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1 Généralités sur le cancer : 
 

 Le terme cancer regroupe un ensemble de pathologies se caractérisant par la 

multiplication et la propagation anarchique de cellules anormales, souvent liées à un 

échappement aux mécanismes de régulation. Cette multiplication anarchique va à l’opposé de 

la prolifération harmonieuse et contrôlée des tissus, de telle manière que cette prolifération 

désordonnée va nuire à ce tissu. 

Biologiquement, les cellules tumorales se caractérisent par différents points 

caractéristiques qui sont : l’induction de l’angiogenèse, l’instabilité génomique, la résistance à 

la mort cellulaire, la dérégulation des systèmes énergétiques de la cellule, la signalisation 

proliférative soutenue, l’évasion aux suppresseurs de croissance, l’évitement de la destruction 

par les cellules immunitaires, l’immortalité réplicative, l’inflammation favorisant la 

progression tumorale, la valorisation de l’invasion et de la prolifération métastatique (Figure 

1). 

 

 

 
Figure 1 : Caractéristiques des cellules tumorales. 

Ce cycle représente les caractéristiques des cellules tumorales décrites dans Hanahan and 

Weinberg 2011 

 

Nous commencerons par un petit historique sur le cancer, suivi de chapitres sur le 

cancer colorectal et son traitement, l’oxaliplatine, les espèces réactives de l’oxygène (ROS) et 

les NOXs et pour finir les calpaïnes. 

 

Préambule 



  Introduction 

 10 

2 Histoire du cancer : 

2.1 L’antiquité : 

Contrairement à ce que de nombreuses personnes pensent, le cancer n’est pas une 

maladie récente, en effet des scientifiques ont pu observer la présence de tumeurs sur des 

momies de l’Égypte antique. Ces tumeurs ont été retrouvées notamment au niveau des os 

(ostéosarcomes). Certains papyrus datant de 2 000 à 3 000 ans avant J.-C décrivaient 

également des tumeurs et des ulcères au niveau du sein. Un autre papyrus traitant de médecine 

et datant de 1 552 avant J.-C déconseille de retirer des tumeurs au niveau de la jambe cela 

risquant d’être fatal pour le malade. Ce sont les plus anciennes descriptions que nous ayons à 

l’heure actuelle, il nous faudra attendre la Grèce Antique pour en avoir plus (Mandal 2009a). 

Dans la Grèce antique, Hippocrate, connu comme le père de la médecine moderne, a 

réalisé de nombreuses descriptions de différentes maladies et notamment des cancers. Il décrit 

ainsi très bien des lésions de types cancéreuses au niveau de la peau, du sein, de l’estomac, du 

col de l’utérus et du rectum, ce qui lui a permis de réaliser une première classification. 

Cependant comme les moyens de traitements (cautérisation et divers onguents) n’étaient que 

peu efficaces, il décida qu’il ne valait mieux pas traiter les patients. Son observation sur 

divers mélanomes en forme de crabe ou karkinos en grec, a donné son nom actuel au cancer. 

Malgré ces descriptions, aucune avancée majeure ne fut réalisée pendant trois siècles et il faut 

attendre la Rome Antique pour voir des progrès (Mandal 2009a). 

Dans la Rome Antique, le médecin Aulus Cornelius Celsus, inspiré par les médecines 

grecque et égyptienne, indiqua que le cancer ne se localisait que dans les parties du corps 

dites supérieures, c’est-à-dire dans les régions du visage (nez, lèvre, oreilles), au niveau des 

seins et de la rate. Il est le premier à décrire différents stades (ou degrés) de l’évolution de la 

maladie. Le premier degré correspond à une tumeur sans ulcération appelé cacoethes, les 

patients atteints d’un cancer à ce stade pouvaient être soignés grâce à une excision. Le degré 

suivant était généralement l’apparition de lésions exubérantes que Celsus déconseillait de 

traiter : ni onguents, ni cautérisation, ni excision. Nous pouvons donc voir que le traitement 

du cancer selon son état d’avancement ne date pas d’aujourd’hui (Mandal 2009a).  

 

2.2 Le Moyen-Âge : 

Le monde Arabe se distingua à cette période dans bien des domaines et notamment en 

médecine. Avicenne de Bagdad, observa que le cancer progressait de manière lente jusqu’à 

envahir et détruire les tissus avoisinants, aboutissant à une absence de sensation dans la partie 
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atteinte. À cette époque le traitement était toujours le même, reposant sur l’excision de la 

lésion. Albucasis de Cordoue, conseillait de retirer la tumeur quand celle-ci était en début 

d’évolution et surtout située dans une partie accessible. Il était également recommandé de 

cautériser les tissus avoisinants. Il y avait quand même un traitement préopératoire, le patient 

devait être purgé de façon à retirer la bile noire, il ne subissait l’opération qu’une fois les 

veines suffisamment dilatées. Comme Galien, Albucasis ne préconisait aucun traitement pour 

les lésions avancées (InfoCancer 2017). 

La guerre de Cent Ans fût l’une des étapes les plus meurtrières de l’Europe médiévale, 

cependant elle permit aux médecins de faire des avancées sur le traitement du cancer et 

notamment en chirurgie. Ce fut notamment le cas pour John of Arderne qui décrivit durant 

cette guerre les symptômes du carcinome colorectal. Malgré une très bonne description des 

symptômes (obstruction et les hémorragies) il ne put jamais soigner un patient. À cette même 

période le français Guy de Chauliac fit de grands progrès en chirurgie. Comme ses 

prédécesseurs, il pratiqua de larges excisions pour les lésions débutantes et utilisa des 

onguents de manière palliatif pour les lésions les plus graves (InfoCancer 2017). 

À la renaissance, les changements ne touchèrent pas seulement les Arts et la politique, 

la médecine s’améliora également, notamment en anatomie, l’Église n’interdisant plus les 

autopsies. Le système lymphatique fut ainsi découvert par Gaspare Aselli et cette avancée 

permit à Henri François le Dran de décrire les étapes de la dissémination du cancer. Il comprit 

ainsi que le cancer débutait localement et allait s’étendre vers les ganglions par les canaux 

lymphatiques. Il préconisait donc l’excision de la tumeur mais aussi des ganglions 

lymphatiques axillaires. Xavier Bichat comprit qu’un seul et même cancer pouvait avoir 

différentes localisations, la maladie se développant dans un organe avant de se disséminer 

dans différents tissus. Cependant, n’ayant pas de méthodologie dans la recherche 

expérimentale du cancer, son étude n’avança que peu. De plus le manque d’instruments 

chirurgicaux et de notions en matière de stérilité ne permit pas de progresser rapidement 

(InfoCancer 2017). 

Plus tard, de nombreux livres sur les descriptions détaillées d’opérations de cancer 

furent édités. Fabricius Hildanus et Johann Schultes s’illustrent notamment sur la description 

de la chirurgie du cancer du sein. Le premier décrivit la dissection des ganglions axillaires 

lymphatiques de patientes atteintes de cancer du sein tandis que le second s’illustra par ses 

dessins chirurgicaux et des instruments chirurgicaux. Il publia notamment les différentes 

étapes d’une mastectomie, en dessin, dans « Armamentarii Chirurgici ». Parmi ces livres on 
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peut retenir aussi celui de Marco Aurelio Severini, permettant une première différenciation et 

classification des tumeurs (InfoCancer 2017). 

