammaire
humain (cellules sensibles et cellules rendues steddes a différentes drogues
anticancéreuses). Les mécanismes d'action cebulairs en jeu seront étudiés le plus
précisément possible : activité sur la prolifénaticellulaire, blocage du cycle cellulaire,

induction de I'apoptose et expression des acteaitadoptose, stress oxydant...

2.3 Validation de la cible pharmacologique

La validation de la cible pharmacologique se feaa omparaison avec une approche
post-transcriptionnelle d’invalidation de I'acti@iles phosphatases CDC25 grace I'utilisation
de petits oligonucléotides interférents (SiRNA) afigues des isoformes ciblées par les
inhibiteurs chimiques. L'impact de cette inhibiti@pécifique sur les cellules MFC-7 sera
évalué sur la base des mémes tests cellulairepaud’inhibition chimique. L’inhibition de
l'activité CDC25 par siRNA permettra notamment deeum définir la ou les cibles
intracellulaires des inhibiteurs chimiques testéésd’évaluer leur efficacité relative par

comparaison.
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Résultats et Discussion

Ce projet de these vise a évaluer le systeme despphtases CDC25 en tant que cible
d’'intérét dans le traitement du cancer du sein. @eg€ines, jouant un rdle clé dans la
prolifération cellulaire, sont apparues comme dddes de choix dans le cadre du
développement de nouvelles molécules utilisablesciemiothérapie. Nous avons donc
entrepris d’identifier de nouveaux inhibiteurs clyoes des phosphatases CDC25. Nous
avons également étudié I'impact cellulaire de lnition de ces phosphatases dans différentes

lignées d’adénocarcinome mammaire humain.

1 Criblage invitro d’inhibiteurs des phosphatases CDC25

1.1 Production des enzymes purifiées

Un prérequis indispensable a la recherche de nowvewibiteurs des phosphatases
CDC25 est la production d’enzymes purifiées. Lebnejues adaptées permettant de disposer
de ces outils indispensables a nos étudegro ont été développées au laboratoire (Brault et
Bagrel 2008). Les protéines CDC25 utilisées pouetderche d’'inhibiteur sont des protéines
recombinantes dans lesquelles I'activité CDC25cesplée a une partie de la glutathi®n
transférase (GST). Les isoformes A et C sont ptedwsous leur forme compléete alors que
nous ne disposons que du site catalytigue de CDCRBBrs productions s’effectuent en
différentes étapes :

- Transformation ddescherichia colipar un vecteur plasmidique pGEX contenant les

ADN GST et CDC25A, B ou C selon I'isoforme désirée

- Sélection des bactéries contenant le plasmideédénigrace a la présence d’'un géne

de résistance a I'ampicilline

- Induction de I'expression des protéines recombgmpar un systeme IPTG

- Extraction puis purification par chromatographiaftihité des protéines de fusion

GST-CDC25 via une interaction GSH-GST
La qualité de la purification peut étre vérifiea pectrophorése SDS-PAGE et coloration au
bleu de Coomassiéidure 29). Les fractions présentant une bande de fortagitie a la taille
attendue (exemple : environ 90 KDa pour GST-CDC25A&)jont sélectionnées en vue

d’évaluer leur activité phosphatase.
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GST-CDC25A (90 KDa)

Figure 29 : Purification de la protéine recombinante GST-CDC2&%bservation en gel de
polyacrylamide coloré au bleu de Coomassie de<imes purifiées dans quelques fractions
apres purification et élution.

1.2 Optimisation de la mesure d’activité phosphatas e en
fluorimétrie

L’activité phosphatase des protéines de fusiorfipes est évaluée grace a une technique
fluorimétrique basée sur la déphosphorylation dsubstrat synthétique, le 3-OMF-P (3-O-
méthylfluorescéine phosphate). L'utilisation deteenouvelle technique, qui remplace la
mesure d’activité phosphatase en colorimétrie, eessté la réalisation d’optimisations
préalables. Dans un premier temps deux tamponsagd¢ion ont été testés :

- Tampon 1 (d’aprés Turowskt al. 2003) : Tris-HCI (pH 8,2) 50 mM, NaCl 50 mM,
EDTA 1 mM, SAB 0,1 % (m/v)

- Tampon 2 (d’aprés Brezad al. 2004) : Tris-HCI (pH 8,2) 50 mM, NaCl 50 mM,
glycérol 20 %
Cependant, contrairement a ce qui a été décrit msngublications d’origine, nous n'avons
pas ajouté d’agent réducteur (DTT 1 mM) aux tampdasréaction testés. Comme la
fluorimétrie est une technique nettement plus &émsjue la colorimétrie, la mesure d’activité
phosphatase pourra étre réalisée en absence d'agmuntteur. En effet, I'ajout d’agent
réducteur pourrait interférer lors de nos essaihidition en réactivant 'enzyme ou méme en

interagissant directement avec les composés testés.
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Difféerentes concentrations de la protéine recomiim&DC25A ont été utilisées lors de ces
essais. La mesure est déclenchée par ajout deMafke|substrat (=10xk) et est réalisée en
cinétique sur 4 h a 30°Gigure 30).
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Figure 30: Optimisation de la mesure de I'activité phospkain vitro : choix du tampon de
réaction. L'activité phosphatase de CDC25A estisypendant 260 min en présence des deux
tampons de réaction testés.

u.a. : unité arbitraire de fluorescence

La figure 30 indique que l'utilisation du tampon de réactionpdrmet d’obtenir une
efficacité catalytique nettement supérieure a celitenue en présence du tampon 2. Ainsi,
dans le cadre de la recherche de nouveaux inhibitea CDC25, notre choix se portera sur le
tampon de réaction 1 [Tris-HCI (pH 8,2) 50 mM, N&0 mM, EDTA 1 mM, SAB 0,1 %
(m/v)] et nous réduirons la durée de la cinétigneymatique a 2 h de maniere a rester en
condition de vitesse initiale (uniquement si CDC253800 ng).

Dans un deuxieme temps, nous avons déterminé kstiths d’enzyme a utiliser pour
obtenir une efficacité catalytique maximale. Paelacnous cherchons a étre en condition de
vitesse initiale lors de nos essais car la vitelese2action est alors maximale et constante au
cours du temps. Afin de déterminer nos conditiopératoires, I'activité phosphatase a été
suivie sur 120 minutes en présence de différerdrsemntrations de CDC25A, B et €@iglre
31).
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Figure 31: Evolution de I'activité phosphatase en fonctitanla quantité d’enzyme.
u.a. : unité arbitraire de fluorescence

Les vitesses de réaction ont été calculées uniguelmsque les activités enzymatiques sont

constantes sur 120 min :

Vitesse de réaction

(u.a. / min)
CDC25A 150 ng 18 £0,2
300 ng 49+ 6
CDC25B 150 ng 12+0,6
300 ng 311
750 ng 731
CDC25C 350 ng 44 + 3
700 ng 8l+4

Le choix arbitraire d’'une vitesse de réaction deus®./min a été effectué pour les trois
isoformes de CDC25. Ces conditions nous permettétite en condition de vitesse initiale
sur 120 min et d'obtenir une activité enzymatiquefisante pour tester des inhibiteurs
potentiels. Ainsi, les quantités de phosphatase<CZEDa utiliser lors de nos essais
d’inhibition ont été déterminées et sont de l'erdte 315 ng de CDC25A, 500 ng de
CDC25B et 414 ng de CDC25C.
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Une fois les conditions opératoires déterminéessravons validé le protocole de mesure
de l'activité phosphatasm vitro en utilisant un inhibiteur connu des CDC25 quité é
identifié et caractérisé par I'équipe de Ducomnmearcompos@N82002(Brezaket al. 2004).
Dans ce travail, la forme commerciale a été usliggigma-Aldrich). Les valeurs de gl
obtenues pour ce composeé vis-a-vis des trois is@erde CDC25 sont présentées dans le

tableau ci-dessous.

Clso (UM)
CDC25A 28+ 0,1
CDC25B 1,8+ 0,2
CDC25C 19+ 0,1

Il est a noter que les valeurs de;{dbtenues lors de nos essais différent sensibledwnt
celles présentées dans la publication d'originee£Bket al. 2004). Ceci peut notamment
s’expliquer par l'utilisation de protéines de fusidifférentes (GST-CDC2&s MBP-CDC25)

et de conditions opératoires différentes. Cet iy spécifigue des phosphatases CDC25A

été utilisé comme substance de référence lors slesgais d’inhibition.

1.3 Criblage d'inhibiteurs potentiels de CDC25

L’'un des objectifs du travail est d’évaluer le putel inhibiteur de composés nouveaux
vis-a-vis des phosphatases CDC25. Malgré de noreésegtudes, il n’a pas pu étre identifié
de structure chimique particuliere capable d’inhibectivité des phosphatases CDC25. En
effet, des composés de structure trés diverseétémapportés comme inhibiteurs de CDC25
(cf. Introduction section «5. Les inhibiteurs des phosphatases CDC25.5Le seul élément
qui semble étre un aspect commun a ces moléculésuepetite taille.

Nous avons entamé un criblage sur diverses mokcgie ont été mises a notre
disposition, soit par I'équipe de chimie de no#ledratoire, soit dans le cadre de collaboration
avec d’autres laboratoires. Dans le but d’'identifie nouvelles molécules d’intérét, les études
d’inhibition ont été effectuées, dans un premiengs, sur I'isoforme A des CDC25 et en
présence d'une seule dose de composé a tester.ubasscond temps, pour les composés
présentant une activité inhibitrice intéressantetest d’inhibition plus précis a été effectué en
réalisant des études dose-réponse afin de déterfaicencentration inhibitrice 50 % ().

Ces essais ont été également élargis aux isofdne¢€ de la protéine.
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1.3.1 Dérivés de pyrazole

Nous nous sommes intéressés au potentiel inhibikewtérivés de pyrazole, synthétisés a
partir de coumarines, qui nous ont été fournisligguipe de chimie organique de J. A. S.
Cavaleiro (Université d’Aveiro, Portugal) (Silvat al. 2007 et 2009). Ces composeés, qui
appartiennent a la famille des alcaloides, sordmimilement intéressants car certains dérivés
de pyrazole ont déja montré une activité antituheara vitro sur des lignées cellulaires de
cancer du colon (HT-29, HCT-15, SW-620), du pounid®P-62), du foie (Hep-2), de la
prostate (PC-3, DU-145), de I'ovaire (OVCAR-5)...(Blet al. 2005). Les composés testés

présentent tous une structure commune qui peutléteenfiguration cis (Z) ou trans (E).

R4
\ A R, R
R

R, ~
(E)
3 N—NH
\

\

R; N—NH

Structure générale des dérivés de pyrazole testésrdiguration cis (Z) et trans (E)

Comme l'indique lannexe 1 la plupart des composés de cette série exercenintibition
d’environ 50 % de l'activité CDC25A a une dose @@ uM. De plus, il semble que le choix
de la configuration (Z ou E) n’influence pas le guitel inhibiteur des composés. Par
exemple, les compos&l5et S16 qui different uniquement par leur configuratiexgercent
une activité inhibitrice de CDC25A comparablesifaigt CDC25A résiduelle de 44 + 21 % et
46 £ 14 % par rapport au contrdle, respectivemeéraltefois, nous pouvons noter que le
présence d’'un halogéne (chlore ou fluor), au nivdasubstituant —R permet d’augmenter
considérablement l'activité inhibitrice des commsiEn effet, les atomes de chlore ou de
fluor, présents dans les composEs S6, S7 et S17, sont connus pour étre extrémement
réactifs. Ainsi, en présence de 100 uM de ces cegypd’activité résiduelle de CDC25A est
quasi nulle (activité CDC25A résiduelle de 0 %,#19 %, 0 % et 14 + 4 % par rapport au
contrdle pourS5 S6 S7 et S17 respectivement). Cependant, un essai d’inhibitaon
présence des trois composés chlo&s $6 et S7) a montré que leur potentiel inhibiteur de
CDC25A est fortement réduit a une dose de 10 pMv{ec CDC25A résiduelle = 88 %, 76
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% et 83 % de l'activité du contrdle, respectivenmehtétude de ces composés n'a pas été
poursuivie mais ces résultats confirment l'inted@corporer des éléments réactifs (comme

Cl, F...) au sein de molécules potentiellement irthid®s.

1.3.2 Dérivés de thiénopyrimidine et de thiénopyrid  ine

Nous nous sommes ensuite intéressés au potentldbiteur de dérivés de
thiénopyrimidine et de thiénopyridine. Ces compasédits ont été synthétisés au laboratoire
par deux chimistes organiciens, D. Thomae et A.oBag respectivement (Thomas al
2007, Begouiret al. 2005, 2006 et 2007).

Y
/\N) /\/

S

ZT
o

Structures générales des dérivés de
thieonopyrimidine et de thiénopyridine testés

Malgré les différentes substitutions réaliséesuautes dérivés de thiénopyridine testés n’a
présenté d’effet inhibiteur vis-a-vis de CDC25A A01pM @nnexe 3. Ces résultats
suggerent que le motif thiénopyridinone ne préseuie peu d’intérét pour l'inhibition des

phosphatases CDC25. Leur étude n’a donc pas étéyiae.

Concernant les dérivés thiéonopyrimidiniques, |ésultats du criblage préliminaire
(annexe 3, réalisé en présence de 100 uM de chaque comipdggyent que les composés
8 et11inhibent I'activité CDC25A a cette dose (activi®C25A résiduelle de 13 + 3,2 + 3
et 0 %, respectivement). Aussi, un second crib&até été réalisé en présence de 50 uM des
dérivés les plus intéressants. Les résultats obteduelent l'intérét du compo$equi réduit
I'activité enzymatique de CDC25A de 83 % dans aexlitions ableau 2.

Tableau 2: Evaluationin vitro de I'inhibition de CDC25A par les composgs8 et 11 (50
HM)

Composé
7 8 11
Activite CDC25A 64+6 17 +12 39+10

résiduelle (% du contrdle)

Afin de caractériser plus précisément le pouvohibiteur du composé vis-a-vis de
I'activité CDC25A, une courbe effet-dose a étéisga {igure 32).
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Figure 32: Evaluationin vitro de l'inhibition de la phosphatase alcaline (PAL)le
CDC25A par le composg

Cette courbe effet-dose laisse apparaitre queet’dfihibiteur du compos& diminue
rapidement pour des doses inférieures a 50uMo (@& l'ordre de 40 uM). A ces
concentrations, I'activité de la phosphatase aleali’est pas altérée. Cependant, I'efficacité
du compose reste relativement faible par rapport a celle @égain inhibiteur synthétique de
CDC25 reporté dans la littérature (cfntroduction section « 5. Inhibiteurs des
phosphatases CDC25)> De ce fait, les investigations relatives au cosg8 n’ont pas éte

poursuivies.

1.3.3 Sels de pyridinium

Des sels de pyridinium ont ensuite été testés aoninmibiteurs potentiels des
phosphatases CDC2B vitro. La présence du noyau pyridine contenant un atdiszote
chargé positivement conféere a ces composés unertamp® réactivité (possibilité de

substitution nucléophile).

N
Rl/G)\

Structures générales des sels de pyridinium testés
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Comme l'indique le tableau eannexe 3 le criblage initial, réalisé en présence de 50 qleVi
chaque composé, a permis d’identifier des moléqubésntiellement intéressantes (composés
1, 2, 3 et13). Afin de caractériser plus précisément le pouirdiibiteur des composéds 2, 3

et 13 vis-a-vis de l'activité CDC25A, des courbes efflese ont été réalisédgre 33).

100
80 1

60 -

(% du contrdle)

40 -

Activité Cdc25 A residuelle

20 A

0 1 10 100
[composé] (uM)

Figure 33 : Evaluationin vitro de I'inhibition de la phosphatase CDC25A par lesposéd,
2,3etl3

Ces courbes laissent apparaitre que I'effet indibbide ces molécules diminue rapidement
pour des doses inférieures a 100 pMsdGt 25 pM). Ces composés sont donc peu
intéressants compte tenu des valeurs de dbtenues pour des inhibiteurs déja connus. Leur

analyse n’a donc pas été poursuivie.

1.3.4 Composés mésoioniques dérivés de pyridine

Une autre série de composeés dérivés de la pyraliég testée. La particularité de ces
derniers est d’'étre des composés mésoioniquesaethet qu'ils présentent des charges

positives et négatives intramoléculaires délocatisé
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oc®

\

Structures générales des composés mésoioniquessida pyridine testés

Cependant, les produits testés ici n‘ont présentéura effet inhibiteur vis-a-vis des

phosphatases CDC2a&nnexe 3.

1.3.5 Dérivé de thiénopyrrolizinone

Un dérivé de thienopyrrolizinone nous a été foyrar S. Rault (Université de Caen,
France). Ce composé, nomrhe dans la publication d’origine (Lisowskt al. 2004), a déja
montré une activité anticancéreuse sur différeligages de cellules a des doses de I'ordre du
nanomolaire. Cette activité a été associée a uocag du cycle cellulaire en G2/M, qui
pourrait donc impliquer une inhibition des phosplsas CDC25. Par conséquent, nous avons

évalué I'activité inhibitrice de cette molécule-assis de CDC25An vitro.

Tableau 3: Evaluationin vitro de l'inhibition de CDC25A par le compo4é (100uM).

Activité CDC25A résiduelle

Composé Structure (% du controle)

1o 103+8

Hy,C—O OH

Comme l'indique letableau 3 ci-dessus, le compog® n’exerce aucune activité inhibitrice

sur CDC25A et son étude n’a donc pas été poursuivie
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1.3.6 Dérivés de benzopyrone

Nous nous sommes ensuite intéressés au poteritiblteur de dérivés de benzopyrone.
Ces composés possedent une structure assez pmckbieaddes quinones, qui se sont révélées
étre de puissants inhibiteurs des phosphatases &0@2 dérivés appartenant a cette seérie

possedent une structure de type coumarine sulesgtu@osition 3.