 

2.3 L’époque contemporaine  

Les progrès technologiques ont permis de développer une nouvelle discipline : la 

recherche. Des premières études épidémiologiques furent ainsi réalisées. La première mis en 

évidence dès 1907 un lien entre l’exposition au soleil et le cancer de la peau. Puis des études 

lièrent le tabagisme et le cancer du poumon en 1950. Cependant ces études épidémiologiques 

ne suffisaient pas, il fallait trouver de nouvelles techniques pour l’étude du cancer. On voit 

apparaître, en 1910, les premières cultures de cellules cancéreuses, l’étude sur l’animal sert 

énormément aussi à la compréhension des cancers. La compréhension du rôle des hormones 

dans le cancer du sein se fait ainsi grâce aux souris en 1916. D’autres études montrent 

notamment que les nitrosamines du tabac sont liées au développement des cancers de la 

bouche et des poumons. Une étude de 1940 réalisée sur des souris démontra qu’une 

diminution de l’apport calorique permettait de réduire le développement tumoral. Les 

drosophiles (mouches à fruit) furent utilisées pour démontrer que les rayons X étaient 

mutagènes (Société de recherche sur le cancer 2017).  

En 1914, des chercheurs émettent l’hypothèse que ce ne sont plus seulement des virus qui 

provoquent le cancer mais aussi des mutations, cela sera confirmé 14 ans plus tard grâce à 

l’expérimentation animale. En 1930, le benzopyrène, ingrédient actif du goudron, est le 

premier produit décrit comme cancérogène. L’identification de l’ADN comme étant le 

matériel génétique de la cellule en 1944 par Avery poussa les chercheurs à regarder du côté de 

la transmission de mutations. Knudson montra ainsi en 1971 qu’au moins deux mutations 

étaient nécessaires au développement d’un cancer. Trois ans plus tard, des chercheurs 

découvrent que les erreurs de réplication sont également impliquées dans l’apparition des 

cancers. L’implication des mutations de deux gènes majeurs (parmi tant d’autres) est 

découverte : il s’agit des gènes p53 en 1979 et de BRCA1 en 1990 (Société de recherche sur 

le cancer 2017).  

 

2.4 Épidémiologie et santé publique 

L’épidémiologie commence véritablement, quand elle devient un champ d’étude à part 

entière, à partir de 1854. L’épidémiologie est l’étude des facteurs influant sur la santé et les 

maladies des populations. Elle va ainsi étudier la répartition et les déterminants des 



  Introduction 

 13 

évènements de santé et ainsi permettre des interventions faites dans l’intérêt de la santé 

publique et de la médecine préventive (Dupont 2007). 

Les premières étapes de l’enregistrement du cancer se font en Europe. En effet le premier 

registre du cancer est établi à Hambourg, en Allemagne, dès 1927. Entre les années 1940-50, 

d’autres initiatives similaires sont entreprises et notamment en 1942 lorsque le registre 

national du cancer est créé au Danemark. Aux États-Unis, l’enregistrement des cas de cancer 

débute dès 1940 dans le Connecticut et dans l’État de New York. En 1950, l’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS) constitue une sous-commission sur l’enregistrement des cas de 

cancer et leur présentation statistique (Dupont 2007). 

Ces registres vont avoir trois fonctions particulières, tout d’abord permettant de décrire 

l’étendue et la nature du fardeau du cancer dans la population. Ensuite elles permettent de 

constituer une source de données pour les études épidémiologiques sur l’étiologie des cancers, 

utile à la prévention. Et enfin, elles permettent de surveiller et d’évaluer les activités de lutte 

contre le cancer (Dupont 2007). 

Les données actuelles montrent que le cancer est la deuxième cause de décès dans le 

monde en faisant 8,8 millions de morts en 2015 (GBD 2015 Mortality and Causes of Death 

Collaborators 2016). Cela représente un décès sur six dans le monde. Les principaux types de 

cancer sont les suivants (WHO 2017): 

 

• Cancer du poumon (1,69 million de décès)  

• Cancer du foie (788 000 décès)  

• Cancer colorectal (774 000 décès)  

 

Selon les données de l’INCa, il y a eu 385 000 nouveaux cas de cancer en France 

métropolitaine en 2015 et 149 500 décès. Les cancers de la prostate et du sein sont les plus 

fréquents chez l’homme et la femme respectivement. Le cancer du poumon, bien que n’étant 

pas le plus fréquent, présente la plus forte mortalité avec près de 30 000 décès. En France, le 

cancer colorectal est le deuxième plus fréquent chez la femme et le troisième chez l’homme. 

Il représente le deuxième cancer en termes de mortalité avec 17 500 décès en 2015 (INCa 

2017). 
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1 Description et histologie 

Comme son nom l’indique, le cancer colorectal touche le colon et le rectum. Les 

tumeurs bénignes sont couramment appelées polypes. Ces polypes sont généralement de 

petite taille, il forme une lésion en relief dans la paroi du côlon ou du rectum. Le polype peut 

être de trois morphologies différentes : sessile, décrit comme le sommet d’une colline posé 

sur la paroi colique ; pédiculé, comparé à un « champignon » (une tige et une tête) ; ou encore 

plan lorsqu’il y a peu ou pas de relief. Le terme polypose est utilisé lorsqu’il y a plus de 10 

polypes. 

Toutes les données présentées dans ce paragraphe ont été obtenues à partir des 

différentes fiches mis à disposition par la Haute Autorité de Santé. 

 

1.1 Histologie 

Il existe quatre variétés histologiques de polypes colorectaux bénins : 

❖ Hyperplasique : il s’agit d’un simple allongement des cryptes glandulaires. Ces 

polypes se situent essentiellement dans le colon distal et le rectum. Leur prévalence 

augmente avec l’âge, elle est de l’ordre de 20-30% à 50 ans (Jass 1999). 

❖ Juvéniles : les polypes sont formés de tubes kystiques. Ils restent sporadiques, rares, et 

sont le plus souvent observés chez les enfants de moins de sept ans. 

❖ Pseudo-polype inflammatoire : ce sont des muqueuses et des tissus de granulation. Ces 

polypes sont généralement retrouvés après cicatrisation d’ulcérations ou de la maladie 

de Crohn. 

❖ Adénome : ils résultent de la prolifération de cellules des glandes de Lieberkühn 

(glandes sécrétoires de mucus et d’eau pour le transport des fèces). Ils sont de nature 

néoplasique, c’est à dire que selon un temps variable, ils sont susceptibles d’évoluer 

en tumeur invasive. La prévalence des adénomes est variable selon l’âge, elle reste 

cependant élevée à l’échelle mondiale de 12%. La classification OMS distingue trois 

sous-types histologiques : 

Chapitre 1 

Le cancer colorectal 
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o Tubuleux : il représente 65 à 87 % des adénomes, il aura un contingent villeux 

inférieur à 25%. 

o Tubullo-villeux : il représente 8 à 25 % des adénomes, son contingent villeux 

aura une proportion comprise entre 25 et 75%. 

o Villeux : il représente 5 à 10 % des adénomes, la portion du contingent villeux 

sera supérieure à 75 %. 