(L
(6) 0]

Structure générale des dérivés de benzopyronestesté
Dans cette série, aucun des composés testés @kt intérét puisqu’ils sont apparus trés
peu actifs vis-a-vis de CDC25A. En effet, les atdv inhibitrices obtenues sont de I'ordre de
10 % a une dose de 50 pEhfiexe 5.
Cependant, I'intérét pour ces composés a été coafiecemment suite a la mise en évidence
du potentiel inhibiteur de dérivés présentant utractire voisine des coumarines, les
flavones, vis-a-vis de Cdc-25.1 ch€aenorhabditis elegan&im et al. 2009). Ainsi, une
seconde série de dérivés coumariniques a étée sigdtipar I'équipe de chimie organique du
laboratoire. Les essais d'inhibition des phospletaSDC25in vitro ont montré que les
coumarines substituées en position 4, de type cheicoumarine, présentaient le potentiel
inhibiteur le plus prometteur (6l= 27 uM et 28 uM vis-a-vis de CDC25A pour les deux
inhibiteurs les plus puissants identifiés, et 6d dans la publication d’origine) (Valené&t al.
2010). Cette étude a donc permis de mettre en regden nouveau motif d’intérét dans le

cadre de la recherche de structures inhibitricédiias des phosphatases CDC25.

1.3.7 Dérivés de quinone

Nous nous sommes ensuite intéressés au poterttibiteur de dérivés quinoniques. Des
précurseurs de quinone et des quinones nous onfodtéis par E. Davioud-Charvet
(Université de Heidelberg, Allemagne). Comme dédains la littérature, de nombreux
inhibiteurs des phosphatases CDC25 identifiées goue appartiennent a la famille des

qguinones.
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o) (@]

\

Structures générales des dérivés de quinone testés

Ces molécules ont été testées pour leur potentidbiteur de CDC25An vitro (annexe §.
Aucun des précurseurs de quinone n’a montré digetivhibitrice. Cependant, nous avons pu
isoler, parmi les quinones testées, deux inhistentéressants (nommeéfB26 et JD159
capables de réduire l'activité enzymatique de CDC2E 88 et 83 %, respectivement
(annexe §. Ainsi, dans la mesure ou ces deux composés amtrén une forte activité
inhibitrice vis-a-vis de CDC25A, leur potentiel & &valué sur les deux autres isoformes de

CDC25 purifiées et des courbes effet-dose ontéstiéséesf{gure 34)

100 4
100

80 A 80 1

60 A 60 -

40 1 40

Activité CDC25 résiduelle (% du contrdle)
Activité (CDC25ésiduelle (% du contrdle)

20 - - = - CDC25A R 1 20 1 - .o- - CDC25A ‘Q
—4& -CDC25B % —a - CDC25B .
—e—CDC25C g —e— CDC25C "
0 T T 0 T
0.0 0.1 1.0 10.0 100.0 0,0 0,1 1,0 10,0 100,0
[HB26] (uM) [ID159] (UM)

Figure 34 :Courbes effet-dose de linhibition des phosphlegaSDC25A, B et C par les
composé$iB26 etJD159

Les courbes d’inhibition, obtenues digure 34, vont nous permettre de calculer les
concentrations correspondant auxe@our ces deux composes. Les valeurs dg @bk-a-vis

des trois isoformes de CDC25, sont présentéesldaalsleau ci-dessous.
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Clso (M) + SD HB26 JD159
CDC25A 2,3+0,01 2,6 £0,03
CDC25B 0,7 0,01 1,5+0,3
CDC25C 0,8+0,1 0,9+0,1

Au vu de ces résultats, ces deux composés quinemigpparaissent comme de puissants
inhibiteurs des phosphatases CDC25 en agissarst dodes de I'ordre du micromolaire. Il est
important de noter que les valeurs dgy®btenues sont comparables a celles observées en
présence du compo®&N82002 qui est un inhibiteur spécifique des CDC25 comiiaése

par Sigma-Aldrich (Gh = 2,8, 1,8 et 1,9 vis-a-vis de CDC25A, B et C, extpvement).
Malgré I'intérét évident de ces deux inhibiteursus n'avons pu poursuivre leur étude. En
effet, de par leurs propriétés, les quinones sonhges pour étre des composés trés instables.
Comme nous ne disposions que d’'une quantité lintiégéehaque composé et que leur stabilité

en solution ne dépassait pas 24 h, ces essaisi @tedinterrompus.

1.3.8 Dérivés stéroidiens

Une série de dérivés stéroidiens nous a été foparide Professeur D. Poirier du Centre
de recherche CHUL, Université de Laval, Canadatdlecomposés sont caractérisés par la

présence d’'un noyau cyclopentanophénantrene hyobeph

Structure du noyau cyclopentanophénantréne caigt@j@e des dérives stéroidiens

Cependant, les structures chimiques détailléesone ant pas été fournies car ces composés
sont des molécules inédites qui restent encoreers a’investigation. De plus, une série de

dérivés de I'estradiol a également été testée.

Structure du 13-estradiol
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L'intérét vis-a-vis des dérivés stéroidiens estaappsuite a la publication de Kat al. en
2007. Cette équipe a mis en évidence un nouvedbitelir des phosphatases CDC25A et B, le
2-méthoxy estradiol. Celui-ci induit un arrét enapb G2/M et I'apoptose de cellules
d’hépatome sans affecter la survie des hépatosgias aux doses testéees.

Comme lindiquent les tableaux emnexe 7 aucune molécule, parmi les dérivés stéroidiens
inédits et les dérivés d’estradiol testés, n'a modtactivité inhibitrice de CDC254n vitro.

Leur étude n’a donc pas été poursuivie.

1.3.9 Composés naturels organosoufrés

Comme nous l'avons décrit dans notre introductiseciion « 5. Inhibiteurs des
phosphatases CDC25)» certains composés haturels ont été identifiésnece des inhibiteurs
de phosphatases CDC25. Ces substances natureltegt@nisolées, pour la plupart,
d’'organismes animaux marins mais plus récemmentgéitét s’est porté vers l'identification
de molécules actives issues du regne végetal. Adasi extraits, issus de plantes utilisées en
meédecine traditionnelle chinoisAdrimona pilosaGalla ChinesisHerba solani lyratj, ont
été rapportés comme possédant une activité inleibitles phosphatases CDC25. Ces extraits,
dont les molécules actives n’ont pas encore étdtifties et isolées, sont capables d’inhiber
la prolifération des cellules tumorales K562 (lyraplastes humains issus de leucémie
myeéloide chronique) en induisant un arrét du cyeklulaire en phase G2/M (Yargt al.
2005).

De la méme facon, nous nous sommes intéressésxatyjmes de plantes herbacées,
largement utilisées depuis plusieurs centaines nd@s comme remede naturel a de
nombreuses pathologies : l'alAlilum sativumy et l'oignon @Allium cepd. Comme nous
I'avons cité précédemment, le potentiel chimio-préif et thérapeutique de certaines espéces
d’Allium a été confirmé par de nombreuses études épidégigakes et précliniques utilisant
des modeles cellulaires et animaux de cancerliftfoduction section« 1.2. Cancer et
substances naturelles).

Ces effets bénéfiques de I'ail ont pu étre attribada présence de composés organosoufrés.
Parmi ceux-ci, I'allicine, qui est formée suiteaction enzymatique de l'alliinase sur l'alliine
(réactiona enfigure 35), joue un rdle primordial. L’allicine est une molde tres instable

dont la dégradation chimique rapide va conduireaafdrmation de différents produits
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organosoufrés de « seconde génération » qui padséae activité biologique. Parmi ceux-ci,
les plus abondements retrouvés sont les diallyl anodi-, tri- et tétrasulfures (composés
DAS, DAS,, DAS; et DAS, produits suite a la réactidr) alors que les diallyl penta-, hexa- et
heptasulfures sont présents en quantité plus mestieomposé®ASs, DASs et DAS;). Ces
composés organosoufrés peuvent également réaguo difierents thiols intracellulaires
comme le GSH et conduire a la formation de nousedkpeces soufrées (réactoenfigure
35). D’'autres réactions de dégradation de l'allicesdstent et menent a la formation de

composeés soufrés plus complexes (réactibeise enfigure 35).
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Figure 35: Schéma récapitulatif des différents composésarmgoufrés biologiqguement
actifs retrouvés dans l'ail (d’apres Munchbetgal.2007).

De maniere comparable, des molécules polysoufréEseptant une activité biologique sont
egalement retrouvées dans I'oignon. A la difféeredes allyl sulfures de lail, ceux-ci ne

contiennent pas d’insaturation : ce sont de prepifures.

De nombreuses études menées ces dernieres anrtéggsoan évidence la diversité
d’action cellulaire des composés organosoufréseptésdans I'ail et I'oignon (interaction
avec diverses protéines cellulaires, avec 'ADNpégation de stress oxydant..., pour une
revue récente voir Scheret al. 2009). Cette diversité d’action peut étre expleeé grande

partie par la réactivité chimique complexe de cesymosés, et plus particulierement des
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polysulfures (Munchbergt al. 2007). L’'un des mécanismes d’action les mieux osrest la
capacité gu’'ont les polysulfures a réagir avecttéasls via des réactions de thiolation. Ces
réactions peuvent notamment s’effectuer avec degipes, au niveau de résidus cystéines, et
conduire a la formation de disulfure mixte dontctigité sera inhibée. Cette réaction de
thiolation conduit également a la formation de fpeitqui, en réagissant avec des oxydants
(dioxygene par exemple), est responsable de largtomg de ERO dans les cellules.
L’interaction des polysulfures avec des protéindhuaires peut s’effectuer également par la
creation d’interactions hydrophobeg la présence d’'une longue chaine polysoufreed (
atomes de soufre). Enfin, la réactivité cellulades polysulfures conduit a la formation de
diverses especes soufrées (radicaux.,R&nions sulfides comme,Set HS, sulfure
d’hydrogene HS...) qui sont tres réactives et peuvent agir sufémdints processus
biochimiques. Par exemple, les anions 46 S sont d’excellents ligands pour les ions
meétalliques et sont capables d’inhiber I'activiggd tbmbreuses métalloprotéines (Jaebhl.
2008).

Sachant que les phosphatases CDC25 possédentidun ecgstéine tres réactif au niveau
de leur site catalytique, nous avons donc postuk® de tels composés pouvaient étre des
inhibiteurs potentiels de ces enzymes. Différentmmosés, naturellement présents dans l'ail
et l'oignon, nous ont été fournis par I'équipe diofpsseur C. Jacob aprés synthese,
conformément aux méthodes décrites par Millighal. (1961) et Derbesy et Harpp (1994).

Structures générales des allyl- (ail) et propyigiion) sulfures testés

Les capacités inhibitrices de ces molécules onttéséées en réalisant un criblage
préliminairein vitro en présence de 100 uM de chaque composé. Letatéaabtenus sur les
trois isoformes de CDC25 sont présentésenexe 8 Tout d’'abord, ces résultats indiquent
gue les plus fortes activités inhibitrices sonteoloies pour les deux tétrasulfurediallyl-
(DAS,) etdipropyl tétrasulfures (DPS). De plus, d’aprés les résultats de ce méme taplea
nous pouvons constater que I'activité inhibitries domposés organosoufrés testés augmente
avec le nombre d’atome de soufre présent dans lécole (pouvoir inhibiteur de,S $> S
> S;). Nos observations sont en accord avec cellegtégsopar de nombreuses équipes qui

suggerent que l'activité biologique des composémmosoufrés est liée a la longueur de la
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chaine soufrée. Notamment, Vi al. ont montré que l'activité antiproliférative desyahl
sulfures, vis-a-vis des cellules d’hépatome huni&iraugmentait avec le nombre d’atomes de
soufre (Wuet al. 2004). Une explication possible a cette obsermgtimurrait étre la réactivité
complexe des polysulfures vis-a-vis des protéirtes. effet, les molécules comportant
plusieurs atomes de soufre sont capables de rdagdifférentes maniéres avec celles-ci
(réaction de thiolation, interactions hydrophobgénération de ERO...) et conduire a une
modification de leur activité (Minchbegg al. 2007).

Les deux composes les plus actd#,S, etDPS;, ont été choisis pour une évaluation plus
complete de leur potentiel. Des courbes effet-dpsesentées efigure 36, ont été réalisées
pour chaque composé en présence des trois isofalen€®C25 et de la phosphatase alcaline
(PAL isolée d'intestin de veau, Sigma-Aldrich).
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Figure 36: Inhibition de l'activité des phosphatases CDC2RAet C et de la phosphatase
alcaline (PAL) par les composBAS, (A) etDPS; (B).

Ces courbes d’inhibition vont nous permettre deuwdal les concentrations correspondant aux
Clso pour ces deux composés. Les valeurs dg @b-a-vis des différentes phosphatases sont
présentées dans le tableau ci-dessous.

DAS, DPS
Clso (M) SD Clso (MM)  SD
CDC25A 16,4 5,5 16,6 5,5
CDC25B > 100 - > 100 -
CDC25C 11 0,1 1,4 0,2
PAL > 100 - > 100 -
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Comme l'indiquent lafigure 36 et le tableau ci-dessus, les deux tétrasulfuresset
préférentiellement sur les phosphatases CDC25A eald@s que lisoforme B et la
phosphatase alcaline sont moins sensibles a ldéimmad&n effet, DAS, et DPS, inhibent
fortement CDC25C (G de 1,1 + 0,1 pM et 1,4 £ 0,2 uM, respectivemehngx@rcent une
activité comparable sur CDC25A pour des doses enif fois plus élevées (§lde I'ordre

de 16 pM). A linverse, ils sont trés peu efficacag les phosphatases CDC25B et la
phosphatase alcaline @b 100 uM). Il est important de noter que pour ds @ssaif vitro
nous disposons uniquement du domaine catalytiquele25B alors que les isoformes A et
C sont completes. Or, le domaine catalytique desspiatases CDC25 étant une région
hautement conservée au sein de laquelle est léedliscystéine catalytique, il parait assez
surprenant que l'activité de CDC25B ne soit paéré#t. Ces résultats suggérent donc que
DAS, et DPS, n’inhibent pas les enzymes par thiolation de latagge catalytigue mais
pourraient se fixer sur un site autre que le sitdé.a

De plus, nous avons constaté les activités ingbir de I'allyl et du propyl sulfure sont
comparables, ce qui suggere que la présence ddeddigisons, retrouvées dans la structure
allyl-, n'est pas essentielle a l'activité des casgs. Cette observation est également
confirmée par les résultats obtenus lors du crélprgliminaire dans lequel les différents
allyl- et propyl sulfures testés présentent unéviétinhibitrice du méme ordre de grandeur

(annexe §.

Nous avons ensuite cherché a caractériser plusspnéent le type d’inhibition mis en
ceuvre en évaluant la réversibilité du phénomené¢.eSsai a été réalisé en présence de
CDC25C qui est lisoforme sur laquelle les deuxrastlfures exercent une inhibition
maximale. Pour cela, la phosphatase CDC25C esbéscypendant différents temps (0-90
min), en présence de concentrations active®A8, et DPS, (10 uM) ou de solvant seul
(contréle). Ensuite, ce mélange enzyme-inhibitearétre dilué de maniére a obtenir une
concentration finale en inhibiteur qui n’est pludive (0,1 uM). Si I'effet inhibiteur persiste
apres cette dilution, le mécanisme d’action pengt @nsidéré comme irréversible.

Comme l'indique lafigure 37, I'activité inhibitrice deDAS, et DPS, vis-a-vis de CDC25C
persiste apres dilution. Cette inhibition s’étalgrogressivement au cours du temps pour
atteindre un maximum aprés 90 min d’incubationiyéét CDC25C résiduelle = 25 % et 42
% du contr6le en présence DAS, et DPS,, respectivement). Ces résultats suggérent donc
gue les composéPAS, et DPS, agissent comme des inhibiteurs irréversibles des
phosphatases CDC25C eirAvitro.
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Figure 37: Essai de réversibilité de I'inhibition de CDC2p@r les composd3AS, et DPS,.

Les essais ont été realisés sur 4 expériencesdandaptes.

Cependant, il est important de noter que ces edeaidversibilité ont été effectués en absence
complete d’agent réducteur. Or, la formation detgbsulfure au sein d’'une protéine, suite a
la réaction d’'un thiol protéique avec un polysudfyrar exemple, est connue pour étre une
réaction chimiquement réversible (Minchbetgal. 2007). Ainsi, hous pouvons penser que
l'inhibition de CDC25C par les composBAS, et DPS, pourrait étre annulée en présence
d’agent réducteur comme le glutathion (GSH) ou iiathréitol (DTT). Ces derniers
pourraient agir en réactivant 'enzyme par rédurcties ponts disulfure formés ou méme en
réagissant directement avec les polysulfures te€tétie hypothése a été confirmée par des
résultats obtenus lors d’expériences réaliséesré&sepce d’'agents réducteurs. En effet, des
essais d’inhibition de CDC25A eti@ vitro en présence de 140 uM de GSH et 7 uM de DTT
montrent que l'activité des composés organosoulstes décroit dans ces conditions. La
figure 38 présente I'exemple des inhibiteurs de CDC25A & plus actifsdllicine, DAS,,
propyl allicine etDPS, a 100 uM). L'activité inhibitrice de ces composggparait diminuée

en présence d’agents réducteurs.
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Figure 38: Evaluationin vitro de linhibition des phosphatases CDC25A et C s |
composésllicine, DAS,, propyl allicine etDPS, (100 uM) en présence (+) et en absence (-)
d’agents réducteurs dans le milieu réactionnel.

Le criblage d’inhibiteurs potentiels des phosphega€DC25A permis de mettre en
évidence deux composés organosoufrés retrouvésehatnent dans l'ail et I'oignon, les
diallyl- et dipropyl tétrasulfuresDAS,; et DPS,, respectivement). Ceux-ci sont capables
d’inhiber, de maniere irréversible, les phosphad@@BC25A et An vitro (Clso de I'ordre de
1 uM et 16 uM vis-a-vis de CDC25C et A, respectigath Ainsi, ces deux inhibiteurs
chimiques ont été choisis pour étudier les effettulaires de I'inhibition des phosphatases

CDC25 dans le traitement du cancer du sein.

2 Effets cellulaires des polysulfures DAS4 et DPS4,
inhibiteurs de CDC25

Compte tenu de leur activité inhibitrige vitro, il a donc été envisagé d’évaluer les effets
cellulaires de ces deux tétrasulfures, naturellérpegsents dans l'ail et I'oignon. Cette étude
a été réalisée sur différents modeéles cellulairesi&hocarcinomes mammaires humains :

sensibles et résistant.
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2.1 Caractérisation des modeles cellulaires

Tout d’abord, nous avons voulu examiner les nivedextranscrits et de protéines des
différentes isoformes de CDC25 dans les lignéelsilagbs utilisées pour notre étude. Ce
travail a été réalisé par H. Albert au LIMBP.