 

1.2 Les facteurs de risque de transformation maligne 

Le type majoritaire des cancers colorectaux est l’adénocarcinome, se développant le 

plus souvent à partir d’un adénome. Le risque de cancer croit avec le degré de dysplasie, le 

nombre de polype, la taille du polype et de son contingent villeux (Compton 2003). 

 

1.2.1 Le degré de dysplasie 

Tous les adénomes sont, par définition, dysplasiques. Dans un but de classification, les 

critères histologiques sont observés et les atypies cytonucléaires (noyaux polymorphes, 

inégaux) et architecturales sont prises en compte. La classification actuellement utilisée est 

celle de Vienne (Schlemper et al, Gut 2000) : 

 

Catégorie 1 Pas de néoplasie/dysplasie 

Catégorie 2 Indéfini pour néoplasie/dysplasie 

Catégorie 3 Néoplasie non invasive de bas grade 

Catégorie 4 

Néoplasie non invasive de haut grade : 

    4.1 Adénome/dysplasie de haut grade 

    4.2 Carcinome non invasif 

    4.3 Suspicion de carcinome invasif 

Catégorie 5 

Néoplasie invasive : 

5.1 Carcinome intra-muqueux 

5.2 Carcinome sous-muqueux 

Tableau 1 : Degré de dysplasie dans le cancer colorectal 
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1.2.2 L’architecture 

La présence d’un foyer cancéreux diffère grandement en fonction du sous-type 

histologique des adénomes : il sera ainsi de 1% pour les adénomes tubuleux, de 12% pour les 

adénomes tubulo-villeux et de 15% pour les adénomes villeux (Compton 2003). 

 

1.2.3 La taille 

La taille de l’adénome joue un rôle important dans sa transformation maligne, en effet 

pour une taille inférieure à 1 cm, le risque que la lésion devienne cancéreuse est inférieur à 

5%, cependant quand cette taille est supérieure à 2 cm, le risque est lui supérieur à 40%. La 

probabilité cumulative lorsque le diamètre est supérieur ou égal à 1 cm est de 4% à 5 ans et 

elle passe à 37% à 20 ans pour un adénome villeux (Compton 2003). 

2 Les stades du cancer colorectal : 

Le système de stadification du cancer colorectal est la classification TNM. Il s’agit 

d’une classification internationale utilisée par l’Union Internationale Contre le Cancer (UICC) 

et l’American Joint Committee on Cancer (AJCC) permettant de décrire l’étendue des 

tumeurs solides chez un patient (Edge and Compton 2010). 

Le T indique jusqu’où la tumeur a envahi le colon ou le rectum. Il est généralement 

classé de 1 à 4. Le N indique le nombre de ganglions touchées par le cancer. Le M quant à lui 

indique si le cancer est métastatique ou pas. 

Cependant il est plutôt d’usage d’utiliser le terme de stade allant de 0 à IV en fonction 

de l’avancée du cancer (Figure 2). Pour cette raison, notre description des différents stades se 

fera en concomitance avec les stades TNM (Edge and Compton 2010). 
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Figure 2 : Les différents stades du cancer colorectal 

Nous pouvons voir ici les différents stades du cancer colorectal, caractérisés par des 

différences d’invasion tissulaire schématisées ici 

 

Le stade 0 ou TisN0M0 correspond au cancer in situ. Les cellules cancéreuses sont au 

niveau du revêtement interne. Elles sont localisées c’est à dire qu’elles ne se sont pas 

développées au-delà de la couche musculeuse. 

Le stade I ou T1/2N0M0 : la tumeur a envahi le tissu conjonctif, allant de la muqueuse 

jusqu’à la musculeuse. 

Le stade II peut être sous-divisé en trois sous-stades : 

• II A qui correspond au T3N0M0, la tumeur a envahi la sous-séreuse, elle peut 

avoir atteint le tissu mou (péri-colorectal). 

• II B qui correspond au T4aN0M0, la tumeur a traversé le péritoine viscéral. 

• II C qui correspond au T4bN0M0, la tumeur touche d’autres organes ou 

structures à proximité immédiate du colon. 

Le stade III qui peut être lui aussi divisé en trois sous-stades : 

• Le stade III A qui peut lui même être sous-divisé en deux : 

o T1/2N1M0 la tumeur a atteint la musculeuse ainsi que 1 à 3 ganglions 

lymphatiques régionaux. 

o T1N2aM0 la tumeur a envahi le tissu conjonctif ainsi que 4 à 6 

ganglions lymphatiques régionaux. 

• Le stade III B qui peut lui aussi être sous-divisé en trois : 

o T3/4N1M0 la tumeur a envahi soit la sous-séreuse, soit les tissus mous 

ou les tissus péri-colorectaux mais aussi 1 à 3 ganglions lymphatiques 

régionaux. 
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o T2/3N2aM0 la tumeur a envahi soit la musculeuse, soit la sous-séreuse 

ou les tissus péri-colorectaux mais aussi 4 à 6 ganglions lymphatiques 

régionaux. 

o T1/2N2bM0 la tumeur a envahi le tissu conjonctif et au moins 7 

ganglions lymphatiques régionaux. 

• Le stade III C qui peut lui aussi être sous-divisé en trois 

o T4aN2aM0 la tumeur a envahi le péritoine viscéral ainsi que 4 à 6 

ganglions lymphatiques régionaux. 

o T3/4aN2bM0 la tumeur a envahi soit la sous-séreuse, soit les tissus 

péri-colorectaux ou le péritoine viscéral et plus de 7 ganglions 

lymphatiques régionaux. 

o T4bN1/2M0 la tumeur a traversé la paroi du côlon jusqu’à d’autres 

organes ainsi que des ganglions lymphatiques régionaux. 

Le stade IV qui correspond au stade métastatique peut être divisé en deux sous stades : 

• Le stade IV A TxNxM1a la tumeur a envahi n’importe quelles couches, des 

métastases sont observées au niveau des ganglions lymphatiques régionaux et 

au niveau d’un seul organe (foie, poumon ou ganglions éloignés). 

• Le stade IV B TxNxM1b la tumeur a envahi n’importe quelles couches et des 

métastases sont observées au niveau des ganglions lymphatiques régionaux 

ainsi que dans plusieurs organes (foie, poumon ou ganglions éloignés). 

3 Épidémiologie  

La France est l’un des pays où l’incidence du cancer colorectal est la plus forte, en 

effet son incidence était estimée en 2012 à 42 000 nouveaux cas (Binder-Foucard n.d.). Il 

s’agit du 3ème cancer le plus fréquent, après le cancer du sein ou de la prostate, respectivement 

premier et second. Son taux de mortalité est important avec environ 17 500 décès par an, ce 

qui représente la deuxième cause des décès par cancer (Binder-Foucard 2013).  

Le taux relatif de survie à 5 ans a été estimé 56%, cependant son pronostic dépend 

grandement du stade au moment du diagnostic. Le cancer colorectal est un cancer de bon 

pronostic lorsqu’il est diagnostiqué à un stade précoce, ainsi au stade I le taux de survie à 5 

ans est à 91%. Il est d’environ 70% pour les stades avec des envahissements régionaux, 

cependant la survie à 5 ans tombe à environ 11% lorsque le cancer est métastatique (stade 

IV), or 25% des patients sont à ce stade lors du diagnostic (Grosclaude 2013).  
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Dans la grande majorité des cas (70%) ce cancer est sporadique, dans 25% des cas le 

cancer est lié à des antécédents familiaux, et enfin dans 5% des cas, il est lié à une maladie 

génétique. Nous allons donc nous intéresser maintenant aux facteurs de risque du cancer 

colorectal. 

4 Les facteurs de risque 

4.1 L’âge 

En classant les nouveaux cas en fonction de leur âge, nous pouvons observer une forte 

incidence de ce cancer pour des âges supérieurs à 50 ans.  En effet, 90% des patients atteints 

d’un cancer colorectal ont plus de 50 ans. L’âge est donc un facteur de risque important 

(Projection de l’incidence et de la mortalité par cancer en France en 2010 ; fiche « Côlon-

Rectum »). 

4.2 Les mutations génétiques 

Le syndrome de Lynch ou HNPCC (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer) est 

une maladie génétique autosomique dominante. Elle est due à des anomalies sur les gènes 

codant pour les protéines de réparation de mésappariements (MMR) et des erreurs de 

réplication de l’ADN (Fleming et al. 2012). Ces protéines sont MSH2 (2p22-p21), MLH1 

(3p21.3), MSH6 (2p16) et PMS2 (7p22). Ce syndrome est défini par la présence de 

l’ensemble des critères d’Amsterdam (Olschwang et al. 2005) : 

→ Au moins trois membres d’une même famille atteints de cancers du spectre 

HNPCC (côlon-rectum, endomètre, ovaire, grêle, uretère ou cavités excrétrices 

rénales) 

→ Un des cancers diagnostiqués avant l’âge de 50 ans 

→ Les sujets doivent être liés deux à deux par un lien de parenté au premier degré 

sur deux générations 

Pour les personnes atteintes par le syndrome de Lynch, le risque de développer un 

cancer colorectal est de 80%, c’est la forme la plus fréquente des cancers colorectaux 

héréditaires. 

La polypose adénomateuse familiale (PAF) est caractérisée par la présence de 

centaines ou de milliers d’adénomes au niveau du colon et du rectum. Elle est caractérisée par 

deux types de transmissions : 

→ Une transmission autosomique dominante d’une mutation du gène APC (5q21-

q22 (Half, Bercovich, and Rozen 2009). Elle représente 90% des cas de PAF. 
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Cette mutation va conduire à l’inactivation d’un gène suppresseur de tumeur et 

donc conduire à la prolifération incontrôlée de cellules.  

→ Une transmission autosomique récessive de la mutation du gène MUTYH 

(1q34.1). Les mutations de ce gène vont affecter les capacités de correction des 

erreurs faites durant la réplication. 

 

4.3 Les maladies inflammatoires du côlon 

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) sont caractérisées par une 

inflammation chronique d’une partie de l’intestin évoluant par poussées. Les deux MICI 

principales sont la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique. Ces maladies touchent 

environ une personne sur mille avec une incidence de 5 cas pour 100 000 habitants. 

 

La maladie de Crohn se caractérise principalement par des douleurs abdominales et 

des diarrhées pouvant durer jusqu’à plusieurs mois. Elle peut être due à des facteurs 

génétiques, des facteurs auto-immuns qui seraient la cause de l’inflammation du tube digestif, 

mais aussi des facteurs environnementaux avec des incidences plus importantes dans les pays 

industrialisés. Cependant aucun facteur spécifique n’a encore été mis en évidence. 

L’augmentation du risque de cancer colorectal est observée après sept à dix ans d’évolution. Il 

augmente avec l’âge de déclenchement de la maladie de Crohn, le risque est ainsi augmenté 

de 3% si la maladie se déclare à 30 ans et de 10% si celle-ci se manifeste à 40 ans (Fleming et 

al. 2012). 

 

La rectocolite hémorragique se caractérise principalement par des douleurs 

abdominales et des diarrhées plus ou moins sanglantes pouvant durer jusqu’à plusieurs mois. 

Il est très difficile de différencier la rectocolite hémorragique de la maladie de Crohn car la 

seule différence est la localisation. En effet la rectocolite hémorragique se limite seulement au 

gros intestin et au rectum. L’augmentation du risque de développer un cancer colorectal est 

évolutive selon le temps, elle est de 2% à 10 ans et passe à 18% à 30 ans  (Fleming et al. 

2012).  
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4.4 Les antécédents 

4.4.1 Antécédent familial de cancer colorectal 

Comme nous avons pu le voir pour les facteurs génétiques, les antécédents familiaux 

sont importants. Le risque de développer un cancer colorectal dépend du nombre de parents 

touchés, de l’âge des cas indexés et du degré de parenté avec ce ou ces derniers. 

 

4.4.2 Antécédent familial d’adénome colorectal 

Malgré le faible nombre d’études, il semble exister un risque plus important de 

développement d’un cancer colorectal lorsqu’un parent proche a développé un adénome 

colorectal avec un diamètre supérieur à 1 cm ou un contingent villeux. 

 

4.4.3 Antécédent personnel de cancer colorectal 

Le risque de contracter un nouvel adénocarcinome après une résection totale d’un 

cancer colorectal est significativement élevé les 5 premières années suivant le traitement du 

cancer initial. Le risque d’un nouvel adénome colorectal, chez un patient ayant une résection 

d’un adénome initial dépend de la structure villeuse, du diamètre et du nombre. En effet si 

l’adénome avait une structure villeuse ou d’un diamètre supérieur à 1 cm le risque est 

multiplié par quatre, il est multiplié par sept si les adénomes étaient multiples. 

 

4.5 Le mode de vie  

4.5.1 La consommation d’alcool 

L’alcool est un agent potentiellement cancérigène du fait de sa transformation en 

acétaldéhyde, molécule cancérigène, par le microbiote intestinal. Le risque de cancer 

colorectal est augmenté avec la quantité totale d’alcool consommée, ce risque est augmenté de 

9 % lorsque la consommation est d’un verre par jour (Potter et al. 1993). 

 

4.5.2 Le tabagisme 

Le tabac est bien connu pour être cancérigène, le risque de développer un cancer 

augmente en fonction du nombre d’années de tabagisme et du nombre de cigarettes fumées 

par jour. L’odds ratio, rapport de risque relatif rapproché, est compris entre 1,08 et 1,44 

(Liang, Chen, and Giovannucci 2009). 
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4.5.3 Le surpoids et l’obésité 

L’obésité entraine l’augmentation des taux endogènes de certaines hormones et de 

certains facteurs de croissance impliqués dans la prolifération, la différenciation et le 

métabolisme des cellules, et ainsi conduire à la carcinogenèse. L’obésité conduit également à 

un état inflammatoire chronique ce qui augmente les taux sanguins de facteurs pro-

inflammatoires et donc favorise la prolifération cellulaire.  Une personne obèse (IMC > 30 

kg/m2) a 33% de risque de contracter un cancer colorectal par rapport à une personne ayant un 

IMC comprit dans les normes (18 kg/m2 < IMC < 25 kg/m2) (Potter et al. 1993). 