Deux modéles cellulaires d’adénocarcinomes mammawmenains sensibles ont été utilisées :
MCF-7 et MDA-MB-231. Ces derniers sont des moddkeséférence reconnus tres largement
utilisés lors d’étude sur le cancer du sein. Nousna également étudié les effets de nos
inhibiteurs sur une lignée de cellules MCF-7 remsduésistantes (Vcr-R). Ces cellules
(initialement nommées Vcrems dans la publicatiamidine de Whelamt al1992) présentent
une résistance multiple a la vincristine, I'adriammg et I'étoposide qui est associée a une
surexpression de la glycoprotéine P et de la GSTHEipiin, la lignée épithéliale mammaire
non cancéreuse immortalisée par la télomérase, MIHREL, a été utilisée comme modéle

de référence.

L’estimation des niveaux de transcrits de CDC25A¢tBC (RT-PCR) et des protéines
associées (western-blot) dans chaque lignée carsméeeété effectuée par comparaison avec
ceux observés dans le modéle de cellules non carses, hTERT-HME1L. Les résultats
obtenus en RT-PCRidgure 39 A) présentent les niveaux globaux des transcritSRIE25A,

B et C car les amorces utilisées permettent I'dioption de I'ensemble des variants de
chaque isoforme. L’'analyse par western-bliguie 39 B) permet d’identifier une bande
unigue pour CDC25A qui correspond aux variants 8A2qui ont un poids moléculaire trés
proche (~ 67 KDa). Pour CDC25B et C, nous ne posvdantifier que les variants les plus
abondants : CDC25B3, CDC25C1 et C5. Etant donnélegpieomparaisons sont effectuées
sur des lignées cellulaires différentes, une ctilmmades membranes de nitrocellulose au
rouge Ponceau a été réalisée pour verifier 'lhomégé des dépbts protéiques.

Les résultats présentés digure 39 indiquent que les niveaux transcriptionnels et
protéiqgues de CDC25A et B sont comparables datignae cellulaire cancéreuse sensible
MCF-7 et la lignée non cancéreuse hTERT-HME1L. Grst important de noter que la lignée
cellulaire non cancéreuse hTERT-HME1l a été transfer et posséde une activité
proliférative intense qui s’apparente a celle ob&empour la lignée cancéreuse MCF-7 (temps
de doublement de 24-25 h pour hTERT-HM&IL29 h pour MCF-7). Il ne serait donc pas
surprenant que des régulateurs clés du cycle aetutomme les CDC25 soient surexprimés
dans ces cellules immortalisées. De plus, un niv@gortant de protéines CDC25C1 et C5 a
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été reporté dans cette lignée mais n'a pas puadgecié a une augmentation du niveau
d’expression globale de I'isoforme C. Ces résulgatggerent donc que la lignée hTERT-
HME1 n’est probablement pas un bon contréle damsidize d’une étude sur la régulation du
cycle cellulaire de cellules non cancéreuses.

Comme lindique lafigure 39 A, une légére surexpression de CDC25A a été reportée
dans la seconde lignée sensible MDA-MB-231 (x BBrppport au niveau de transcrits dans
les cellules hTERT-HMEL). Ceci a été associé aaugmentation du niveau protéique de
CDC25A par rapport a celui reporté dans les calblEERT-HMEL1 figure 39 B).

Enfin, une surexpression de CDC25A et B a été tépatans la lignée résistante Vcr-R (X
1,2 et 1,6 par rapport au niveau de transcritsahiréle, respectivementligure 39 A). Les
résultats obtenus en western-blot sont en accoed agux observés pour les transcrits et
indiquent une légere augmentation du niveau progide CDC25A ainsi qu’une nette
induction de CDC25B3figure 39 B). L’induction de CDC25A et B observée dans la éign
résistante Vcr-R est conforme a ce que nous atieedEn effet, il est maintenant clairement
établi qu’'une surexpression des phosphatases Cp@asEtre corrélée au développement de
résistance a certains agents anticancéreux aitgsiugumauvais pronostic (Kristjansdottir et
Rudolph 2004).
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Figure 39: Evaluation du niveau des transcris) (et des protéinesBj des phosphatases
CDC25A, B et C dans les différentes lignées caliesaétudiées.

Ainsi, le choix des lignées cellulaires MCF-7, MDAB-231 et Vcr-R semble approprié
dans le cadre de notre étude qui vise a évaluetetdt de l'inhibition des phosphatases
CDC25 dans le traitement du cancer du sein. Ent, elifs lignées d’adénocarcinomes
mammaires humains sensibles (MCF-7 et MDA-MB-23Bspntent un profil d’expression
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des CDC25 comparable a celui observé dans ledeilmmortalisées a prolifération rapide
(hTERT-HMEL). De plus, la lignée Vcr-R apparait ¢coenun modele de choix car son

phénotype résistant a pu étre associé a un nileaé ée CDC25A et B.

2.2 Activité antiproliférative des inhibiteurs de C DC25

2.2.1 Effets sur les lignées cellulaires sensibles

Dans un premier temps, la cytotoxicité des compd#S, et DPS, a été évaluée sur la
lignée cellulaire d’adénocarcinome mammaire seasMICF-7. Pour cela, nous avons utilisé
deux techniques d’estimation de la viabilité celitd : le test de cytotoxicité au MTT
(Mosmann 1983gt le suivi de la croissance cellulaire par numénatu bleu Trypan.

Les résultats des tests MTT présentéfigamre 40 indiquent que les composBAS, (A)
et DPS, (B) induisent une nette diminution de la viabilitésd=ellules MCF-7. Ces courbes
nous ont permis de calculer les concentrationsespondant aux &J pour ces deux
composés. Comme indiqué dans le tableadigure 40 C, le composéDAS, exerce une
activité cytotoxique qui est dose- et temps-depetedéCho de 92 + 14 uM, 43 £ 12 uyM et 25
+ 7 UM apres 24, 48 et 72 h de traitement, respawignt). Les valeurs de 4gbbtenues pour
DPS, sont du méme ordre de grandeur que celles obsepoéeDAS, (Clso > 100 uM apres
24het Go= 25+4 uM et 23 + 3 uM apres 48 et 72 h dednaent, respectivement).
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C DAS, DPS,
Clso (M) SD Clso (MM) SD
24 h 92 14 > 100
MCF-7  48h 43 12 25 4
72h 25 7 23 3

Figure 40: Activité cytotoxique des composBAS, etDPS, sur la lignée d’adénocarcinome
mammaire humain MCF-7. Les cellules sont traitéesdant différents temps (24, 48 et 72 h)
en présence de concentrations croissantes enteuniluis la viabilité cellulaire est évaluée
par le test MTT A etB). La détermination des &I(C) a été réalisée en utilisant le logiciel
GlmTox (Maul 1992).

Dans un deuxieme temps, la croissance des ceM@#s7, en présendeAS, etDPS, a
été suivie grace a la réalisation de comptagedeauTrypan en cellule de Malassez. Lors de
ces expériences, nous avons également évaluéféds efllulaires d’'un composé inactif vis-
a-vis des phosphatases CDdR5vitro, le diallyl sulfure DAS). Les courbes de croissance
obtenues sont présentéesfignire 41 En présence de solvant seul (contréle) eDA&S (50
KM), la croissance des cellules MCF-7 est expoakatpendant les 96 h de I'expérience. Le
traitement des cellules p&AS, et DPS, (50 uM) provoque une réduction significative de
leur croissance qui peut étre due a un arrét die @fou 'induction de la mort cellulaire.

4 -
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- -0- - [DAS]=50 uM
—&— [DAS4]=50 pM
3 [DPS4]=50 pM

Nombre de cellules (x 10 6)

0 20 40 60 80 100
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Figure 41: Suivi de la croissance des cellules MCF-7 pam&thode d’exclusion au bleu
Trypan. Les cellules sont cultivées pendant diffessegemps (0-96 h) en présence de solvant
seul (contréle), de deux inhibiteurs de CDdRA5vitro (DAS,; et DPS, a 50 puM) et d’un
composé non actiDAS a 50 puM).

Ces résultats ont été confirmés par la réalisatmibservations microscopiques des

cellules MCF-7 traitées pendant différents tempdgmcomposeBAS, etDPS; (figure 42).
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Dans les boites controles (MCF-7 traitées par leasb seul), nous pouvons observer un
agencement typique des cellules MCF-7 qui adheasensupport par des prolongements
cellulaires et se regroupent sous forme de « oeloniPar contre, lorsque celles-ci sont
traitées pabDAS, et DPS, les cellules reprennent une forme ovoide régubéree détachent
du support. Ce phénomene, qui suggere l'inductianedmort cellulaire, s'accentue avec la
durée du traitement.

Contrdle

DAS,
(50 pM™m) §

DPS,
(50 uM) 8

Figure 42 : Observation microscopique des cellules MCF-7 apddfrents temps
d’incubation en présence de solvant seul (contdkr 0,5 % de DMSO) et des composés
DAS, etDPS; (50 uM).

Pour confirmer l'activité antiproliférative des cposésDAS, et DPS, vis-a-vis de
cellules de cancer du sein sensibles, une secayeela été utilisée : la lignée MDA-MB-
231. De la méme maniére que pour les cellules MCRelis avons réalisé le test de
cytotoxicité au MTT figure 43 A, B et C) et le suivi de la croissance cellulaire par
numeération au bleu Trypafigure 43 D). Les résultats obtenus sur la lignée cellulaif@Av
MB-231 sont tout & fait comparables a ceux obteswrsla lignée MCF-7. Les composés
DAS, et DPS; exercent une activité cytotoxique qui est doseertps-dépendante #ldu
méme ordre de grandeur que celles observées suriVi€dmme indiqué dans le table@u
enfigure 43). Le suivi de la croissance des cellules MDA-MBL4Bdique que, tout comme
pour MCF-7, les inhibiteurs de CDC25 testd3Af, et DPS;) exercent une activité
antiproliférative alors que ni la présence du cosépmactif DAS) ni du solvant seul n’ont
d’effets délétéredigure 43 D).

99



Résultats et Discussion

Juny
N
o
]
vy)
=
N
o
]

100 g 100 #

80 A 80 -

60 -

Survie cellulaire (% du controle)
Survie cellulaire (% du contrdle)
(2]
o
‘

40 40 -
20 { —*—24h 20
- = - 48h
—A&— 72h
O T T T 1 0 T T T 1
0,01 0,1 1 10 100 0,01 0,1 1 10 100
[DAS 4] (um) [DPS4] (uM)
C
DAS, DPS,
Clso (M) SD Clso (MM) SD
24 h 76 9 71 15
MDA-MB-231  4gh 36 10 40 6
72 h 27 1 30 1
D 57
—e— Controle
6 4 | - o - [DAS]=50uM
% —a— [DAS4]=50 UM
= [DPS4]=50 uM
3 3
=
3
S 24
o
Q
5
S 17

0 20 40 60 80 100
Temps (h)

Figure 43: Evaluation de l'activité cytotoxique des commBAS, et DPS, sur la lignée
d’adénocarcinome mammaire humain MDA-MB-231 paliséton de tests MTTA, B etC)
et d’'un suivi de la croissance cellulaire par nuatién au bleu Trypar)).

2.2.2 Effets sur la lignée cellulaire résistante (V  cr-R)

Sur la base des résultats obtenus pour les ligegesibles MCF-7 et MDA-MB-231, |l
nous est apparu intéressant d’évaluer I'activiti@panliférative des composd3AS, et DPS,

sur la lignée de cellules résistantes qui dérivéM@d--7, Vcr-R. Les courbes de croissance
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obtenues sont présentéesfignire 44 En présence de solvant seul (contréle) eDA& (50
UM), la croissance des cellules Vcr-R est expor#atjusqu’a 72 h environ. Par la suite, la
population cellulaire entre dans une phase derdécli est certainement due au phénomeéne
d’inhibition de contact. Dés les premieres heursrditement des cellules paAS, etDPS,

(50 uM), une réduction significative de la prold@on cellulaire est observée. Cependant,
pour des temps plus longs (> 48 h), les cellulesR/semblent moins sensibles a I'action du
composéDAS, par rapport aux lignées sensibles testées cagdénrarrage de la croissance

cellulaire est observé.

14 1 _e—control

- -0- - [DAS]=50 UM

—a—[DAS4]=50 yM
[DPS4]=50 pM

1,2

Nombre de cellules (x 10 6)

100
Temps (h)

Figure 44: Suivi de la croissance des cellules Vcr-R pamithode d’exclusion au bleu
Trypan. Les cellules sont cultivées pendant diffessegemps (0-96 h) en présence de solvant
seul (contrble), de deux inhibiteurs de CDdRA5vitro (DAS, et DPS; & 50 uM) et d’'un
composeé non actifAS a 50 uM).

Nous avons montré que les deux inhibiteurs de CDEgtesDAS, et DPS,, exercent
une activité antiproliférative sur les lignées $igles d’adénocarcinomes mammaires humains
MCF-7 et MDA-MB-231. De maniéere intéressante, détteest également observé pour la
lignée résistant Vcr-R. Ainsi, nhous avons entremiétudier les meécanismes cellulaires
impliqués, notamment au niveau de la régulationcgecle cellulaire et de l'induction de

I'apoptose.

2.3 Analyse du cycle cellulaire

Suite aux résultats d’'inhibition des phosphatasBS£2Z5A et C obtenug vitro et aux
activités antiprolifératives observées sur lesédédhtes lignées cellulaires de cancer du sein,

nous avons procédé a I'étude du cycle cellulaire effet, ces résultats laissent penser que
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I'activité cellulaire des compos&¥AS, et DPS, pourrait induire un arrét du cycle. Ainsi, les
cellules ont été traitées pendant différents te(ips48 h) par les compos&AS, et DPS,

puis I'analyse de répartition des cellules dangllférentes phases du cycle a été réalisée par
cytométrie en flux apres marquage a I'iodure dejoliam (IP).

Comme l'indique ldableau 4 des 3 h de traitement paAS, et DPS,, la répartition des
cellules MCF-7 dans les différentes phases du oyelelaire est affectée. Une diminution
significative du nombre de cellules en phasgGp a été reportée. A partir de 6 h, nous
observons tres clairement un blocage du cyclelaeekuen phase £V qui est maintenu pour
des temps de traitement plus longs (par exempl@ k, 46 + 14 % de cellules MCF-7 en
phase G/M pour le controlevs 55 + 5 et 81 + 1 % apres traitement kS, et DPS,

respectivement).

La réalisation d’'une expérience similaire sur leosele lignée sensible de cancer du sein,
MDA-MB-231, a permis d'obtenir des résultats congies a ceux obtenus sur les cellules
MCF-7 (ableau 5. Cependant, le blocage en,/K8, associé a une diminution de la
proportion des cellules en phasg@&, parait une peu plus tardif que pour les cellMi&€d--7
(14 % de cellules MDA-MB-231 en phase/Ka pour le contrélevs53 +5 % et 58 £ 1 %
apres 12 h de traitement paAS, et DPS,, respectivement). De plus, pour des traitements
courts (3 h et 6 h), la proportion de cellules drage S augmente considérablement par
rapport au contréle. Enfin, il est important deenajue dans le cas des cellules MDA-MB-
231, une levée du blocage en phas@iGemble s’effectuer aprés 48 h de traitementiger
tétrasulfures. Celle-ci est caractérisée par ungndition du nombre de cellules en phase

Go/M et une augmentation de la proportion de cellelephase S.
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Tableau 4 : Analyse de la progression du cycle cellulaire déigaée sensible MCF-7 en
présence de solvant seul (contré@AS, et DPS, (50 uM) pendant différents temps (1 — 48

h).

Répartition des cellules MCF-7 dans les

Traitement différentes phases du cycle
Go/G; S G/M
Controle 1h 41 27 32
8
3 3h 44 +3 31+7 25 + 4
8
38
o 6h 46 + 4 32+1 23+ 4
o
E
2 12 h 53 +13 29 +3 18 + 10
G,-G
Gy 24h 61+6 21+6 18 + 11
48 h 67 + 14 17 +0 16 + 14
1h 39 29 32
3h 32+ 2% 31+1 38+8
6h 26 + 0* 27 £10 47 + 10*
12h 27+8 17 £ 3 57 + 5*
24h 38 £ 1* 6+ 6% 56 + 7*
48 h 37+ 4* 9+1* 55 + 5*
1h 41 28 31
3h 32 + 4* 29 +13 39+8
6h 26 + 2* 27 +10 48 + 8*
12 h 22 +10 18 + 2* 61 + 12*
24h 18 + 4* 2+ 1% 80 + 3*
48 h 15 + 0* 4+ 1% 81 + 1*

* significativement différent du contréle (p < 0)05
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Tableau 5 :Analyse de la progression du cycle cellulaire dégl@e sensible MDA-MB-231
en présence de solvant seul (contrd¥)S, et DPS, (50 pM) pendant différents temps (3 —

48 ).

Répartition des cellules MDA-MB-231

dans les différentes phases du cycle

Traitement G0/G1 S G2/M
Controle 3h 39 33 o8
8
=2
B 6h 48 28 24
$
@
g 12h 54 32 14
[+]
=z
Gy-G: 7N 24h 58 31 11
Gy-M 12 24 .
B8
Lm 48 h 69 25 6
DAS, (50 uM) 3h
g 21 57 22
3
i 6 h 13 50 37
[ )
=
QL
. 12 h 21 26 53
E
Gy-Gy. 7 24h 22 16 62
G-M 12 28 48
%s\“\/ 48 h 36 36 27
DPS, (50 uM)
P 3h 28 40 32
=
8 6h 19 37 45
Q
-
[}]
5 12h 23 19 58
Gy-G, ¥ 24 h 13 23 64
G,-M 48
17 47 36

24
1 48 h
3 > Temp® Y

De maniére intéressante, une accumulation sigtifee@n phase &M des cellules de la

lignée résistante Vcr-R a également été reportéebde et 12 h de traitement faPS, et

DAS,, respectivement (56 £ 4 % et 60 + 16 % de cellMesR en phase £8M comme

indiqué dans l¢éableau 6). Ceci est associé a une nette diminution dedagotion de cellules

en phase @G;. De méme que pour les cellules MDA-MB-231, il séanfue la levée
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d’inhibition soit déja amorcée aprés 48 h de tra@mrt car nous pouvons observer une
diminution du nombre de cellules e/ par rapport au temps 24 h, associée a une
augmentation significative de la proportion deuebl en phase S (15 = 4 % de cellules Vcr-R
en phase S pour le contrdde33 £ 6 % 48 +5 % apres 48 h de traitementpas, et DPS,,

respectivement).

Tableau 6 : Analyse de la progression du cycle cellulaire déigaée résistante Vcr-R en
présence de solvant seul (contré@AS, et DPS, (50 uM) pendant différents temps (3 — 48
h).