 

4.5.4 La consommation de viande rouge et de charcuterie 

Des études récentes ont montré que la consommation de viande rouge et de 

charcuteries pourrait accroitre les risques de développer un cancer colorectal du fait de la 

présence de nitrite, un agent cancérigène, dans ces aliments. Cette présence de nitrite peut être 

due tout d’abord aux sels nitrités utilisés dans la charcuterie ou à la présence de fer hémique 

dans les viandes rouges qui augmenterait la production de composés N-nitrosés, de radicaux 

libres et de cytokines pro-inflammatoires. Le risque de développer un cancer serai augmenté 

de 29% par portion de 100 grammes de viande rouge consommée par jour et de 21% par 

portion de 50 grammes de charcuterie consommée par jour (Turner and Lloyd 2017). 

 

Vu les nombreux risques, la prévalence et le caractère asymptomatique des tumeurs 

colorectales aux stades précoces, les autorités de santé publique ont mis l’accent sur le 

dépistage. 

5 Les traitements du cancer colorectal 

Le traitement du cancer colorectal repose tout d’abord, lorsque c’est possible, sur 

l’exérèse de la tumeur et sur le retrait des parties du colon et du rectum au contact de la 

tumeur. Lorsque le cancer est à un stade avancé, des protocoles de chimiothérapie sont 

également utilisés pour traiter les patients. 

 

5.1 Historique des chimiothérapies 

L’histoire de la chimiothérapie en cancérologie est liée à la première guerre mondiale. 

Elle commence en 1917 lorsque les scientifiques ont observé que les gens exposés au gaz 

moutarde avaient des taux de globules blancs sensiblement réduits. Des chercheurs de Yale, 
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Alfred Gilman et Louis Goodman, ont alors examiné les effets thérapeutiques potentiels des 

agents moutarde pour traiter le lymphome (Mandal 2009b). 

 Dans un premier temps, ils ont réalisé leurs travaux sur des souris et ont réussi à 

prouver que le lymphome pourrait être traité avec des agents moutarde. En 1943, ils ont 

réalisé avec le chirurgien Gustav Linskog des tests sur des patients atteints de lymphomes non 

Hodgkiniens avec une forme moins volatile appelé moutarde azotée avec de très bons 

résultats. Les scientifiques ont constaté que les masses tumorales des patients étaient 

sensiblement réduites pendant quelques semaines après traitement. L'utilisation des moutardes 

azotées pour traiter les lymphomes a augmenté aux États-Unis après la publication de l'article 

en 1946. Les moutardes azotées sont des agents alkylants ce qui signifie qu’elles sont 

capables d'alkyler les molécules d’ADN et ARN. Ceci a marqué le début de l'utilisation des 

agents cytotoxiques pour le traitement du cancer. D’autres molécules chimiothérapeutiques 

sont alors découvertes avec divers effets sur le cancer (DeVita and Chu 2008). 

Après la deuxième guerre mondiale, Sidney Farber, un pathologiste de la faculté de 

médecine d’Harvard, a étudié les effets anticancéreux de l'acide folique, une vitamine 

essentielle dans le métabolisme d'ADN (vitamine B9). Ses recherches ont permis de 

développer des analogues foliques tels que le méthotrexate. En 1948, ces agents sont devenus 

les premiers à entrainer une rémission chez les enfants atteints de leucémie aiguë 

lymphoblastique, prouvant que les antifolates ont permis de restaurer la moelle osseuse 

normale (DeVita and Chu 2008). 

Dans les années 1950, Eli Lilly montra que les alcaloïdes étaient efficaces pour le 

traitement des leucémies. Ceci a mené à l'introduction des vinca-alcaloïdes, tels que la 

vincristine et la vinblastine, comme médicaments anticancéreux (Mandal 2009b).  

Pendant les deux décennies suivantes, les régimes de poly-chimiothérapie ont 

commencé à gagner en popularité. L'usage simultané de plusieurs drogues ayant des 

mécanismes d'action différents a amélioré l’efficacité des traitements et les taux de survie. On 

observe notamment des diminutions des taux de mortalité tous les ans à partir de 1990 jusqu'à 

nos jours. Pour autant cette diminution des taux de mortalité n’est pas uniquement due aux 

poly-chimiothérapies mais aussi au dépistage précoce (Mandal 2009b). 
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5.2 Les chimiothérapies du cancer colorectal 

5.2.1 5-fluoro-uracile 

Le 5-fluoro-uracile (5-FU) est un médicament faisant partie des anti-métabolites. Ces 

médicaments sont des substances chimiques qui empêchent l’utilisation dudit métabolite. Ils 

ont généralement des structures similaires à celle du métabolite avec lequel ils interfèrent. 

Le 5-fluoro-uracile est un précurseur de la thymine ou de l’uracile, il fait partie de la 

sous-classe des analogues de la pyrimidine. Comme la thymine et l’uracile, le 5-FU est une 

molécule hétérocyclique aromatique comportant deux atomes d’azote, il possède une double 

liaison entre ses carbones 5 et 6, ainsi que deux groupements carbonyles sur les carbones 2 et 

4. Il comporte un fluor en position 5 qui remplace le méthyl de la base thymine (Figure 3) 

(Pubchem n.d.). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Structure du 5-fluoro-uracile 

Comparaison des structures du 5-FU, de la thymine et de l’uracile. 

 

Sa structure chimique nous permet de mieux appréhender son mécanisme d’action.  En 

effet le 5-FU va être réduit en 5-fluorodéoxyridine 5’-monophosphate (FdUMP) qui va se lier 

à la thymidilate-synthétase, et ainsi bloquer la formation de la déoxythymine. De plus, le 5-

FU peut être phosphorylé et transformé en 5-fluoro-uracile triphosphate et ainsi s’incorporer 

dans l’ARN messager à la place de l’uracile (Figure 4) (Wigmore et al. 2010). 

 



  Introduction 

 25 

 

Figure 4 : Mécanisme d’action du 5-fluoro-uracile 

Schéma représentant les différentes transformations chimiques du 5-FU pour son activation 

et son effet sur ses différentes cibles. 

 

5.2.1.1 Pharmacocinétique 

L’élimination est principalement urinaire sous forme inchangée pour 10% de la dose et 

sous forme de métabolites principalement le FBAL (fluoro-béta-alanine) pour 60 à 90% de la 

dose. L’élimination se fait aussi par voie respiratoire sous forme de CO2. 

Sa demi-vie d’élimination est très rapide, comprise entre 6 et 15 minutes (Wigmore et 

al. 2010). 

Une déficience dans l’activité de la DPD (dihydropyrimidine déshydrogénase) 

entraîne des modifications majeures du métabolisme du 5-FU et provoque des toxicités 

sévères voire fatales. L’étude du polymorphisme du gène de la DPD avant toute 

administration de 5-FU est préconisée afin d’éviter des toxicités majeures (Ciccolini 2015). 

 

5.2.1.2 Effets indésirables 

Le 5-FU a des effets indésirables différents selon les patients et avec des fréquences 

variables. Les effets secondaires les plus fréquemment observés sont d’ordre digestif, avec 

notamment des nausées, des vomissements et des diarrhées. Les principaux effets secondaires 

sont répertoriés dans le tableau 2 (Fluorouracil Side Effects in Detail n.d.). 
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Toxicité Implication Importance 

Hématologique Leucopénie 

Thrombopénie 

Anémie 

 Modérée 

Digestive Nausées vomissements 

Diarrhées, ulcération gastro-

intestinale 

Stomatite 

Hémorragies digestives  

Très fréquent 

Tolérable 

 

Modérée  

Rare 

Alopécie  Modérée 

Locale Photosensibilisation 

Veinite, thrombophlébite 

 

Neurologique Ataxie cérébelleuse 

Encéphalite 

Myélopathie 

 

Oculaire Conjonctivite 

Hypersécrétion lacrymale 

 

Cutanée Desquamation 

palmoplantaire 

Hyperpigmentation 

Photosensibilisation 

Rash, urticaire 

 

Cardiaque Angor, douleurs angineuses 

Arythmie ventriculaire ou 

auriculaire 

Insuffisance cardiaque 

Nécrose myocardique, 

infarctus 

Fréquent 

 

Tableau 2 : Effets indésirables du 5-FU 

 

5.2.1.3 Capécitabine 

La capécitabine est un carbamate de la fluoropyrimidine non cytotoxique dont la 

structure est présentée dans la Figure 5 (Pubchem n.d.). Précurseur du 5-FU (prodrogue), il 
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fait donc partie des médicament anti-métabolites de la sous-classe des analogues de la 

pyrimidine. Il est administré par voie orale (Walko and Lindley 2005).  

 

Figure 5 : Structure du 5-fluoro-uracile et de la capécitabine 

Schéma comparant les structures chimiques du 5-FU et de la capécitabine. 

 

L’activation de la capécitabine suit trois étapes enzymatiques (Figure 6), 

premièrement la capécitabine est métabolisée par une carboxy-esterase du foie en 5’-désoxy-

5-fluoro-cytidine (5’-DFCR). La cytidine déaminase, enzyme présente dans toutes les cellules 

mais plus particulièrement dans les cellules cancéreuses et hépatiques, va transformer le 5’-

DFCR en 5’-désoxy-5-fluoro-uridine (5’-DFUR). Puis le 5’-DFUR va être converti en 5-FU 

par la thymidale phosphorylase au niveau des tumeurs (Figure 6) (Walko and Lindley 2005). 

 

 

 

Figure 6 : Mécanisme de transformation de la capécitabine en 5-fluoro-uracile 

Schéma représentant les différentes transformations chimiques de la capécitabine en 5-FU 

pour son activation et son effet anti-tumoral. 
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5.2.2 Acide folinique 

L’acide folinique est un dérivé de l’acide glutamique fréquemment utilisé dans la 

modulation biochimique du 5-fluoro-uracile pour augmenter son activité cytotoxique. Le 5-

FU inhibe la thymidilate synthase (TS), une enzyme clef impliquée dans la biosynthèse des 

pyrimidines.  L’acide folinique favorise l'inhibition de la TS en augmentant le pool de folate 

intracellulaire, stabilisant ainsi le complexe 5-FU-TS et augmentant l’efficacité du 5-FU 

(Figure 7) (Fischel et al. 2002). 

 

 

Figure 7 : Mécanisme d’action de l’acide folinique 

Schéma représentant les mécanismes d’action de l’acide folinique et du 5-FU. 

 

5.2.3 Irinotécan 

L’irinotécan est un agent antinéoplasique dérivé hémysynthétique de la camptothécine, 

appelé également CPT-11 (pour camptothécine-11). L’irinotécan est une prodrogue qui est 

métabolisé en SN38, son métabolite actif, grâce à une carboxylestérase, préférentiellement 

dans les cellules tumorales (Figure 8) (Pubchem n.d.). 

 

Figure 8 : Métabolisme de l’irinotecan 

Schéma représentant l’irinotécan et son métabolite actif, le SN38. 



  Introduction 

 29 

Bien que le SN38 soit plus actif que l’irinotécan, c’est ça prodrogue qui est 

administrée du fait de sa plus grande hydrosolubilité.  

Le SN38 est un inhibiteur de la topoisomérase I, enzyme nucléaire responsable de la 

relaxation de l’ADN super-enroulé permettant le passage des polymérases utile à la 

réplication et à la transcription. La topoisomérase I coupe transitoirement un brin de l’ADN 

permettant ainsi sa détorsion. En se fixant aux complexes topoisomérase I-ADN, le SN38 va 

inhiber l’enzyme ce qui va avoir deux conséquences : d’une part le brin d’ADN coupé par 

l’enzyme ne sera pas suturé et d’autre part l’ADN ne sera pas désenroulé, l’enzyme étant 

inactivée (Figure 9). En conséquence l’ADN ne pourra pas être répliqué ce qui inhibe la 

prolifération et les coupures de l’ADN induiront l’apoptose (Wiseman and Markham 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Mécanisme d’action de l’irinotecan 

Schéma représentant les mécanismes d’action de l’irinotecan (de Frese and Diamond, 2011). 

 

5.2.3.1 Pharmacocinétique 

L’élimination peut se faire de deux manières soit urinaire, elle est dose dépendante 

mais sous forme d’irinotécan pour moins de 20%, soit par les fèces via des transporteurs 

hépatiques (ABCB1 et ABCC2). 



  Introduction 

 30 

Le polymorphisme de l’UGT (UDP-glycosyl transférase) a été impliqué dans des 

modifications du métabolisme du SN-38, provoquant l’augmentation de la toxicité notamment 

au niveau hématologique (Wiseman and Markham 1996). 

 

5.2.3.2 Effets indésirables 

Les principaux effets indésirables sont répertoriés dans le tableau suivant (Irinotecan 

Side Effects in Detail  n.d.): 

Toxicité Implication Importance 

Hématologique 

Leucopénie 

Thrombopénie 

Anémie 

Fréquent 

Digestive 

Nausées vomissements 

Diarrhées, ulcération gastro-

intestinale 

Stomatite 

Crampe abdominale 

Nécessitant de la médication 

Alopécie  Fréquente 

Syndrome cholinergique 

Larmes, conjonctivite, 

rhinite, hyper salivation 

Trouble de l’accommodation 

Hypotension, hypersudation, 

malaise 

Fréquente 

Asthénie  Fréquente 

Cardiaque Infarctus du myocarde Rare 

Pulmonaire Pneumopathie Parfois sévère 

Autres 

Dyspnée, contractions 

musculaires, crampes, 

paresthésie 

Peu fréquente 

 

 

Tableau 3 : Effets indésirables de l’irinotécan 

La diarrhée est un des effets secondaires limitant l’utilisation de l’irinotécan. Deux 

types de diarrhées ont été décrits :  
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• La diarrhée précoce ne dépendant pas de la dose. Elle semble être liée au 

syndrome cholinergique. Elle se caractérise par une simple accélération du 

transit. Elle va être soignée avec du sulfate d’atropine. 

• La diarrhée retardée apparaît chez 80% des malades et se révèle sévère dans 

20% des cas. Elle est totalement imprévisible et dépendante de la dose. Elle 

apparaît plus de 24 heures après la perfusion. Elle se caractérise par un nombre 

important d’épisode diarrhéique (environ 4 par jour).  

 

5.2.4 Les anticorps monoclonaux 

5.2.4.1 Bevacizumab 

Cet anticorps IgG1 va se fixer sur le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et 

ainsi en inhiber l’activité biologique. La réduction de cette activité biologique réduit la 

vascularisation de la tumeur (Ellis 2006).  