Répartition des cellules Vcr-R dans les

Traitement différentes phases du cycle
GO/G1 S G2/M
Controle 3h 27+ 16 34+6 38+ 10
8
3 6 h 43113 17 +£2 40 £ 15
[¢]
=
g 12h 64+ 12 25+16 11+5
GG~ 24 h 65 + 18 25+ 16 10+2
- 8
. %244‘
3 omps 48 h 70 + 14 15 + 4 8+5
DAS, (50 pM) 3h 22 +12 36+9 43+6
7]
3 6h 16 + 8 26 + 7* 58 + 2
8
-]
® 12h 22 + 6 18 + 14 60 + 16*
:
“ 24h 1146 17415 72+ 10
GG, -
M 2 8
m 48h  35+10* 33+ 6* 32+ 12
DPS, (50 pM)
" 3h 24 +12 32 +10 45+0
3
g 6h 20+4% 243 56 + 4*
u
0
E 12h 16 + 7* 50 + 13 34 + 9
=
GG, ~
24 h
. S 48 12 +7* 24 +9 64 + 4*
3o 48 h 22 +8* 48 £ 5 29 + 5+

* significativement différent du contréle (p < 0)05
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Nous avons montré que les composBAS,; et DPS, exercent leur activité
antiproliférative sur les cellules MCF-7, MDA-MB-23t Vcr-R en induisant un arrét du
cycle cellulaire en phase G2/M. Ce blocage desllesllen phase £M est cohérent avec les
résultats d’inhibition de CDC25A et C reportés vitro. En effet, nous avons montré
précédemment que ces deux tétrasulfures agissasemne des inhibiteurs irréversibles de
CDC25C et Ain vitro. Or, au niveau cellulaire, CDC25C est principalamienpliqué au
moment de la transition G2/M en permettant d’achelactivation des complexes
Cdk1/cycline B a I'entrée en mitose. Il a égalen@&atmontré que I'isoforme A aurait un réle
a jouer lors de cette activation (Boutetsal. 2006). Ainsi, la capacité des compoB&sS, et
DPS, a inhiber ces deux phosphatases dans les difésrdighées de cancer du sein pourrait
étre un des mécanismes conduisant a un arrét tkiasitulaire en phase G2/M.

2.4 Induction de I'apoptose

Dans la mesure ou I'apoptose peut étre induitedparperturbations du cycle cellulaire,
nous avons recherché si les compobB&sS, et DPS, étaient capables d’induire la mort
cellulaire programmée des cellules MCF-7. L'évahratde I'apoptose a été réalisée par
différentes techniques. L'une d’entre elles comsiat mettre en évidence un événement
précoce de I'apoptose, la dépolarisation de lachdadrie. Deux autres techniques font état
d’évenements plus tardifs qui sont I'activation pl®téases spécifiques de I'apoptose (les

caspases) et la fragmentation de ’ADN.

2.4.1 Mise en évidence de I'apoptose

Tout d’abord, nous avons suivi I'évolution du pdiehmembranaire mitochondrial car la
chute de celui-ci est une des manifestations pescde I'apoptose, qui s’accompagne de la
libération de différents facteurs apoptogéniqueto@hromec, AIF pour Apoptosis Inducing
Factor...). Les cellules MCF-7 ont été exposéeBAS, et DPS, pendant des temps courts
(15 min a 4 h) et l'analyse a été réalisée a l'ailene sonde fluorescente (JC-1) dont
I'émission dépend du potentiel mitochondrial. Déséates de la sonde s’accumulent dans la
mitochondrie lorsque cette derniere est polarisé@mettent une fluorescence rougemfssion
= 590 nm). Par contre, lorsque la mitochondrie d&giolarisée la sonde est libre dans le

cytoplasme et émet une fluorescence vektgidsion = 525 nm). Lafigure 45 présente les

106



Résultats et Discussion

images obtenues en microscopie a fluorescenceuelsg cellules MCF-7 sont traitées par le
solvant seul (controleDAS, et DPS, (50 uM). Un contréle positif a été réalisé en priee
d’'une molécule connue pour induire une rapide chiutepotentiel mitochondrial GCCP
20uM). A partir de 3 h de traitement, les deuxastifures induisent une dépolarisation
membranaire. En effet, nous observons une dispargrogressive de la fluorescence rouge
au niveau des mitochondries et la présence denldesdans le cytoplasme caractérisée par la

fluorescence verte.

15 min

Figure 45: Mise en évidence de la dépolarisation de la nmandgmitochondriale des cellules
MCF-7 par une technique de microscopie a fluoreas=émarquage JC-1). Les cellules sont
traitées pendant différents temps (15 min a 4 h)gaolvant seul (contréleDAS, etDPS,
(50 uM) etCCCP a 20 uM (contréle positif).

Ensuite, nous nous sommes intéressés a deux évetsephas tardifs de I'apoptose : le
clivage de la PARP (Poly-(ADP-ribose) polyméragelpdragmentation de '’ADN. En effet,
la libération de facteurs apoptogéniques de la ahdodrie conduit a I'activation d’'une
famille de protéases a cystéine qui jouent un e8kentiel lors du processus apoptotique, les
caspases. Or, la PARP est une enzyme de répadaid DN qui est I'un des premiers
substrats clivés et inactivés par les caspasesidliapoptose. Ainsi, nous avons étudié le
clivage de la PARP (112 KDa) dans les cellules MCépres traitement p&AS, et DPS,
(50 uM). Celui-ci génére deux fragments dont un88l&KDa, est observable en western-blot.
Le western blot présenté égure 46 révéle I'apparition du fragment clivé de 85 KDaé&p
12 h de traitement p&AS, etDPS, (50 uM).
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Figure 46: Etude du clivage de la PARP en western-blotsapeitement des cellules MCF-7
par le solvant seul (controld)AS, etDPS, (50 uM).

L’induction de I'apoptose des cellules MCF-7 a étinfirmée par une technique de
microscopie a fluorescence qui met en évidenceslues caractéristiques morphologiques les
plus typiques intervenant lors du processus de p@bllaire programmée : la fragmentation
de 'ADN. Les cellules MCF-7 ont été traitées pemd24 h par les compos&AS, et DPS,

(50 pM) puis ont été marquées au DAPI (4',6-diamodR-phénylindole) qui est un
fluorochrome spécifique de 'ADN. Les images obtsmnien microscopie a fluorescence
démontrent clairement la présence de noyaux cedsldragmentés apres traitement en
présence des deux tétrasulfures par rapport avdteifigure 47).

Contréle DAS, (50uM) DPS, (50pM)

Figure 47 : Images en microscopie a fluorescence (marquad®#1) de cellules MCF-7 en
apoptose apreés traitement &S, etDPS; (50 uM pendant 24 h).

Ces résultats confirment la capacité des compb#és et DPS; a induire I'apoptose des
cellules MCF-7. Ainsi, nous avons entrepris d’éundés mécanismes moléculaires impliqués
dans le déclenchement de I'apoptose.

2.4.2 Caractérisation du mécanisme apoptotique

Tout d’abord, nous nous sommes intéressés a deatgimes appartenant a la super
famille Bcl-2 (Bax et Bcl-2) qui jouent un role prordial dans la voie dite intrinseque de
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'apoptose. La protéine anti-apoptotique Bcl-2 esipable d’inhiber la protéine pro-
apoptotigue Bax en formant des hétérodiméres fsaetvec cette derniere. Ainsi, une
augmentation de Bax/Bcl-2 ne permet plus a la pretdcl-2 de neutraliser Bax. Les
homodiméres Bax vont alors se fixer a la membraieree de la mitochondrie et permettre
le relargage cytosolique du cytochromeComme lindique ldfigure 48, le traitement des
cellules MCF-7 par les deux tétrasulfurBAS, etDPS, a 50 uM) induit un augmentation du
niveau de transcrits bax/bcl-2. Une induction deeau d’expression de bax est associée a un
faible niveau d’expression de bcl-f2glre 48 A). De plus, lafigure 48 B montre une nette
diminution du niveau protéique de Bcl-2 des 6 H2th de traitement pddPS, et DAS,,
respectivement. Ces résultats révelent donc licagilbn des protéines de la famille Bcl-2, et
par conséquent de la mitochondrie dans le procegmystotique mis en jeu.

A 6h 12h 24 h

N N\ N\ N\ ! N\
(,30$ Q§ (,_)6§ Q\§§ (,)Q§ Q§
RN SR SR
L& F S F RS KL
bcl-2 (127 pb)
bax (489 pb) —— w— e — — — —

B-actine (160 ph) s s—— @— o - — — - —

S » S O S O S ®
& oF w@o & w@o w@g S ev@o S w@g w@o
& F S S F S XSS KL
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Figure 48 : Analyse RT-PCR du niveau de transcrits de geneBquogs dans la régulation de
I'apoptose (bax et bcl-2) chez des cellules MCFRaitdes pabAS, etDPS, (50 uM) pendant
6 - 24 h A). Analyse du niveau protéique de Bcl-2 par wesbdoh dans les cellules MCF-7
traitées pabDAS, etDPS, (50 uM) pendant 6-48 1Bj.

Ensuite, nous nous sommes intéressés a I'expredsidieux genes connus pour leur role
clé dans la régulation du cycle cellulaire et I'pfmse, p53 et p21. La protéine p53 est un
facteur de transcription tres peu actif en condititormale. Cependant, la présence de
dommages a I'ADN permet d’activer p53 qui va alorduire la transcription d’'un grand
nombre de genes impliqués dans le contrble du cgilelaire et 'apoptose. L'une des cibles
de p53 est le gene codant pour l'inhibiteur de Gifkl. Comme le montre kgure 49, le

niveau d’expression dp53 reste constant au cours du temps apres traitedesntellules
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MCF-7 parDAS, et DPS, (50 uM). De méme, aprés 48 h de traitement, uee faible
induction dep21 (x 1,3 en comparaison du contréle) laisse suppgser le mécanisme
d’induction de I'apoptose epb3indépendant dans ce cas.

A 6h 12 h 24 h 48 h
N N N N\ N N\ N N\
@0§ Q§ %Q\§ Q\§ %Q\§ Q\§ <°0§ ng
e L e o OO o &8 o 0@
S F S FE S S
SRR O N 2R O R O Y
p21 (531 pb) - - — \— —-—- — —
B-actine (160 pb) - e - — — — — e — — — —
B 1,6 1 mP21
# P53

Quantité relative de protéines
(rapportee ala B actine)

Figure 49 : Analyse RT-PCR du niveau de transcrits des gpB8«tp21 des cellules MCF-
7 traitées pabAS, et DPS, (50 uM) pendant 6-48 MA]. La quantification des niveaux de
transcrits est réalisée a I'aide du bioanalysewen@iboc XRS, Bio-RadR).

Ces résultats indiquent que la mise la mise enepthc processus apoptotique dans les
cellules MCF-7 implique la voie intrinseque mitodkoiale. Les composd3AS, et DPS,
modulent I'activation de protéines de la familld-BqBax et Bcl-2) mais semblent agir selon

un meécanisme qui est indépendant de I'expressiqbde
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2.4.3 Implication du stress oxydant

Nous avons vu précédemment que la réactivité chiendes polysulfures dans les cellules
pouvait conduire a la génération d’especes réactie 'oxygene (ERO) (cf. paragraphe
1.3.9. Composés naturels organosouffesCes especes réactives vont pouvoir réagir avec
différents constituants cellulaires (acides nuciég] protéines, lipides, sucres...) et
provoquer des dommages irréversibles qui vont coad cellule a entrer en apoptose.

Ainsi, nous avons évalué si l'induction de I'apasodes cellules MCF-7 était liée a la
génération de ERO par les compoBésS, et DPS,. Le statut redox des cellules MCF-7 a été
evalué par cytométrie en flux en utilisant leD¥CF-DA (2’,7’-dichlorodihydrofluoresceine
diacétate) comme marqueur. Ces mesures ont peenmsodtrer qu’un traitement des cellules
MCF-7 parDAS, et DPS, ne provoque pas d’augmentation significative deraduction
d’ERO f(figure 50). Ces résultats suggerent que I'action intracailelde ces composés est
ERO-indépendante dans ce cas.
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Figure 50: Analyse par cytométrie en flux (marquage ayD@EF-DA) du niveau
intracellulaire en ERO apres traitement des cdliMiéC-7 pendant différents temps (30 min
- 24 h) en présence @AS, etDPS; (50 uM).

2.5 Inhibition des phosphatases CDC25 dans les cell  ules
MCF-7

Nous avons ensuite évalué si le blocage en G2/MergB dans les cellules MCF-7
traitées par les composd3AS, et DPS, (50 pM), était associé a une inhibition des

phosphatases CDC25 dans les cellules. L'inhibitien ces enzymes peut étre estimée
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indirectement par western-blot car elle conduitagdumulation des formes phosphorylées
inactives des Cdk. Ldigure 51 indiqgue queDAS,; et DPS, (50 uM) conduisent a
'accumulation de pCdkl (x 1,6 et 1,7 par rappartcantréle, respectivement) et pCdk2 (x
2,1 et 2,5 par rapport au contrble, respectivenagmgs un traitement court des cellules MCF-
7 (6 h). Ces résultats sont en adéquation avekilbition des phosphatases CDC25A et C
observée sur les enzymes purifigéess/itro et concordent avec I'arrét du cycle cellulaire en
G2/M reporté précédemment. Cependant, 'accumulat® pCdkl et pCdk2 ne persiste pas
pour des traitements de plus longues durées ( k)1Pne diminution des pCdkl et 2 est
méme observée a partir de 24 h de traitement quigne altération du niveau protéique de
Cdk1 apres 48 h.

6 h 12 h 24 h 48 h
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Figure 51: Inhibition des phosphatases CDC25 dans leslesIMCF-7. Les cellules MCF-7
sont traitées pendant 6 — 48 h kS, et DPS, (50 uM) puis les niveaux protéiques de
Cdk1/2 et pCdk1/2 sont évalués par western-blotubaline est utilisée comme contrdle. La
guantification des niveaux protéiques est réalgsédaide du bioanalyseur ChemiDoc XRS
(Bio-Rad).

Ainsi, 'accumulation des formes phosphorylées fivas des Cdk semble corroborer
I'hypothése d’une inhibition directe de I'activiédzymatique des phosphatases CDC25A et C
par les composédAS, et DPS,. Cependant, cette inhibition de I'activité Cdk12epourrait
étre également due a une diminution de I'abondatesxe CDC25 dans les cellules. Pour
vérifier cette hypothese, nous avons évalué lesanix de transcrits (RT-PCR) et de protéines
(western-blot) des trois isoformes de CDC25 dasscldlules MCF-7 apres traitement par
DAS, et DPS, (50 pM) figure 52). Comme l'indique lafigure 52, aucune modification
significative des niveaux de transcrits et protginest observé pour les isoformes A et B de
CDC25. Concernant CDC25C, une diminution du nivyeeiéique apparait a partir de 12 h et
24 h de traitement pour les variants C1 et C5,edsgement. Cette observation n’a pas pu
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étre associée a une réduction du niveau globaratesdrit de CDC25C dans les cellules.
Ainsi, ces résultats suggerent l'implication de iifiodtions post-traductionnelles qui
pourraient expliquer la diminution protéique de (IBC pour des traitements longs (> 12 h).
C’est ce qu’ont montré Xiaet al. lors de I'étude des mécanismes cellulaires imgkgdans
l'activité cytotoxique du composBAS; sur les lignées de cancer de la prostate PC-3 et
DU145. Leurs résultats indiquent que I'arrét duleyeellulaire en phase G2/M observé est
associé a une hyperphosphorylation de CDC25C s&@et216 et a une dégradation de la
protéine (Xiaoet al. 2005). Plus récemment, une étude de Budchl. a également montré
gue l'activité antiproliférative des polysulfurd3AS, et DPS, sur les cellules HCT116
(cancer du colon) était associée une diminutionifiogitive de la protéine CDC25C (Buseh

al. 2010).
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Figure 52: Evaluation des niveaux de transcrits (RT-PCRjesprotéines (western-blot) des
phosphatases CDC25A, B et C dans les cellules M@&itées pendant 6 — 48 h i2AS, et
DPS; (50 uM). Lap-actine et la tubuline sont utilisées comme coesd@ans les expériences
de RT-PCR et western-blot, respectivement.

Nous avons montré que les compoBésS, et DPS, induisent une rapide inactivation de
Cdk1 et 2 qui sont présentes sous leur forme plooglgle inactive dans les cellules MCF-7
apres 6 h de traitement. De plus, aucune modifinates niveaux protéiques de CDC25 n’est

observée avant 12 h de traitement. Ces résultatertent donc I'hypothése d’une inhibition
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directe de I'activité enzymatique des CDC25A etdbglles cellules MCF-7 pour des temps
courts (< 12 h).

2.6 Conclusion

Ces résultats ont confirmé I'activité antiproliféva des deux tétrasulfures, qui ont été
reportés comme inhibiteurs de CDC25A et i€ vitro, sur des modeles cellulaires
d’adénocarcinome mammaire humain sensibles (MCEMDA-MB-231) et résistant (\Vcr-
R). Les composéBAS, et DPS, sont capables d’'induire un arrét du cycle celtelan phase
G2/M qui coincide avec I'accumulation de pCdkl etp2és des traitements de courte durée
(6 h). Des effets comparables ont déja été reppdaédierman-Antosiewicz et Singapres
traitement de cellules de cancer humain de la gi®gPC-3) par un autre OSBAS;. En
effet, un traitement de courte durée (8 h) par 80 de DAS; induit une accumulation de
pCdk1 dans ces cellules qui a pu étre associéetivition de la kinase Chkl et a un arrét du
cycle cellulaire en phase G2/M (Herman-AntosiewatSingh 2005). Comme nous l'avons
observé, cette accumulation de Cdkl sous sa fonaxtive ne persiste pas avec le temps.
Une explication a cette observation serait la fbssiéaction des OSC avec des thiols
intracellulaires comme le GSH. En effet, nous avems précédemment que I'activité
inhibitrice de ces composés vis-a-vis des phosphat&DC25 pouvait étre partiellement
altéréein vitro en présence d’'agents réducteurs comme le DTT @&fSld. Cependant, les
données actuelles de la littérature concernanédativité des polysulfures avec le GSH ne
nous permettent pas de prédire a quelle vitespb@eomene peut intervenir dans les cellules.

De plus, nous avons constaté que l'inactivatiorCd&l et 2 n’était pas associée a une
diminution du niveau protéique des CDC25, et notamnde CDC25C, dans les cellules
MCF-7 aprés 6 h de traitement pBAS, et DPS,. Contrairement a nos observations,
plusieurs études ont reporté que l'arrét du cyeleukaire induit par les OSC était associé a
I'inhibition de CDC25C par phosphorylation ainsi'@wsa destruction ERO-dépendante. En
effet, les OSCs agiraient en activant des voiesiglgalisation ATM/ATR, impliquant Chk1,
et p38 MAPK qui contribuerait a la phosphorylatidn résidu S216 de de CDC25C créant
ainsi un site de liaison a la protéine cytoplasmiq4-3-3 (Xiaoet al. 2009, Yuanet al.
2003). Parallelement a cela, Xiab al. ont montré qu’'un autre mécanisme d’inhibition de
CDC25C, indépendant de sa phosphorylation, pouvaitvenir. En effet, leur étude de 2005
a révélé que la destruction protéique de CDC25G temcellules PC-3 et DU145 traitées par
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DAS; était dépendante de la génération d’ERO comaieeDH,0,. Ceci a été confirmé par
des expériences de préincubation en présence diioxgdant, la N-acétyl cystéine, qui ont
permis de réduire significativement la dégradatienCDC25C dans les cellules traitées par
DAS;. Ces résultats suggerent que les ERO peuventexxdes modifications directes au
niveau de la phosphatase CDC25C qui vont réduirstaailité (Xiaoet al. 2009). Or, les
travaux de Savitsky et Finkel ont conforté cettpdifiése. lls ont montré que la dégradation
de CDC25C induite par 40, dans les cellules HelLa était indépendante dedagitorylation
de CDC25C et de l'activation de Chkl. L'étude ducamésme d’action, réalisé dans un
systeme acellulaire, suggere que l'oxydation deades Cys377 (cystéine catalytique) ou
Cys330 de CDC25C par.B, contribuerait a I'instabilité de la protéine (Saly et Finkel
2002).
Ainsi, nous pouvons penser que I'absence de matific du niveau protéique de CDC25C
dans les cellules MCF-7 peut s’expliquer par lg fgile nous n'avons pas décelé de
changement dans leur statut redox aprés 6 h dentramt palDAS, et DPS,. Ceci conforte
donc I'hypothése que linactivation de Cdk1 et Bservée dans les cellules MCF-7 apres 6h
de traitement, serait due a I'inhibition directel'detivité enzymatique des CDC25A et C par
les composéPAS, et DPS,. Cependant, nous ne pouvons exclure I'implicatea voies de
signalisation ATM/ATR et p38 MAPK dans l'inhibitiotle I'activité de ces enzymes.
Néanmoins, d’autres mécanismes d’action, impligiegss I'arrét du cycle cellulaire, ont
ete identifies (pour des revues récentes voir ®chefr al. 2009 et Icieket al. 2009).
Notamment, Hosonet al. ont démontré, grace a I'utilisation d’'un modelelhdairein vitro,
gue le composBAS; inhibait la polymérisation de la tubuline. Une lgsa en spectrométrie
de masse a permis de mettre en évidence qIFAE} induit I'oxydation de deux résidus
cystéine de Ig-tubuline (Cysl12 et 354) (Hosoret al. 2005). Enfin, il a également été
montré que les OSCs pouvaient moduler la transoniptle certain gene en augmentant
'acétylation des histones. Notamment, I'arrét dekules Caco-2 et HT-29 (cancers coliques)
en phase G2/M apres traitement pP&S, a été associée a linhibition de I'activité histon
déacétylase. Dans ce cas, I'hyperacétylation daertes induit I'expression de l'inhibiteur de
Cdk, p21 (Druesnet al.2004).

Par ailleurs, nous avons mis en évidence que lepasedDAS, etDPS, étaient capables
d’induire I'apoptose des cellules MCF-7 sans péedureur statut redox. Les résultats que
nous avons obtenus suggerent que la mitochondtergd un rdle primordial dans le

déclenchement du processus apoptotique. En eflasieprs études ont reporté que
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l'induction de la voie de signalisation intrinseqgfmeort cellulaire de type I), impliquant la
mitochondrie, est le mode d’action privilégié deSA@3 dans I'induction de I'apoptose. Ainsi,
les marqueurs apoptotiques communément reportéslaonodulation des protéines de la
famille Bcl-2 (Bax, Bak, Bid, Bcl-2, Bcl-xL...), la ggméabilisation de la membrane
mitochondriale avec relargage du cytochroenéactivation des caspases 3, 8 et 9... (pour
des revues récentes voir Schezkal. 2009 et Icieket al. 2009). Pourtant, si le type de mort
cellulaire est assez clairement établi, le réle uent les ERO dans le déclenchement de
'apoptose reste encore contesté. De nombreusdesetint mis en évidence le lien existant
entre l'induction du stress oxydant et I'apoptoss aellules traitées par les OSCs. Par
exemple, une étude de Xiabal.a montré que I'induction de I'apoptose de cellWlesancer

de la prostate (PC-3 et DU145) traitées par ldyditxisulfure (DAS;) était étroitement liee a
laugmentation du niveau intracellulaire en EROgXet al. 2004). Néanmoins, I'induction
du stress oxydant lors processus apoptotique pa&ssytématique. En effet, il semble que la
génération de ERO soit étroitement associée au dgfielaire étudié. Ainsi, comme nous
venons de le décrire dans le cas des cellules M@Feikllaet al. ont montré que I'induction
de l'apoptose des cellules U937 traitées PAS, est indépendante de la génération de ERO
(Cerellaet al. 2009).

3 Validation de la cible pharmacologique

Au cours de ce travail, nous avons utilisé une @gpe inédite au laboratoire d’inhibition
post-transcriptionnelle des phosphatases CDC25.epériences d’inhibition viennent en
complément des études realisées a l'aide des adibiteurs chimiqued)AS, et DPS,. En
effet, aprés avoir identifier les deux isoformes @BC25 affectées par ces composés
(CDC25A et C) et étudier leurs effets cellulairesus avons voulu vérifier I'impact de
l'inhibition spécifique de ces deux phosphatasesdas cellules MCF-7. Dans cet objectif,
nous avons choisi d’'inhiber l'activité des phosplsas CDC25A et/ou C a l'aide de petits
ARN interférents spécifiques de chaque isoformBNgi). Nous avons étudié les impacts
cellulaires de linhibition post-transcriptionnetie CDC25A, C et A+C sur les cellules MCF-
7 en réalisant les mémes tests que pour l'inhibitlimique (prolifération cellulaire, analyse
du cycle, induction de I'apoptose). La comparaidences résultats avec ceux obtenus pour
l'inhibition chimique devrait nous permettre de miedéfinir la ou les cibles intracellulaires

des inhibiteurs chimiques testés.

116



Résultats et Discussion

3.1 Validation de la transfection des cellules MCF- 7 par les
SiRNA

Pour ces expériences d’inhibition post-transcripiille, nous avons utilisé des mélanges
commerciaux contenant 4 séquences d’ARN interféspécifiques de CDC25A et C
(SmartPool siRNA, Dharmacon). Parallelement a aifégrents contrdles ont été effectués :
un contréle positif de transfection grace a I'stiion de 5 nM de siRNA MAPK1 (Qiagen) et
des contrdles négatifs en présence d’agent deférdims seul (0,2 % v/v) et de 5 nM d’un
siRNA ne possédant pas de cible cellulaire (« sblasiRNA », Qiagen).

Dans un premier temps, nous avons déterminé l&fiié de transfection des cellules MCF-7
en suivant I'évolution des niveaux de transcrit¥$-fRCR) et de protéines (western-blot) apres
différents temps d’exposition en présence des siRNXC25A et C. Ces essais préliminaires
vont nous permettre de déterminer la durée deferatisn optimale pour avoir une extinction
de CDC25A et C de maniere a pouvoir réaliser detsassfections avec ces deux siRNA. Les
résultats présentés digure 53 indiquent que dés 24 h de transfection nous obtenme
diminution des transcrits de CDC25A et C. Pour CBC2cette diminution du niveau global
de transcrits est associée a une réduction sigtiifec des niveaux des protéines C1 et C5.
Cependant, aucune modification du niveau protéap€DC25A n'a pu étre reportée. Ceci
parait assez surprenant car I'extinction des trasse CDC25A est compléte et effective dés
24 h de transfection. De plus, apres 48 h de teatish, le pool protéique préexistant de
CDC25A devrait étre dégradé car cette protéineceshue pour étre extrémement labile.
Ainsi, l'inhibition de la synthésde novode CDC25A devrait suffire a éteindre completement
cette protéine. Cependant, des études ont mongdagatabilité de CDC25A pouvait étre
augmentée dans certain type cellulaire, et notarhndens les cellules MCF-7. Cette
augmentation de la demi-vie de CDC25A a été assoé@édes modifications post-
traductionnelles qui réduiraient notamment la lyee ubiquitine-dépendante de CDC25A.
Cependant, la demi-vie de CDC25A ne dépasserait pa&® min dans les cellules MCF-7 en
conditions normales (Loffleet al. 2003). Ainsi, dans nos conditions expérimentalesst
difficile de savoir si nous avons réellement inhiBBC25A ou si I'absence de variation
pourrait étre du a un manque de spécificité dditarps anti-CDC25A utilisé. Malgré tout,
pour la suite de nos expériences, nous avons choesidurée de transfection de 48 h qui

permet d’inhiber significativement CDC25C.
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Figure 53 : Evaluation des niveaux de transcrits (RT-PCR) gbrdééines (western-blot) des
phosphatases CDC25A et C apres transfection dieteseMCF-7 avec des siRNA CDC25A
et C (25 nM) pendant différents temps (24 - 72 h).

Dans un second temps, des essais complémentaiteétéoméalisés en présence des

différents contrbles et de I'association des siRBIDC25A et C. Les cellules MCF-7 ont été

transfectées pendant 48 h et les niveaux de tig§RT-PCR) et de protéines (western-blot)

des différentes cibles cellulaires ont été évalfigsire 54). Une coloration des membranes

de nitrocellulose au rouge Ponceau a été réalisée yerifier ’homogénéité des dépbts

protéigues car nous avons noté que le niveau praéie la tubuline, qui est la protéine de

référence couramment utilisée au laboratoire, pbugae altéré dans des conditions

fortement cytotoxiques.
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Figure 54 : Evaluation des niveaux de transcrits (RT-PCR) gbrdééines (western-blot) des
différentes cibles étudiées (MAPK 1, CDC25A et @)es transfection des cellules MCF-7
pendant 48 h.

Nous avons validé l'efficacité de la transfectiogs dcellules MCF-7 grace a I'utilisation du

contréle + (SIRNA MAPK1) qui induit une diminutiashes niveaux de transcrit et de protéine
correspondants. L'inhibition des CDC25A et/ou Q& \é@alidée au niveau transcriptionnel car
I'utilisation des siRNA CDC25A et/ou C permet deluée significativement les niveaux des
transcrits correspondants. L'analyse des niveawtémues par western-blot permet de
valider I'extinction de CDC25C dans le cas d’urangfection simple et d’une co-transfection
avec le siRNA CDC25A. Cependant, nous avons égaienmnstaté une Iégere altération de
CDC25C dans les autres conditions de transfectiont(oles AT, - et +, SIRNA CDC25A)

qui pourrait étre consécutive a I'activité cytotpxe induite par I'agent de transfection. Par
contre, comme décrit préecédemment, aucune moddicatu niveau protéiqgue de CDC25A

n'a pu étre reportée en western-blot.

3.2 Etude de la prolifération cellulaire

Nous avons étudié les effets de I'inhibition desgghatases CDC25A, C et A+C sur la
prolifération des cellules MCF-7. Les cellules strahsfectées pendant différents temps (24 —
96 h) et le suivi de la croissance est effectu&€egi@ I'utilisation du test MTT (Mosmann
1983).

119



Résultats et Discussion

Comme l'indique Idigure 55, I'inhibition des phosphatases CDC25 induit unmidution de

la croissance des cellules MCF-7 (survie cellulaid %, 47 % et 43 % du contrbéle aprés 96
h de transfection avec les siRNA CDC25A, C et A+€spectivement). Ces résultats
semblent suggérer que l'inhibition de CDC25A esittde méme effective car les effets
observés sur la croissance des cellules MCF-7 significativement différents que ceux
obtenus pour les différents contréles. Nous pouvdgaement noté que la présence d’agent
de transfection seul (0,2 % v/v) induit une légéyttoxicité (85 % de survie cellulaire par

rapport au controle).
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Figure 55: Effets de l'inhibition post-transcriptionnelles phosphatases CDC25A, C et A/C
sur la croissance des cellules MCF-7. Les cellsted transfectées avec 5 nM de « scramble
SiRNA » (contréle -), 5 nM de siRNA MAPK1 (contrétg, 25 nM de siRNA CDC25A, 25
nM de siRNA CDC25C et 25 nM de siRNA CDC25A + 25 mlgl sSiRNA CDC25C pendant
différents temps (24 - 96 h). En parallele, deuxtdes négatifs sont réalisés : cellules MCF-
7 non traitées (contrdle) et en présence d’agettatisfection seul (controle AT). La viabilité
cellulaire est évaluée par le test MTT.

Des observations microscopiques ont été réaligges @8 h de transfection des cellules
MCF-7 avec les différents siRNA testdig(re 56). Dans la boite contréle, les cellules MCF-
7 adhérent au support par des prolongements dedisil@t se regroupent sous forme de
« colonie ». Dans les boites contréle AT et coetrdlnous pouvons déja noté la présence de
guelques cellules mortes en suspension. Enfinséolation des boites transfectées avec les
SiRNA MAPK1 (controle +), CDC25A, C et A+C, indiguwairement une diminution de la
proportion de cellules MCF-7 adhérentes au profined augmentation importante du nombre

de cellules en suspension.
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Contrble Controle AT Contréle - Contrdle +

siRNA CDC25A siRNA CDC25C siRNA CDC25A + C

Figure 56 : Observation microscopique des cellules MCF-7 (@&}, en présence d’agent
de transfection seul (contréle AT) et transfectéesc différents siRNA (5 nM de siRNA
contréle -, 5 nM de siRNA MAPK1, 25 nM de siRNA CR&A, 25 nM de siRNA CDC25C
et 25 nM de siRNA CDC25A + 25 nM de siRNA CDC25@npant 48 h.

Nous avons montré que l'inhibition post-transcoptielle de CDC25A et/ou C altére la
prolifération des cellules d’adénocarcinome mamenhirmain MCF-7 (inhibition de I'ordre
de 50 % par rapport au contréle). Ainsi, nous avensgepris d'étudier les mécanismes
cellulaires impliqués, notamment au niveau de lgulaion du cycle cellulaire et de

I'induction de I'apoptose.

3.3 Analyse du cycle cellulaire

Afin d'évaluer I'impact de linhibition des phosptases CDC25A et/ou C sur la
répartition des cellules MCF-7 dans les différerpeases du cycle cellulaire, nous avons
réalisé I'analyse du cycle en cytométrie en fluxéapmarquage des cellules a I'iodure de
propidium.

Comme le montre lfigure 57, la répartition des cellules MCF-7 dans les difées phases
du cycle n’est pas significativement affectée apnésgbition des phosphatases CDC25C et
A+C. Seule une légére induction de la proportioa dellules en phase G2/M est observée
apres transfection des cellules MCF-7 avec le siRNDIC25A.
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Figure 57 : Analyse de la répartition des cellules MCF-7 dassdifférentes phases du cycle
apres 48 h de transfection avec les différents AiRd¢tés. Trois essais indépendants ont éte
réalisés pour chaque condition.

Etant donné le réle primordial de CDC25A et C, abs lors de I'entrée en mitose que lors
du passage en phase S, nous nous attendions g déngibition de I'une ou l'autre des
isoformes induise des perturbations du cycle désleg MCF-7. Notamment, Turowskst

al. ont montré que l'inhibition spécifigue de CDC25A € inhibait la synthése d’ADN dans
des cellules Hela transfectées pendant 24 h awesiB&A spécifiques de chaque isoforme
(Turowskyet al. 2003). Plus récemment, Peregal. ont montré que I'inhibition de CDC25A
altére la prolifération de cellules U2-OS (ostéosare) et est associeée a un arrét de la
synthése d’ADN et a une perturbation de la tramsits2/M dans les cellules préalablement
synchronisées par le nocodazole (Pext@l. 2010). Les résultats que nous avons obtenus
sont assez surprenants mais il est important der mpie nos essais ont été réalisés sur des
cellules MCF-7 asynchrones apres 48 h de transfecAl partir de cet essai préliminaire, il
parait difficile d’évaluer I'implication de CDC25at C dans la régulation du cycle cellulaire
des cellules MCF-7. Ce travail nécessiterait ldisation d’'une cinétique de transfection ainsi
gue l'utilisation d’'une technique de synchronisatoellulaire
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3.4 Induction de I'apoptose

Dans la mesure ou les phosphatases CDC25 jouentlanclé lors du processus
apoptotique, nous avons recherché si l'inhibitiazs dsoformes A et/ou C était capable
d’'induire la mort cellulaire programmée des ceBulsICF-7. La mise en évidence de
'apoptose a été reéalisée a l'aide une seule tgdeni le clivage de la PARP (Poly-(ADP-
ribose) polymérase). L’analyse en western-blotgrtse dans lagure 58 révele, de maniére
surprenant, que linhibition des phosphatases AgtCA+C altére la mise en place du
processus apoptotique. En effet, le fragment dieda PARP (85 KDa) apparait clairement
dans les différents controle de transfection (éetAT, contrdle — et contrle +) qui est
probablement due a l'activité cytotoxique de l'agee transfection utilisé. Par contre, le
clivage de la PARP est peu visible apres extincltea CDC25A et/ou C dans les cellules
MCF-7. Cette observation ne semble pas relier adéfaut d’homogénéité des dépodts
protéiques comme l'indique la coloration des memésade nitrocellulose au rouge Ponceau.
Ceci suggere que l'extinction de CDC25A et/ou Curét I'apoptose des cellules MCF-7

induite par I'agent de transfection.

PARP-1 clivée (85 KDa)

Rouge Ponceau

Figure 58: Etude du clivage de la PARP-1 en western-bloéspransfection des cellules
MCF-7 avec l'agent de transfection seul (contr6l&),A5 nM de « scramble siRNA »
(contréle -), 5 nM de siRNA MAPK1 (controle +), 28/ de siRNA CDC25A, 25 nM de
SsiRNA CDC25C et 25 nM de siRNA CDC25A + 25 nM deNA CDC25C pendant 48 h.