 

5.2.4.2 Cetuximab 

Cet anticorps chimérique (humain/murin) IgG1 va se fixer sur le récepteur à l’EGF 

(EGFR, Endothelial Growth Factor Receptor) et ainsi entrer en inhibition compétitive avec ce 

dernier. La réduction de la liaison EGF-EGFR bloque l’activité biologique du récepteur, 

réduit l’activation de survie cellulaire et conduit à l’induction de l’apoptose (Lenz 2007). 

 

5.2.4.3 Panitumumab  

Cet anticorps IgG1 totalement humanisé va se fixer sur le récepteur à l’EGF et avoir 

ainsi les mêmes effets que le cetuximab (Dubois and Cohen 2009). 

 

5.2.5 Oxaliplatine 

L’oxaliplatine (ou L-OHP) est un agent alkylant dérivé du platine dont le nom complet 

est (trans-R,R)1,2-diaminocyclohexaneoxalatoplatine(II). Cette molécule de chimiothérapie, 

utilisée pour traiter le cancer colorectal, a été au cœur de l’étude réalisée au cours de ma 

thèse. L’oxaliplatine est donc plus particulièrement présenté et décrit dans le chapitre 2 de ce 

manuscrit.  
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5.3 Les principaux schémas de chimiothérapies : 

Lorsqu’elles sont utilisées séparément, les molécules de chimiothérapie peuvent avoir 

une efficacité très limitée. L’utilisation de protocoles de poly-chimiothérapie où plusieurs 

molécules aux modes d’action différents sont administrées ensemble a permis de grandement 

améliorer l’efficacité des traitements. Le taux de réponse objective de l’oxaliplatine passe 

ainsi d’à peine 10% lorsque la molécule est utilisée seule, à 58% lorsqu’elle est administrée 

avec de l’acide folinique et du 5-FU (FOLFOX ; Kelland, 2007).  

Il existe plusieurs types de schémas de chimiothérapie utilisés pour traiter les cancers 

colorectaux selon différents critères que le praticien doit prendre en compte avant de traiter 

les patients. Nous allons ici en faire la liste. 

Toutes ces données ont été tirées du dossier de Centre National Hospitalier 

d’Information sur le Médicament (CNHIM, Anticancéreux : Utilisation pratique). 

 

5.3.1 Schémas à base de fluoro-uracile 

Le 5-fluoro-uracile est un médicament prescrit pour les adénocarcinomes ovariens, 

carcinomes épidermoïdes des voies aérodigestives supérieures et œsophagienne, les 

adénocarcinomes mammaires et les adénocarcinomes digestifs métastatiques. Ici, certains 

protocoles de chimiothérapies à base de 5-fluoro-uracile sont présentés : 

 

 

Tableau 4 : Protocoles de chimiothérapie à base de 5-FU 

 

Ces traitements étaient de référence pour le cancer colorectal, cependant des études 

complémentaires ont montré que les associations avec l’oxaliplatine ou l’irinotécan étaient 

plus efficaces. 

 

Protocole Acide folinique 5-FU/Capécitabine Fréquence 

Capécitabine ∅ 
2 500 mg/m2 en deux 

prises pendant deux 

semaines 

Toutes les trois 

semaines 

LV5FU2 simplifié 
400 mg/m2sur deux 

heures le 1er jour 

Le premier jour un bolus 

de 5-FU 400 mg/m2, suivi 

d’une infusion de 1200 

mg/m2 pendant 22 heures 

Toutes les deux 

semaines 
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5.3.2 Schémas à base d’oxaliplatine 

L’oxaliplatine est un médicament prescrit pour les carcinomes des voies biliaires ou du 

pancréas, cancer gastrique (localisé ou métastatique), cancer bronchique non à petites cellules, 

carcinome hépatocellulaire avancé, cancer de l’œsophage et les adénocarcinomes digestifs 

métastatiques. Certains de ces protocoles sont présentés dans le tableau 5. 

 

Il est à noter que ces schémas de chimiothérapie peuvent être également couplés à des 

anticorps monoclonaux, soit le cétixumab (Erbitux®) en deux perfusions de 400 mg /m2 puis 

une dose d’entretien hebdomadaire la deuxième semaine avec une perfusion de 250 mg /m2, 

soit le panitumumab (Vectibix®) en une perfusion en IV de 6 mg/kg ou le bévacizumab 

(Avastin®) en une perfusion en IV de 5 mg/kg. 

 

 

 

Protocole Oxaliplatine Acide folinique 5-FU/Capécitabine Fréquence 

FOLFOX 6 

simplifié  

85 mg/m2 en 

deux heures le 

premier jour  

400 mg/m2sur 

deux heures le 

premier jour 

Le premier jour un bolus 

de 5-FU 400 mg/m2, 

suivi d’une infusion de 

1200 mg/m2 pendant 22 

heures 

Toutes les 

deux 

semaines 

FOLFOX 6 

100 mg/m2 en 

deux heures le 

premier jour 

400 mg/m2sur 

deux heures le 

premier jour 

Le premier jour un bolus 

de 5-FU 400 mg/m2, 

suivi d’une infusion de 

1200 mg/m2 pendant 22 

heures 

Toutes les 

deux 

semaines 

FOLFOX7 

ou XELOX 

130 mg/m2 en 

deux heures le 

premier jour 

400 mg/m2sur 

deux heures le 

premier jour 

Le premier jour un bolus 

de 5-FU 400 mg/m2, 

suivi d’une infusion de 

1200 mg/m2 pendant 22 

heures 

 

2 500 mg/m2 de 

capécitabine en 2 prises 

pendant 2 semaines  

Toutes les 

deux 

semaines 

 

Tableau 5 : Protocoles de chimiothérapie à base d’oxaliplatine 

 

5.3.3 Schémas à base d’irinotecan 

L’irinotécan est un médicament essentiellement prescrit pour les adénocarcinomes 

digestifs métastatiques. Certains de ces protocoles sont présentés dans le tableau suivant : 
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Protocole Irinotecan Acide folinique 5-FU/Capécitabine Fréquence 

FOLFIRI  

180 mg/m2 en 

une heure et 

demi le premier 

jour  

400 mg/m2sur 

deux heures le 

premier jour 

Le premier jour un bolus 

de 5-FU 400 mg/m2, 

suivi d’une infusion de 

1200 mg/m2 pendant 22 

heures 

Toutes les 

deux 

semaines 

FOLFIRI 

fort ou 

XELIRI 

240 mg/m2 en 

une heure et 

demi le premier 

jour 

400 mg/m2sur 

deux heures le 

premier jour 

Le premier jour un bolus 

de 5-FU 400 mg/m2, 

suivi d’une infusion de 

1200 mg/m2 pendant 22 

heures 

 

2 500 mg/m2 de 

capécitabine en deux 

prises pendant deux 

semaines  

Toutes les 

deux 

semaines 

 

Tableau 6 : Protocoles de chimiothérapie à base d’irinotécan 

 

 

5.3.4 Schémas à base d’irinotécan et d’oxaliplatine 

Protocole Irinotecan Oxaliplatine Acide folinique 5-FU Fréquence 

FOLFOXIRI 

Première : 

 

165 mg/m2 

en une heure 

et demi le 

premier jour 

Seconde : 

 

130 mg/m2 

en 2 heures 

le 1er jour 

400 mg/m2sur 

deux heures le 

premier jour 

Le premier 

jour un bolus 

de 5-FU 400 

mg/m2, suivi 

d’une 

infusion de 

1200 mg/m2 

pendant 22 

heures 

Toutes les 

2 semaines 

FOLFIRINOX 

Seconde : 

 

130 mg/m2 

en une heure 

et demi le 

premier jour 

Première : 

 

85 mg/m2 en 

2 heures le 

1er jour 

400 mg/m2sur 

deux heures le 

premier jour 

Le premier 

jour un bolus 

de 5-FU 400 

mg/m2, suivi 

d’une 

infusion de 

1200 mg/m2 

pendant 22 

heures 

Toutes les 

2 semaines 

 

Tableau 7 : Protocoles de chimiothérapie à base d’oxaliplatine et d’irinotecan 
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5.4 Arbre décisionnel du traitement 

5.4.1 Définitions 

La chimiothérapie néo-adjuvante est donnée avant tout autre traitement. Elle a pour 

but de diminuer la taille de la tumeur. Elle est utilisée notamment avant la chirurgie. 