De tels effets ont récemment été reportés par @hal. en 2010. En effet, ils ont montré
I'extinction de CDC25A dans les cellules Jurkatn{phome), par l'utilisation de siRNA
spécifique, réduisait significativement I'inductide I'apoptose par la staurosporine. De plus,
des expériences réalisées sur des cellules nasfetades indiquent que I'apoptose induite par
la staurosporine fait intervenir le clivage de CB&2t conduit a la formation d’'un fragment

C-terminal de 37 KDa possédant une activité prgpagimue. Ainsi, lors du processus
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apoptotique, les auteurs observent une diminutetagrotéine compléte (67 KDa) au profit
de I'apparition du fragment C-terminal de 37 KD&@G et al. 2010). Cependant, lors de nos
expériences, aucune condition de transfection me agermis d’observer de modification du
niveau de CDC25A malgré l'utilisation d’'un anticerpeconnaissant I'extrémité C-terminal
de la protéine. Concernant la phosphatase CDC2%xTina étude a ce jour n’a reporté une
potentielle activité pro-apoptotique de la protéiReur vérifier I'implication d’'une activité
pro-apoptotigue de CDC25A et C, nous pourrionsefgaht, comme&hou et al, étudier les
effets de l'induction de I'apoptose par un agentotmxique dans les cellules MCF-7

transfectées ou non avec les siRNA CDC25A et/ou C.

3.5 Inhibition post-transcriptionnnelle vs inhibiti on chimique
de CDC25A et C

Nous avons suggeéeré préecédemment que [linhibitionmiciue de [l'activité des
phosphatases CDC25A et C par deux tétrasulfureseli@ment présent dans I'ail et 'oignon,
DAS, etDPS,, pouvait étre responsable de leur activité anliigrative vis-a-vis de la lignée
d’adénocarcinome mammaire MCF-7. Ces effets onétpel associés a un blocage du cycle
cellulaire en G2/M ainsi qu’a I'induction de I'apimge de ces cellules.

De plus, nos expériences d’inhibition spécifiques gdnosphatases CDC25A et C par
I'utilisation des petits ARN interférents (siRNAhtoconduit également a une altération de la
prolifération des cellules MCF-7. Dans les condiidestées, aucune modification du cycle
cellulaire n'a été rapportée et ces inhibitionsctgpies n'ont pas permis d’'induire une
apoptose accrue des cellules MCF-7. Cependant, m@semmes pas certains d’avoir inhibé
completement CDC25A et cette étude, trés prélimenaiecessite encore d’étre approfondie.
Ainsi, il est difficile de conclure quant a l'impiacellulaire de l'inhibition de CDC25A et C
dans les cellules MCF-7.

L'objectif premier de l'utilisation de deux techmigs d’inhibition des phosphatases
CDC25A et C était de pouvoir comparer les effeteiobs suite a leurs inhibitions spécifique
par siRNA et chimique paDAS, et DPS,. Ainsi, 'observation d’effets comparables aurait
conforté I'hnypothése que l'inhibition de CDC25A €t est un des mécanismes par lequel
DAS, et DPS, exercent leur activité antiproliférative vis-a-vides cellules MCF-7.
Cependant, les quelques résultats obtenus ena@alimhibition post-transcriptionnelle des

CDC25A et C ne nous permettent ni d’'infirmer nicdafirmer cette hypothése.
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De plus, plusieurs limites a la comparaison dedegsx approches sont apparues. D’une part,
ces deux techniques ne nous permettent pas deffeales comparaisons en terme
d’amplitude et de cinétique d’inhibition. En eff&ds mécanismes d’inhibition impliqués sont
tres differents dans le cas des deux techniquemhihition chimique de [Iactivité
enzymatique par les compodeAS, et DPS, semble s’exercer rapidement (< 6 h d’apres les
résultats obtenus précédemment) contrairement rildition post-transcriptionnelle qui
nécessite d’'attendre l'arrét de la synthéeenovodes protéines. De plus, I'amplitude de
linhibition chimique est difficilement quantifiabl dans les cellules. Ainsi, linhibition
partielle ou totale des CDC25A et C n’induit proleabent pas les mémes effets cellulaires en
terme d'intensité et de cinétique d’action. D’aufrart, nous ne pouvons exclure que la
présence « physique » des protéines ait un roleuar jdans la mise en place certains
evenements cellulaires. Ceci a été montré pour GBQHtamment, dont la présence et le
clivage favorisent I'entrée des cellules Jurkaapaptose (Choeat al. 2010). Ainsi, I'absence
des protéines au sein des cellules lors de l'itibibipost-transcriptionnelle de CDC25A et C

pourrait perturber la mise en place de certaineéwents cellulaires.
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Conclusions et Perspectives

Au cours des derniéres années, de nombreusesna®iéipliquées dans la régulation du
cycle cellulaire sont apparues comme des cibleshdi dans le cadre du développement de
nouvelles molécules utilisables en chimiothérapies phosphatases CDC25, de par leurs
fonctions, sont apparues comme des candidats $seimes. Dans ce contexte, I'un des
objectifs de notre travail était de mettre en évadeune structure inhibitrice des phosphatases
CDC25 et den étudier les mécanismes d'action ks sur différentes lignées

d’adénocarcinome mammaire humain.

Dans un premier temps, la recherche de nouvellégames inhibitrices des phosphatases
CDC25 a nécessité la constitution de stocks proésigdes trois isoformes de CDC25
humaines purifiées (A, B et C). Parallelement a,cebus avons réalisé I'optimisation de la
mesure de I'activité phosphatasevitro par une technique fluorimétrique. Ces outils nois
permis de tester l'efficacité de différentes molésususceptibles d’exercer une activité
inhibitrice vis-a-vis des CDC25 et d’en évaluespgcificité d’action.

Un travail préliminaire de criblage de différentdasses de molécules potentiellement
inhibitrices a mené a l'identification de substamoaturelles actives. Ces molécules sont des
composeés organosoufrés retrouvés a I'état natared deux types de plantes herbaceées, I'all
(Allium sativuny et I'oignon @llium cepg. Nous avons montré que I'activité inhibitrice des
composés organosoufrés testés augmentait avearibraal’atomes de soufre présents dans
la molécule. Ainsi, les deux composes les plusfadiiAS, (diallyl tétrasulfure) eDPS,
(dipropyl tétrasulfure), ont été choisis pour urnalgation plus complete de leur activité. Les
résultats obtenus indiguent que ces deux tétrasglfagissent comme des inhibiteurs
irréversibles des phosphatases CDC25A éh @itro (Clso de I'ordre de 16 uM et 1 uM,
respectivement) alors que le domaine catalytiquéistdorme B est moins sensible @b
100 uM). Afin d’appréhender plus précisément lapeemante spécificité d’action de ces
inhibiteurs, il serait intéressant d’évaluer lewtgntiel vis-a-vis de l'isoforme compléte de
CDC25B et des sites catalytiques des isoformes @ &n effet, la capacité de ces composés
a réagir avec les thiols protéiques nous laissaiiser que ces derniers agissaient avec la
cystéine catalytique présente au niveau du sitedes phosphatases CDC25. Or, le domaine
catalytigue de ces enzymes est une région hauterneservée et il parait assez surprenant
gue l'activité de CDC25B ne soit pas altérée. @uysdisposons des formes complétes de
CDC25A et C et uniquement du site catalytique doiforme B. Ces résultats suggérent
donc que l'action deDAS,; et DPS, pourraient faire intervenir d’autres sites que ite s

catalytique de I'enzyme.
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L’activité antiproliférative des deux tétrasulfures été confirmée sur des modeéles
cellulaires d’adénocarcinome mammaire humain sEsiMCF-7 et MDA-MB-231) et
résistants a différents agents anticancéreux (VYcrcrette altération de la croissance des
cellules a pu étre associée a l'induction d’'untadé cycle cellulaire en phase G2/M. Ce
blocage concorde avec I'accumulation de pCdkladiservée apres des traitements de courte
durée (6 h) des cellules MCF-7 pBAS, et DPS,. Bien que ces observations soient en
adéquation avec l'inhibition des phosphatases CIBC26 C observée sur les enzymes
purifiéesin vitro, cette technique d’évaluation indirecte de I'atévCDC25 dans les cellules
permet de consolider notre hypothése. Pour comipl&tde étude, il serait intéressant
d’effectuer une mesure directe de [I'activité CDC2& fluorimétrie aprés immuno-
précipitation des enzymes suite au traitement didsles MCF-7 paDAS, etDPS,.

Par ailleurs, une induction de I'apoptose des IMCF-7 a également été reportée en
'absence de toute perturbation du statut redoxe dnalyse plus précise des mécanismes
moléculaires impliqués suggere que la mitochondtides protéines de la famille Bcl-2
pourraient jouer un réle primordial dans le déchement du processus apoptotique suite au
traitement des cellules MCF-7 faAS, etDPS,.

Afin de mieux appréhender la sélective d'action ads inhibiteurs vis-a-vis de cellules
cancéreuses, il aurait été intéressant de pouwvanpléter cette étude en testant I'activité de
ces composés sur un modele de cellules sainesgB&nous disposions au laboratoire d’'une
lignée épithéliale mammaire non tumorale immoréaipar la télomérase, l'utilisation de
celle-ci n’est pas parue trés judicieuse dans teecd’'une étude du cycle cellulaire car la
capacité de ces cellules a se multiplier a été fiéedi

L’ensemble des résultats obtenus lors de la carsati®n des tétrasulfideBAS, et DPS,
suggerent que l'inhibition des phosphatases CDC2BA serait un des mécanismes qui

contribuerait a I'activité anticancéreuse de cenmuses.

D’autre part, ce projet a permis la mise en pldcaeal approche, inédite au laboratoire,
d’inhibition post-transcriptionnelle des phosphataDC25A et C a l'aide de petits ARN
interférents. L’étude de I'impact cellulaire denhiibition spécifique de CDC25A et/ou C reste
encore trop préliminaire pour pouvoir préciser &erde chaque isoforme dans la lignée
MCF-7. De nombreuses interrogations persistentrengo’en a la possibilité d’effectuer un
paralléle entre les résultats obtenus apres imdribpost-transcriptionnelle et chimique des
phosphatases CDC25A et C.
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Pour la suite de ce projet, il parait essentielpdarsuivre la recherche de nouveaux
inhibiteurs en utilisant des approches « raisonnéasmme le criblaga silico par exemple.
Les données issues de la littérature ainsi queckasdtats des criblages réalisés au laboratoire
pourraient servir de point de départ a la miselaoepde cette approche.

De plus, les résultats d’inhibition encourageartnbs avec les composés organosoufrés ont
permis d’identifier que la présence d'une chaing/quufrée pouvait étre potentiellement
intéressante dans le cas d’inhibiteur de CDC25siAthes modifications chimiques autour de
cette partie active pourraient étre envisageesierdiaméliorer I'efficacité de ces composes.

D’autre part, il semble également important d’eagex I'utilisation des inhibiteurs de
CDC25 en complément d’agents chimiothérapeutiquesvantionnels (anthracyclines,
cisplatine, taxanes...) plutét qu’en utilisation seltn effet, l'intérét de tels inhibiteurs porte
aussi sur le fait qu’ils pourraient potentialises leffets de molécules classiquement utilisées
en thérapeutique. Ceci peut étre réalisé en évialeareffets d’association d’inhibiteurs de
CDC25 et de différents agents cytotoxiques surcdéisles cancéreuses en culture.

Enfin, pour les inhibiteurs de CDC25 présentanpdéentiel le plus prometteur, il sera
envisagé d'étudier leur activitdh vivo en évaluant notamment leur capacité a altérer la

croissance de tumeurs humaines xénogreffées clsenis nude.
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1 Production des phosphatases CDC25 purifiées et
mesure d’activité in vitro

1.1 Expression et purification des protéines de fus lon GST-
CDC25A,BetC

Les bactéries utilisées sont de la souche BL21 J#EYs S deEscherichia coli Leur
phénotype est le suivant : BEcm, cmpT, hsdS«r, mg.), galx (DE3), [pLysS Carj. Ces
cellules offrent la propriété d’étre facilementnséormables, méme par de grands plasmides,
avec une stabilité satisfaisante de 'ADN étrantgmrt en permettant la sélection des colonies.
Les cellules BL21 sont habituellement cultivéesrelieu Luria-Bertani (LB) [Bacto-tryptone
10 g/L, extrait Bacto-yeast 5 g/L, NaCl 10 g/L (pt¥,0 avec NaOH)], contenant 100 mg/L
d’ampicilline pour maintenir le plasmide.

Les genes CDC25A, B et C sont intégrés dans lenpiespGEX-2T (Amersham Pharmacia
Biotech, figure 57). Les séquences codant la forme complete desrimefo A et C sont

intégrées au plasmide alors que seule la séquemamicle site catalytique de CDC25B est
présente. Les bactéries transformées vont enpomwoir étre sélectionnées grace a la

résistance a I'ampicilline qui leur est conférée.

pGEX-2T (27-4801-01)
Thrombin

liey vat Pro Arg*Gly SerlPro Giy 1ie His Arg Asp
CTG GTT COG CGT GGA TCC,GCG BRA ATT CAT CGL GAC IGA CIG ACG

| BamH I gmar EcoR | Stop codons

pSjioABam7StopT

Pstl

pGEX

-4900 bp

Nar |

EcoRV

BstE 1l Psnmﬂ
Miul

Figure 57 : Carte de restriction et caractéristiques prialgp du vecteur pGEX-2T
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1.1.1 Préparation des cellules compétentes

Une culture de bactéries BL21 (6 mL), en phasgonentielle de croissancegph~ 0,4),
est arrétée en la plongeant dans la glace pen@antiri. Les cellules sont sédimentées par
centrifugation a froid a 1 500xg, puis remises agspsnsion dans 2,4 mL d'une solution
froide de CaCl (50 mM). Aprés incubation 10 min a 0°C, les c@tukont centrifugées a
nouveau, avant d’étre remises en suspension ddhgR24le la solution froide de CaGb0
mM). Cette suspension est ensuite distribuée patién de 120 uL dans des microtubes, puis
congelée immédiatement dans I'azote liquide. Ldisiles conservent ainsi leur compétence

pendant plusieurs mois.

1.1.2 Transformation des cellules compétentes

20 ng de plasmide circulaire sont ajoutés a la ensipn de cellules compétentes. Le
meélange est homogénéisé doucement puis placé aatacke. Apres 30 min d’incubation, la
suspension est placée pendant 90 s a 42°C, pu#ddugplonger dans la glace pendant 5
min. 300 pL de milieu SOB [Bacto-tryptone 20 g/ktrait Bacto-yeast 5 g/L, NaCl 0,5 g/L
(pH = 7,0 avec NaOH), 10 mM Mg&l 20 mM de glucose], contenant 50 pg/mL
d’ampicilline pour maintenir le plasmide, est inticavec un clone de cellules transformées
avec le plasmide pGEX-CDC25. La préculture est higeupendant une nuit & 37°C sous
agitation.

1.1.3 Cultures bactériennes

- Préculture
Du milieu LB (3 mL), contenant 50 pg/mL d’ampiail@é, est inoculé avec un clone
bactérien transformé avec le vecteur plasmidiquenptant d’exprimer les protéines GST-
CDC25. La préculture est incubée pendant une nug agitation a 37°C.

- Culture d’expression

Un litre de milieu LB, contenant 50 pg/mL d’ampiicie, est inoculé avec la préculture.
Cette culture est incubée sous agitation a 37°Gujasatteindre une absorbance a 600 nm
supérieure 0,4. A ce moment, I'expression des pregéde fusion GST-CDC25 est induite

par addition d'IPTG (Isopropyl-thi@-galactoside). Cette étape d’induction est réalisée
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pendant 5 h, sous agitation a 30°C en présencebdal d’IPTG. Enfin, les bactéries sont
récupérées sous forme de culot aprés centrifugati8n000 x g, 15 min, 4°C. Les culots
bactériens sont conservés a -80°C jusqu’a I'extmact

1.1.4 Extraction des protéines de fusion GST-CDC25

Les homogénats cellulaires sont obtenus aprés aticumbdes bactéries dans du tampon de
lyse [Tris 50 mM, NaCl 250 mM, EDTA 1 mM, PMSF GyiM, Triton X-100 0,1 % (v/v), 3
% de cocktail d’antiprotéases (Sigma-Aldrich)] pand30 min a 4°C puis sonication (5 x 30
s, sonicateur Vibra-cell, Bioblock, puissance 9@s débris cellulaires sont ensuite éliminés
par centrifugation a 25 000 x g, 45 min, 4°C. Lenageant est récupéré et stocké a -80°C

jusqu’a la purification.

1.1.5 Purification des GST-CDC25

La protéine de fusion est purifiée par chromatogiem’affinité sur un gel de GSH-
agarose (Sigma-Aldrich). Aprés équilibration detdonne de GSH-agarose avec du tampon
de lyse, I'extrait bactérien est incubé pendant&8847C. La colonne est ensuite lavée avec 5
volumes de tampon de lyse puis 5 volumes de taripsnA pH 8,2 [Tris 50 mM, NaCl 50
mM, EDTA 1 mM, DTT 1mM]. La protéine de fusion eduée par addition de 20 mM de
glutathion réduit dans du tampon Tris A. L’éluat eueilli par fraction de 1 mL et I'activité
phosphatase de chaque fraction est évatugiro par fluorimétrie (technique décrite dans la

section « 1.2. Mesure de l'activité phosphataseCGI2825in vitro »).

1.2 Mesure de l'activité phosphatase des CDC25inv  itro

La mesure d’activité phosphatase des protéineasierf GST-CDC25 est réalisée grace a
une technique fluorimétrique basée sur la déphasgfaimn de la 3-O-méthylfluorescéine
phosphate (OMF-P). Ceci conduit a la formation d’produit fluorescent, la 3-O-
meéthylfluorescéine (OMF)igure 58). La réaction est réalisée en microplaque 96 mlats
un volume final de 100 pL en présence de 315 ngRIE25A, 500 ng de CDC25B et 414 ng
de CDC25C. La réaction s’effectue dans du tampas dépourvu d’agent réducteur [Tris-
HCI 50 mM (pH = 8,0), NaCl 50 mM, EDTA 1mM, SAB 0% (m/v)] et est déclenchée par
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I'ajout de substrat (500 uM = 10 xuiK La fluorescence émise est suivie pendant 2 0°& 3

grace a un lecteur Cytofluor®, Biosystem (filtreextitation = 485 nm et filtre d’émission =
510 nm).

Phosphatase

3-0O-méthylfluoresceine phosphate (OMF-P) 3-O-méthylfluoresceine (OMF)
non fluorescent fluorescent : excitation 485nm / émission 510nm

Figure 58: Principe de la mesure d’activité phosphatasguenimétrie

La vitesse de déphosphorylation du substrat (OMpaP)es phosphatases est proportionnelle
a l'activité des enzymes. Ainsi, nous pouvons éain vitro I'activité de composés
potentiellement inhibiteurs des phosphatases CDER5effet, en présence d’inhibiteur, la
vitesse la formation du produit (OMF) sera diming#ecomparaison de l'activité contrble
sans inhibiteur. Pour les essais, les protéinesmbmantes CDC25 sont préalablement mises
en contact avec l'inhibiteur potentiel pendant 2 & 30°C. Puis le substrat (OMF-P) est
ajouté et la mesure d’activité est suivie pendanta?in d’obtenir une cinétique de formation

du produit.

L’essai de réversibilité de I'inhibition des CDCa%té mis en place a partir du protocole
décrit par Brezaket al. en 2005 et adapté a nos conditions expérimentesnesure
d’activité phosphatasen vitro. La phosphatase CDC25C purifiee (10 pg) est ineude
présence d’'une concentration active en inhibitdir {M) pendant différents temps (0-90
min). Ensuite, le mélange réactionnel enzyme-iitdaiio est dilué 100 fois dans du tampon de
réaction [Tris-HCI 50 mM (pH = 8,2), NaCl 50 mM, EB 1mM, SAB 0,1 % (m/v)] de
manieére a atteindre une concentration en inhibitpur est inactive (0,1 pM). L'activité
phosphatase est ensuite mesurée, comme décritdpréotent, en présence de 414 ng de
protéine et 500 uM de substrat (OMF-P).
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2 Culture cellulaire

2.1 Les lignées cellulaires

La lignée cellulaire MCF-7 (ECACC, UK) issue d’adéarcinome mammaire humain
sera utilisée. Cette lignée a été développée paRith (Michigan Cancer Foundation). Lors
de cette étude, nous avons également utilisé greédi de cellules de cancer de sein
métastatiques isolées d'une effusion pleurale, MBB-231 (ATCC, HTB-26). Nous
disposons aussi d'une lignée de cellules MCF-7 uesdésistantes a la vincristine, Vcr-R
(Whelanet al1992). Enfin, la lignée épithéliale mammaire noncg&aeuse immortalisée avec
une transcriptase inverse, hTERT-HME1 (ATCC, CRI@)) a été utilisée comme modéle
de cellules saines.

2.2 Conditions de culture

Les manipulations sont effectuées dans des conditgtériles sous une hotte a flux
laminaire vertical. Les cellules sont maintenuescelture en monocouche en flacon de 75
cnt en présence de milieu compl&apleaux 6et 7 enannexe 9 dans un incubateur & 37°C,
en atmosphere humide a 5% de,C& milieu est renouvelé tous les 2 ou 3 jours.

Lorsque les cellules sont au stade sub-confluemhilieu de culture est éliminé par aspiration
et les cellules sont détachées du support a I'didee solution de trypsine-EDTA 1X.

L’action de la trypsine est stoppée par I'ajoutrditolume de milieu de culture. Les cellules
sont récupérées sous forme de culot apres cerdtifuga 500 x g, pendant 5 min a
température ambiante puis sont resuspendues damslidu complet. Une fraction de cette
nouvelle culture est utilisée pour la numératiolutare, réalisée au moyen d’une cellule de
Mallassez, apres coloration au bleu trypan (0,4%. \De nouvelles cultures peuvent alors

étre ensemenceées a la densité souhaitée.

2.3 Congeélation et décongélation des cellules

Lors de la congélation, les cellules sont misessespension & raison de 3 x°10
cellules/mL dans du milieu de congélation froidIljeni complet additionné de 10 % (v/v) de
sérum de veau feetal (SVF) et de 5 % (v/v) de digistitfoxyde (DMSO, Sigma)]. Cette

suspension cellulaire est conditionnée par fraatierl mL dans des cryotubes qui subissent
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alors des paliers de congélation (20 min a -20°S pua 24h a -80°C) avant d’étre plongés

dans l'azote liquide pour conservation.

Lors de la remise en culture, la suspension céltukst décongelée rapidement a 37°C. Puis
le milieu de congélation est éliminé avant la mése culture des cellules dans du milieu

complet.

2.4 Traitement et récupération des cellules en cult  ure

Les traitements sont réalisés sur des culturesmmrsstes a 1 x f@ellules en boites de
Pétri (surface = 63,6 ch 24h aprés ensemencement, les cellules sonédsaivec des
concentrations connues de molécules a tester.I&anaént a cela, les témoins recoivent le
méme pourcentage de solvant que les cellulesdr(généralement 0,5 % (v/v) de DMSO).
Les cultures sont ensuite incubées a 37°C penddetrips désiré.

A l'issu du traitement, la totalité des cellules Exupérée. Le milieu de culture contenant les
cellules détachées est prélevé et les cellulesrantas sont récupérées, soit par grattage, soit
par trypsination. Les cellules sont récupérées &wuse de culot apres centrifugation a 500 x
g pendant 5 min a 4°C. Le culot cellulaire est éadavé trois fois dans du tampon PBS 1X
froid [0,2 g/L KH,PQy, 1,15 g/L NaHPQ,, 0,2 g/L KCI, 8 g/L NaCl, Eurobio]. Les culots
secs ainsi obtenus sont conservés a -80°C jusgtracéon des ARN totaux ou récupération

des protéines.

2.5 Transfection transitoire des cellules MCF-7 par des ARN
interférents (SIRNA)

Les expériences de transfection ont été réaliséeplague 6 puits sur des cultures
ensemencées a 2 x “1@ellules / puits. 24h aprés ensemencement, ldsle=lsont
transfectées a l'aide d’'un agent de transfectioharmaFECT® 1 (Dharmacon) selon le
protocole décrit par le fournisseur. L’invalidatiales phosphatases CDC25A et C a été
réalisée en présence de 25 nM de SmartPool siRNEZ5B et/ou 25 nM de SmartPool
CDC25C (Dharmacon). Parallelement a cela, différeciintréles ont été effectués: un
contrble positif de transfection grace a l'utilisat de 5 nM de siRNA MAPK1 (Qiagen) et
des contrdles négatifs en présence d'agent deférdims seul (0,2 % v/v) et de 5 nM d’un
siRNA ne possédant pas de cible cellulaire (scransiiRNA, Qiagen). Les cultures sont

ensuite incubées a 37°C pendant le temps désiré.
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3 Mesure de la viabilité cellulaire

3.1 Test de cytotoxicité au MTT

Ce test est utilisé pour évaluer la viabilit¢ delie en présence de molécules
potentiellement cytotoxiques. Il est basé sur lducéon du MTT (bromure de 3-[4,5-
diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazolium ou ebl de thiazole) par la succinate
déshydrogénase mitochondriale en cristaux insatuideformazan (Mosmann 1983g(re

59). La quantité de cristaux formeés est proportiolenali nombre de cellules vivantes.

Succinate déshydrogénase
NADH NAD*

N—nN \/ NH—NH
@ = >
/N N ~NH N
N Y/ CH, NH \( CH,
\/ _/
T CHa

Formazan CHs

M

Figure 59: Principe du test de cytotoxicité au MTT

Les tests de viabilité sont réalisés en microplagde culture 96 puits (surface
individuelle de 0,36 cf) aprés ensemencement de chaque puits avec 10eD0@s: Aprés
24 h d’incubation, les cellules ont adhéré au fded puits et 100 pL des différentes dilutions
d’agents cytotoxiques, préparées dans du milieeulieire frais, sont substitués au milieu
initial. Deux témoins sont réalisés en présencanilieu de culture seul et du milieu de
culture contenant le solvant de solubilisation dedécules a tester (0,5 % v/v). Aprés un
temps de traitement approprié (6-72 h) a 37°Cpidigux sont éliminés par aspiration et les
tapis cellulaires sont lavés avec du tampon PBSUné solution de MTT (500 pg/mL de
milieu de culture) est ajoutée a raison de 100 @b pguits et est laissée au contact des
cellules. Aprés 3h d’incubation a 37°C, le DMSO sgbstitué a la solution de MTT dans
chaque puits afin de dissoudre les cristaux dedaam. L'intensité de coloration est mesurée
par spectrophotométrie a 550 nm au moyen d’'unuecte plaques (Dynatech MR5000). Les
valeurs de G} sont estimées grace a un programme informatiquealbel, GImTox (Maul
1992).

137



Matériels et Méthodes

3.2 Test d’exclusion au bleu Trypan

L'effet des composés sur la croissance cellulamepouvoir étre évalué grace a la
réalisation de courbes de croissance. Pour cedagdBules sont ensemencées en plaque 6
puits & raison de 2 x i@ellules/puits. Aprés adhésion cellulaire, lesube$ sont mises en
présence des composés a tester. Toutes les 24tiljda de culture (contenant les cellules
mortes flottantes) est récupéré et les cellulegmmitttes sont détachées de leur support apres
action de la trypsine. Le nombre de cellules vigardgt mortes est déterminé directement par
comptage en cellule de Malassez apres coloratidnieauTrypan, colorant ne marquant que

les cellules perméables, donc non viables.

3.3 Détection de I'apoptose en microscopie a fluore  scence

Afin de visualiser la condensation et la fragmeatatle 'ADN lors de I'apoptose, nous
avons utilisé un marquage classique des noyauxlaieds au DAPI. Le DAPI (4',6-
diamidino-2-phénylindole) est une molécule fluoerde capable de se lier a TADN double
brin. Celui-ci émet une fluorescence bledemn(ssion= 454 nm) apres excitation dans I'UV
(Aexcitation = 364 nm). A lissu des traitements, les celluas suspension et les cellules
adhérentes, préalablement décollées a la trypsime récupérées puis lavées au PBS 1X. Les
cellules sont ensuite projetées sur lames histplmg par centrifugation (Rotofix 32,
Hettich). Le marquage au DAPI (10 pg/mL) est efiéatntre lame et lamelle pendant 20 min
a l'obscurité puis les lames sont immédiatemenendg®es sous microscope a fluorescence
Nikon Eclipse 80i.

3.4 Evaluation du potentiel membranaire mitochondri al

L’évaluation du potentiel mitochondrial cellulaieeété réalisée en microscopie a l'aide
d’'une sonde fluorescente nommeée JC-1 (invitrog@@)1l est une molécule cationique qui
s’accumule spécifiqguement dans la mitochondrie $ouse de dimeres lorsque cette derniere
est polarisée et émet une fluorescence rodggiséon = 590 nm). Par contre, lorsque la
mitochondrie est dépolarisée la sonde est libres darcytoplasme et émet une fluorescence

verte Qemission= 525 nm). Lors de ces expériences, un contrééipa été réalisé en présence
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de 20 uM d’'une molécule connue pour induire unédeaphute du potentiel mitochondrial
(CCCP oucarbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone).

Aprés traitement des cellules MCF-7, le marquageréalisé en petites boites de Pétri
(surface = 9,6 cf) en présence de 1 pg/mL de JC-1. Il est importEntnoter que le
marquage s'effectue pendant 15 min a 37°C et asdohté. Le tapis cellulaire est ensuite
lavé deux fois au PBS 1X a 37°C. Les cellules somhédiatement observées sous UV a
l'aide d’'un microscope Nikon Eclipse 80i (filtreagse-bande 510/56 et 450/90). Les images

obtenues sont issues de la superposition des @gaux de fluorescence.

4 Etude de I'expression des genes (RT-PCR)

Cette étude permet d’évaluer I'abondance des ARBImMgméthode de rétrotranscription
(RT) associée a la réaction en chaine par la Thgragoase (PCR). Les ARN totaux sont
extraits et la fraction des ARNm polyadénylés estuge sélectionnée lors de I'étape de RT.

Les ADNCc d'intérét sont ensuite amplifiés par P@rsquantitative.

4.1 Extraction des ARN totaux a partir des culots ¢ ellulaires

L’extraction des ARN s’effectue en utilisant un ctfaprét-a-'emploi, 'EXTRACT-
ALL® (Eurobio) selon le protocole décrit par Chomczyrsk Sacchi. Ce réactif permet
d’isoler, en une seule étape, simultanément les ARDN et protéines a partir de cellules.

Les cellules cultivées en boite de Pétri sont lyg# addition d’l mL d’EXTRACT-ALE
(pour 1-10 x 1B cellules). Aprés homogénéisation, une incubatierbdmin & température
ambiante va permettre la dissociation des complexesléoprotéiques. 200 pL de
chloroforme sont ajoutés et le mélange est aggéweusement pendant 15 s. Aprés 3 min
d’'incubation, lI'ensemble est centrifugé a 12 000gxpendant 15 min a 4°C. Aprés
centrifugation, les ARN, présents dans la phaseewsp supérieure incolore, sont
soigneusement prélevés. La précipitation des ARNfetue ensuite par ajout de 500 pL
d’isopropanol (incubation pendant 10 min a tempgeatimbiante). Aprés une centrifugation
a 12 000 g pendant 10 min a 4°C, les ARN forment un préciplgnchatre au fond du tube.
Le culot d’ARN est ensuite lavé une fois dans kdthl a 75 % puis en centrifugeant a 7 500
x g pendant 5 min a 4°C. Aprés séchage a l'air, letaliARN est solubilisé dans I'eau ultra-

pure exempte d’activité RNase et DNase (NF\Noglease-free watgr
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La concentration en ARN de la solution ainsi obtepat estimée par spectrophotométrie UV
a 260 nm (1 UBesp~ 40 pg ARN / mL). La qualité des ARN totaux sestireée grace a la
valeur du ratio Aso/A2g0 (> 1,8 pour des solutions sans contaminant ADNrotéique) et par

électrophorése en gel d’agarose a 2 %.

4.2 Rétrotranscription des ARNm

L’étape de rétrotranscription (RT) va permettresyathese d’ADNc simple brin a partir
des molécules d’ARN présentes en solution. L'w@tlsn d’amorces oligodT permet la
rétrotranscription sélective des ARNm polyadény&@saque réaction de rétrotranscription est
réalisée sur 2 pg d’ARN totaux et en présence ddl- RT (Moloney Murine Leukemia
Virus Reverse Transcriptas€roméga) dans un thermocycleur de type PTC-100M%" (

Research) selon les conditions décrites datebleau 8

Tableau 8: Conditions réactionnelles de la rétrotransavipti

Réactifs Volume réactionnel  Concentration finale
ARN totaux 2 ug -
OligodT (200 uM) 2 uL 10 uM
NFW qgsp 15 pL -
Dénaturation (10 min & 70°C)
Tampon RT (5X) 8 uL 1X
dNTP (25 mM) 0,8 uL 0,5 mM
M-MLV RT (200 U/pL) 2 uL 0,25 U/ pL
RNasin (40 U/uL) 1,2 0,03U/puL
NFW 13 uL -

Rétrotranscription (1 h a 40°C)

4.3 Amplification des ADNc par PCR

Lors de l'étape de PCR, les séquences d’ADNc d@ttgont étre amplifiées grace a
'action de laTaq ADN polymérase (Eurobio), dans les conditions iiésrci-dessous

(tableau 9.
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Tableau 9: Conditions réactionnelles de PCR

Réactifs Volume réactionnel Concentration finale
NFW 18 pL i
MgCl, (50 mM) 0,75 pL 1,5 mM
Tampon PCR (10X) 2,5 uL 1X
dNTP (25 mM) 0,25 pL 0,25 mM
Tag ADN polymérase (5 U/ uL) 0,5 uL 0,21U/puL
ADNc 2 uL -
Amorce cible S/AS (10 uM) 1pul 0,4 uM

La réaction d'amplification est réalisée dans thmyeleur de type PTC-100™ (MJ
Research) selon le programme suivant :

- 2mina95°C

- Dénaturation : 45 s & 95°C

- Hybridation : 45 s & 60°C x nombre de cycle

- Elongation : 1 min 30 s a 72°C

- 5mina72°C
Préalablement a cela, d’autres conditions expétiahes ont du étre optimisées telles que le
choix des amorces, la température d’hybridatiomdmbre de cycle réalisé... Les séquences
des amorces des génes étudiés ont été définieiradea séquences d’ADNc décrites dans la
littérature. Les couples d’amorce ont été choisirespectant les regles habituelles : aucun
risque d’hybridation intra- ou intermoléculaire mntamorces, méme longueur et méme
composition en G et C. Les séquences des amolitiedag (Eurobio) sont présentées dans le
tableau 10Enfin, des cinétiques d’amplification de chaqueMDd'intérét ont été realisées
afin de définir le nombre de cycle de PCR nécessa@rmettant d’effectuer une analyse

guantitative.
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Tableau 10 :Amorces utilisées pour I'étude par PCR de I'expgmsde genes d'intérét

Geéne ] région Nombre de
o Séquence (5-3)
d’intérét amplifiée (pb) cycle de PCR

) S GGA CGA CAT GGAGAA AATCTG G
[ actine 174 24
AS TGG ATA GCAACG TACATG GCT G

S TGG AGA GAATCT GAAGAA TG
CDC25A 447 32
AS TTG CCATTC AAA ACA GAT GC

S AAT CTT CTG ATG CAG GTC TC
CDC25B 273 28
AS CATCATTCT CCTTGTCTT CC

S TCT ACG GAACTCTTCTCATC
CDC25C 309 30
AS AAG TCC TGA AGA ATC CAG GT

S GGA GTT GTG TAT AAG GGT AG
cdk 1 456 30
AS GAGTGT TACTACCTCATG TG

S ATC AAG AGC TATCTG TTC CA
cdk 2 396 30
AS ATC AGG CAT AGA AGT AAC TC

S TAT TCG AGC ACC AAC CAT CGA GCA
Mapk1 221 26
AS TGA GAT CAC AGG TGG TGT TGA GCA

S AGG AGG CGC CAT GTC AGA AC
p21 531 28
AS AGGACTGCAGGCTTCCTGTG

S ATT CTG GGA CAG CCA AGT CT
p53 437 28
AS GGAGTC TTC CAG TGT GAT GA

S CTGTGG ATG ACT GAG TACCT
bcl-2 127 32
AS GAG ACA GCC AGG AGA AAT CA

S GTTTCATCC AGG ATC GAG CA
Bax 489 32
AS CCATCTTCTTCCAGATGG TG

5 Western blot

5.1 Préparation des échantillons cellulaires

La préparation des échantillons utilisés pour wasibéot nécessite de resuspendre et
d’'incuber pendant 30 min a 4°C les culots cellegidans du tampon de lyse [10 mM Tris-
HCI pH 7,4, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 100 mM NaCl, 1 mNaF, 20 mM NgP,0O7, 2 mM
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NaVO4, 0,3 M PMSF, 0,1 % (m/v) SDS, 0,5 % (m/v) déoxyal® 1 % (v/v) Triton X-100,

10 % (v/v) glycérol, 3 % de cocktail d’antiprotéas€sigma-Aldrich)]. Les suspensions
cellulaires obtenues sont traitées aux ultrasonaison de trois séries de 10 s (sonicateur
Vibra-cell, Bioblock, puissance 50). Une centriftiga (15 min, 12 000 x g, 4°C) permet de
séparer les molécules solubles présentes dans riegeant des deébris membranaires
retrouvés dans le culot. 40 pug de protéines sopbs#is dans les puits du gel aprées
détermination de la concentration en protéinedgaréthode de Lowry (Lowrgt al. 1951).

5.2 Electrophorése en gel dénaturant de polyacrylam  ide (SDS-
PAGE)

L'électrophorése en gel de polyacrylamide (PAGE)X eSalisée en conditions
dénaturantes, en présence de dodécylsulfate densd@DS) qui conféere aux protéines une
charge négative et permet de les séparer selorddler Les protéines sont dénaturées dans
du tampon [Tris-HCI 100mM pH 8,0, urée 3,6 M, DTO &M, SDS 20 % (m/v), bleu de
bromophénol 0,003 % (m/v)] et leur séparation ésilisée aprés passage dans un gel de
concentration & 5 % puis dans un gel de sépara®nl0-14 %. Le systéme Mini-
PROTEAN® 3 (Bio-Rad) est utilisé pour réaliser ¢élrophorése. La migration est faite a
température ambiante dans un champ électrique\(1&d présence de tampon de migration
[Tris 250 mM, glycine 1,92 M, SDS 1 % (m/v)].

5.3 Immunoblot

Apres SDS-PAGE, les protéines sont transféréesiseirmembrane de nitrocellulose en
présence de tampon de transfert [12,5 mM Tris,M,dlycine, 10% (v/v) méthanol]. Cette
étape utilise un systéme de transfert humide X8eteLock™ Mini-Cell (Invitrogen) a une
tension de 25 V pendant 1 h. L'efficacité du transest alors vérifiée par coloration de la
membrane au rouge Ponceau [0,2 % (m/v) de RougeeBan3 % (v/v) d’acide acétique]. La
membrane est ensuite saturée dans du tampon TB3TrisXHCI 20 mM pH 7,6, NaCl 137
mM, Tween 20 0,1 %] contenant 5 % (m/v) de laigéwé. La membrane est ensuite lavée (3
x 5 min) dans du TBST 1X puis incubée avec I'ampsgorimaire pendant la nuit a 4°C. Les
anticorps primaires sont dilués dans du tampon TBRT anti-CDC25A monoclonal (F-6,
Santa Cruz) au 1/20@nti-CDC25B polyclonal (C-20, Santa Cruz) au 14,0énti-CDC25C
polyclonal (C-20, Santa Cruz) au 1/1000, anti-Cdkdnoclonal (POH1, Cell Signaling) au

143



Matériels et Méthodes

1/2000, anti-Cdk2 monoclonal (D-12, Santa Cruz)1&00, anti-pCdk1 polyclonal (C-19,
Santa Cruz) au 1/1000, anti-pCdk2 polyclonal (Sdabtaz) au 1/1000, anti-PARP clivée
polyclonal (214/215, Invitrogen) au 1/1000, antiBcmonoclonal (Clone 124, Dako
Cytomation) au 1/500, anti-MAPKZ1 polyclonal (C-1Santa Cruz) au 1/750 et anti-tubuline
monoclonal (DM-1A, Sigma) au 1/3500.

La membrane est ensuite lavée (3 x 5 min) avartred’@arquée pendant 1 h avec un
anticorps secondaire couplé a la peroxydase defR@ifRP) : anti-IgG de lapin préparé chez
la chevre (Santa Cruz) dilué au 1/7500 ou anti-tgGouris préparé chez le lapin (Bio-Rad)
dilué au 1/7500.

Apres lavage (3 x 5 min) dans le TBST 1 X, la meankrest mise en présence du substrat de
la HRP (kit luminol reagent, Santa Cruz) et le niage est révélé a l'aide du bioanalyseur
ChemiDoc XRS (Bio-Rad).

6 Analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flu X

L’analyse du contenu en ADN des cellules permealé@terminer la répartition des cellules
dans les différentes phases du cycle cellulaire &152, M). Au cours du cycle cellulaire,
les cellules vont passer du stade diploide (2nmshsmmes), qui correspond aux phases GO ou
G1, au stade tétraploide (4n chromosomes), quespond aux phases G2 et M, avant de se
diviser et de retrouver un contenu 2n. L'iodurepdepidium (IP) est un fluorochrome et un
agent intercalant de I’ADN qui va permettre de dietmer les cellules 2n et 4n. L’intensité
du marquage a I'lP va étre proportionnelle a lantjtad’ ADN présent dans les cellules. L'IP
permet également d’identifier les cellules en pHagiont le contenu en ADN est transitoire
entre I'état diploide et tétraploide.

Apres traitement, la totalité des cellules est pécée et lavée au PBS 1X. Les cellules sont
ensuite fixées et perméabilisées dans I'éthand &o8puis sont stockées a -20°C jusqu’au
moment de l'analyse. Le marquage a l'iodure de igiom (IP 50 pg/mL, RNase A 20
pg/mL, Triton X-100 0,1 % dans du PBS 1X) est dffécl5 min avant passage sur le
cytometre (FACScalibur, Becton Dickinson®). L'acgjtion du signal est realisée par le
logiciel CellQuest™ et I'analyse des données eftcafée par la suite par un logiciel

spécifique de I'analyse du cycle cellulaire, ModHt™.
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7 Evaluation du stress oxydant cellulaire

Le 2',7’-dichlorodihydrofluoresceine diacétate ,(BCF-DA) est utilisé pour la détection
d’especes radicalaires oxygéenées (ERO) intracetslalLes ERO sont principalement :
I'anion superoxyde (&), le radical hydroxyle (HQ, le peroxyde d’hydrogéne (B,), les
radicaux peroxydes (RO I'oxyde nitrique (NO)...

Le H,DCF-DA est une petite molécule non polaire, nomorbiscente qui diffuse librement
dans les cellules dans lesquelles elle sera dééegbar les estérases intracellulaires en un
composé polaire et non fluorescent. En présenéeRi®, et plus particulierement en présence
de peroxyde d’hydrogéne, ce composé va étre ragidieaxydé en 2',7’-dichlorofluoresceine
(DCF), hautement fluorescent. La fluorescence tastd sera donc proportionnelle a la
concentration en ERO intracellulaires.

Apres traitement, la totalité des cellules est pécée et lavée au PBS 1X. Les cellules sont
ensuite marquées awbBICF-DA (5 uM). Aprés 15 min d’incubation a I'obsa#ért I'analyse

des échantillons est réalisée par cytométrie en flu

8 Dosage de protéines par la méthode de Lowry

La concentration en protéines des échantillonsilegles est estimée grace a la méthode
proposeée par Lowrgt al, par comparaison a une gamme de concentrationresmaentre 0
et 25 pg/mL de sérum albumine bovine (SAB). L'abance est mesurée a 660 nm. La
gualité des dosages est contrdlée en vérifianbtaentration d’'un standard, une solution de
SAB de concentration connue, qui est traitée eallgde des échantillons mesurés.

9 Analyses statistiques

Les analyses statistiques des résultats sont derp@e des expériences réalisées au
moins trois fois et de maniere indépendante. Lesltas sont présentés comme une moyenne
+ écart-type. Leur significativité a été évaluéer pa test t de Student qui permet la
comparaison de moyennes de petits échantillonsrésdtats ont été jugés statistiquement

différents lorsque était inférieur a 0,05 en comparaison du contrdle.
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Annexes

Annexe 1

Criblage d’inhibiteurs potentiels de CDC25 : dérivés de pyrazole

Potentiel inhibiteur de CDC25A d’une série de déside pyrazole (100 uM)

Rl RZ
O “2)
N

Rs

R3 k—NH Ry R, =~
(e
A\
\
Rs N—NH
Activité CDC25A
Composé -R; -R> -R3 -R4 Configuration résiduelle
(% du controéle)
S1 -OCH; -OH -OCH  -NO; E 30+22
S2 -OCH; -H -OH -NG E ND
S3 -H -OCH; -OCH; -NO, E 40+ 6
sS4 -H -H -OH NG, E 9+16
S5 -H -H -OCH; -Cl E 0
S6 -OCH; -OH -OCH; -Cl E 19+9
S7 -OCH; -H -OH -Cl Z 0
S9 -OCH; -H -OH -H Z 35+10
S10 -H -H -OH -H Z 50+ 14
S11 -H -H -OH -H E 47 £13
S12 -OCH; -H -OH -H E 31+£11
S13 -OCH; -OCHs -OH -H Z 3010
S14 -H -H -OH -OGHs Z 5+5
S15 -OCHs -H -OH -OGHs Z 44 + 21
S16 -OCH; -H -OH -OGHs E 46 = 14
S17 -H -H -OH -Ch E 14+4

ND : non déterminé
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Annexe 2

Criblage d’inhibiteurs potentiels de CDC25 : Dérivés de thiénopyridine et
de thiénopyrimidine

Potentiel inhibiteur de CDC25A d’une série des\dside thiénopyridine (100 pM)

Activité
Composé Structure ‘R, ‘R, C;DCZSA
résiduelle
(% du contrdle)
DT60 -H o 103 +2
DT109 -CHs 0 111 + 4
D764 -H C'—Q 96 + 2
R, H
N (@]
DT71 — | H 94 + 2
S Z

DT72 OH -H —@— 100 + 2
DT86 -H % 106 +3
DT116 -H F@ 108 + 1
DT89 107 +3

H

N __O
DT103 7 101 +4

S P
OH
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Potentiel inhibiteur de CDC25A d’une série desdgide thiénopyrimidine (100 uM)

Activité CDC25A résiduelle

Compose Structure -R (% du controle)
OCH,
1 50+1
am
S N/
N
2 N 25+ 5
NO,
CO,CH, /
3 / | R N ‘ 48 £ 6
S N N Br
H
OCH,
5 \© 19+1
“ ]
4 NG N 44 + 6
NH\
R
H3CS<%I N CHj
S CO,CyHs | h
6 - 21 +7
7 - -H 13+3
N\ \ R
HaCS / |
8 . N~ -CHs 2+3
(@]
(0]
9 -H 59+2
an o
10 -CHs; 56 +1
S N/ 7 R
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Annexe 3

Criblage d’inhibiteurs potentiels de CDC25 : Sels d pyridinium

Evaluationin vitro de l'inhibition des trois isoformes des phosphesaSDC25 par des sels de
pyridinium (50uM)

Activité CDC25 résiduelle
Composé Structure -R; -R; (% du contrdle)

CDC25A CDC25B CDC25C

OH
1 -H 9+12 30£3 71
\N
3 | 5+13 282  6+1
= R OH 7
| \N
4 R ® N |/ 98 + 0 ND ND
]
6 N\, 93 +3 98+2 91%2
OH
OH
2 P 5+11 22+3 6zl
|@
7 X i OH
Re O N
5 -CH;s 98 +1 ND ND
o

- -
Ve neUsRECIEI
o N
HZN\|N
9 /| /| 78+12 98+3 94+4
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ND

ND : non déterminé
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Annexe 4

Criblage d’inhibiteurs potentiels de CDC25 : Compgés mésoioniques
dérivés de pyridine

Evaluationin vitro de I'inhibition des phosphatases CDC25 par desposés mésoioniques
dérivés de pyridine (50uM)

Activité CDC25 résiduelle
Composé Structure -R (% du contrdle)
CDC25A CDC25B CDC25C

11 R AN -H 93+4 ND ND

\ /' 90+4 33+2 83zx1
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Annexe 5

Criblage d’inhibiteurs potentiels de CDC25 : Dérivés de benzopyrone

Evaluationin vitro de l'inhibition de CDC25A par des dérivés benzamg (50uM)

Activité
) CDC25A
Composé Structure R R Rs Ry résiduelle

(% du contrdle)
Rq
T23 o o -H -Br -H 90+8
3 AN 1
T31 oo “OCHs -H  -OCHs 8513
R; o ° i
T17 702
T67 84 +4

N CN
T2803 79+6
TN o)

LP36 84 +2
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Annexe 6

Criblage d’inhibiteurs potentiels de CDC25 : Dérivés de quinone

Evaluationin vitro de l'inhibition de CDC25A par des précurseurs dphtoquinones (50uM)

Activité CDC25A
Composé Structure -R résiduelle
(% du contréle)

/
(0]
] .
WE10 OO o, 111 +3
H
HN/\/N
N Ve
WF27 | -H 116+ 8
Cl N/
o/
WF31 H 121 + 15
Y 90
HN/\/N
AN ° -
WF35 | 4 107 + 11
P CHs
Cl N
J
O
Br
HB60 ‘O 96 + 4
HyC
/O
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Evaluationin vitro de I'inhibition de CDC25A par des naphtoquinonE3u(M)

Activité
Composé Structure -R; ‘R, CDC25A
résiduelle
(% du contrdle)
M5 - CO0H 91 +1
CN
HB2 \/\/\ﬂ/v 96 + 2
o 7"’\\'\
HB3 . \MAN/N 97 + 6
SO U,
COOH
HB29 Ra 98 + 4
(o] \HZC
O
P- TM20 \/\/\)kﬂ/H 99 + 4
N
HB26 -CH-F H 1242
HB40 - CH,-COOH H 58+ 4
OH o
CH,Br
D159 OO 1749

OH [¢]

CH3

171



Annexes

Annexe 7

Criblage d’inhibiteurs potentiels de CDC25 : Dérivés stéroidiens

Evaluationin vitro de l'inhibition de CDC25A par des dérivés stéreidi (100 uM)

Activité CDC25A Activité CDC25A
Composé résiduelle Composé résiduelle
(% du contréle) (% du contréle)
ADT 98+4 32 102 +2
HY 103+5 36 109+1
3a-diol 99+2 39 884
EM-2048 111+ 4 41 982
RM 96 +5 47 80+6
A3 104 +4 53 96 +2
A8 100+ 3 60 101 +3
Al18 975 64 102 +2
B8 91+5 66 109+1
B18 93+9 68 884
C8 98+4 73 98+2
C33 9 +7 75 806
C48 94+3 77 96 + 2
Cc77 867 78 101+3
21 89+11
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Evaluationin vitro de l'inhibition de CDC25A par des dérivés de Ifagdiol (10uM)

Activité CDC25A
Composé Structure -R résiduelle
(% du contréle)

1

(17B-estradiol) 1004
2 102 + 6
3 91+3
4 100 + 3
5 99 + 3
6 97+5
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Annexe 8

Criblage d’inhibiteurs potentiels de CDC25 : Compoés naturels
organosoufrés

Evaluationin vitro de l'inhibition des trois isoformes des phosphesa€DC25 par des
composés organosoufrés naturellement présentd’dies I'oignon (100 uM)

Activité CDC25 résiduelle
(% du controle)

Composé Structure
CDC25A CDC25B CDC25C
I
Allicine PN 26 £16 67+8 7%2
A Diallyl sulfure (DAS) PN > 100 94 +4 888
[
L Diallyl disulfure (DAS ) P NN 76 £15 97 +6 507
S
Diallyl trisulfure (DAS 3) /\/S\s/s\/\ 70+ 14 87+6 24+6
. ) S s
Diallyl tétrasulfure I e N 8110 48 6 0+1
(DASY)
SH
Allyl mercaptan N > 100 94 +4 82+8
i
Propyl allicine /\/s\s 48 £11 67 £5 16+4
Dipropyl sulfure (DPS) S > 100 9 +4 9% +4
o]
Dipropy! disulfure
| + + +
< (DPS) /\/S\S/\/ 9 +4 9% +1 68 + 3
N . .
Dipropyl trisulfure
(’3 (DPS2) /\/5\5/5\/\ 85+13 842 20+ 3
Dipropy! tétrasulfure NI NN 12+8 58+8 2+2
(DPSy)
Propyl mercaptan Pl 100 + 22 79+4 50+3
1,9-décadiéne NN > 100 > 100 99 +14
3-isothiocyanatopropéne > 100 100+ 9 72+8
y p p \/\N_C_S
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Annexe 9

Tableau 6 : Préparation du milieu RPMI complet pour la cultdes cellules MCF-7, MDA-
MB-231 et Vcr-R

Par flacon de 500 mL de RPMI sans rouge de phéhbhbfL Glucose, 3,7g/L NahCO3)
ajouter stérilement :

Quantité/500 mL Concentration finale

Pyruvate de sodium 6,25 mL 1,25 mM
Acides aminés essentiels 5mL 0,5 X
Acides aminés non essentiels 2,5mL 0,5 X
L-Glutamine 5mL 2 mM
Vitamines 2mL 0,4 X
L-Sérine 1,8 mL 0,01 mg/mL
L-Asparagine 2mL 0,02 mg/mL
Antibiotique/antifongique* 5mL 100 Ul/mL
SVF inactivé 56 mL 10 %

* Le meélange antibiotique/antifongique contient M Ul/mL pénicilline G, 10 mg/mL
streptomycine, 25 pg/mL amphotéricine B.

Tableau 7 :Préparation du milieu complet pour la culture datites hTERT-HME1L
Ce milieu est constitué a 90 % de RPMI complet santibiotique/antifongique et a 10 % de

milieu MEGM. Le milieu MEGM est préparé a partir chilieu MEBM (Cambrex) complété
par :

Quantité/500 mL Concentration finale

Bovine Pituitary Extract (BPE) 2mL 0,52 pg/mL
human epidermal growth factor (hEGF) 0,5mL 10 rg/m
Hydrocortisone 0,5 mL 0,5pug/mL
Insuline 0,5 mL 5 mg/mL

Sauf exceptions suivantes, I'ensemble des réattigolutions de culture ont été fournis par Eurdhies Ulis,
France) :

L-sérine et L-asparagine (Sigma-Aldrich, St Quefrtitiavier, France)
Amphotéricine B d'origine Streptomyces sp. (FluBaQuentin Fallavier, France)
Mammary Epithelial Growth Medium (MEGM) par Cambr@Xalkersville, USA).
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