La chimiothérapie adjuvante est donnée quand on a eu recours à un retrait total ou 

partiel de la tumeur par la chirurgie ou la radiothérapie. Elle est prescrite quand il y a une 

possibilité de récidive, que la taille de la tumeur est trop importante, quand le cancer est à un 

stade avancé ou encore s’il est chimio-sensible. Elle a pour but de diminuer le risque de 

récidive et la formation de métastases. 

La chimiothérapie de première ligne, qu’elle soit néo-adjuvante ou adjuvante, est 

délivrée lors de la première phase de traitement. La chimiothérapie de seconde ligne est 

délivrée en cas de récidive ou de non-réponse à la chimiothérapie de première ligne. 

 

5.4.2 Selon le stade d’avancement du cancer colorectal 
Pour le stade I ou T1-T2-N0, la chirurgie seule est préconisée. En effet il ne s’agit que 

d’une exérèse endoscopique (T Lecomte, T André, Y Panis, P Laurent-Puig, F Bibeau, J 

Taieb.  « du côlon». Thésaurus National de Cancérologie Digestive, 11-2016) 

Le stade II ou T3-T4-N0 représente un groupe très hétérogène de par 

l’anatomopathologie mais aussi par son pronostic. En effet, le taux de survie à 5 ans de 87,5% 

au stade IIa chute drastiquement à 58,4% au stade IIc. C’est pourquoi malgré de nombreuses 

cohortes IMPACT-B2, QUASAR et MOSAIC, aucun bénéfice n’a été montré pour les 

chimiothérapies adjuvantes à ce stade. Ainsi, une étude pluridisciplinaire étudie au cas par cas 

les patients pour évaluer le rapport bénéfice – risque (Lecomte et al 2016)  

 

Pour le stade III ou Tx-N1 ou 2, généralement le plus représenté, les chimiothérapies 

adjuvantes ont montré leur efficacité. En effet, il a été observé dès 1990 une efficacité des 

traitements de chimiothérapie à base de fluoropyrimidines sur les cancers du stade III. De plus 

la cohorte MOSAIC a montré une efficacité accrue de cette chimiothérapie à base de 

fluoropyrimidines couplés avec de l’oxaliplatine. Cependant les combinaisons irinotecan et 5-

FU n’ont pas montré d’efficacité particulière tout comme le raltitrexed (Lecomte et al 2016). 
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Pour ce stade particulier trop de facteurs rentrent en jeu pour décider de la bonne 

approche. En effet, la localisation le nombre et la résécabilité des tumeurs doivent être pris en 

compte pour choisir parmi les différents protocoles décris plus haut (T Lecomte, T André, Y 

Panis, P Laurent-Puig, F Bibeau, J Taieb.  « du côlon». Thésaurus National de Cancérologie 

Digestive, 11-2016). 
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1 Historique 
 

L’oxaliplatine est un agent dérivé du platine de troisième génération. Les deux premières 

générations sont respectivement le cisplatine et le carboplatine. En 1845, le chimiste italien 

M. Peyrone a réalisé la première synthèse du diaminocyclohexane ou cisplatine. Sa structure 

chimique a été établie par les travaux du suisse A. Werner. Il faut attendre les années 1960 – 

1970, pour observer les propriétés cytotoxiques de ces sels de platine, tout d’abord sur des 

bactéries par l’équipe de B. Rosenberg, puis sur divers modèles tumoraux. En 1976, 

l’oxaliplatine est découvert par l’équipe du professeur Y. Kidani, puis malheureusement 

relégué au panthéon des drogues inutiles jusqu’à ce que Depiopharm rachète la licence et 

montre une efficacité sur les cancers à des stades avancées. Ils vendent la licence à Sanofi-

Aventis en 1994, qui va ensuite le mettre sur le marché en 1996 en France (sous le nom 

d’Eloxatine®) puis en 2002 au États Unis et en 2005 au Japon. 

2 Structure & mode d’action 

Le nom chimique complet de l’oxaliplatine est le (trans-R,R)1,2-

diaminocyclohexaneoxalatoplatine (II), et comme ce nom l’indique, le platine est couplé avec 

un ligand trans1,2-DACH (diaminocyclohexane) et un ligand oxalate (Chaney 1995). Le 

ligand diaminocyclohexane le distingue des deux anciennes générations et est responsable de 

son activité pharmacologique plus importante (Raymond et al. 1998; Lebwohl and Canetta 

1998) (Figure 10). 

 

 

  

 

 

 

Figure 10 : Structure détaillée de l’oxaliplatine faisant apparaître ses composants 

 

Chapitre 2 

L’oxaliplatine 
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2.1 Mécanisme d’action 

L’oxaliplatine va agir principalement sur l’ADN. En effet il va induire la formation 

d’adduits ou de lésions primaires dans la molécule d’ADN conduisant à un blocage de sa 

réplication et de sa transcription en ARNm (ARN messager). Les adduits sont souvent intra- 

ou inter-brins, réalisant des liaisons covalentes sur deux résidus guanines. Cependant des 

études ont montré une prédominance pour les adduits intra-brins (Faivre et al. 2003; 

Woynarowski et al. 2000; Woynarowski et al. 1998; Reardon et al. 1999). Des liaisons aux 

protéines satellites de l’ADN ont également été observées. 

 

Les adduits faits par l’oxaliplatine sont d’un point de vue quantitatif minoritaires 

comparés à ceux formés par le cisplatine, cependant ils ont un potentiel cytotoxique supérieur 

(Faivre et al. 2003; Woynarowski et al. 2000; Woynarowski et al. 1998; Hector et al. 2001). 

Ceci peut être expliqué par le fait que l’oxaliplatine est plus hydrophobe que le cisplatine 

mais aussi par le groupement DACH qui induit une distorsion plus importante de la double 

hélice de l’ADN conduisant à un blocage plus efficace de la réplication mais aussi du 

recrutement des protéines de réparation de l’ADN (Scheeff, Briggs, and Howell 1999). 

 

Les adduits formées sont souvent des pontages entre deux guanines adjacentes dits 1,2-

GG, entre une guanine et une adénine dits 1,2-GA ou encore sur deux guanines séparées par 

une base dits 1,3-GXG (Faivre et al. 2003; Woynarowski et al. 2000; Woynarowski et al. 

1998; Reardon et al. 1999). 

Une fois administré en IV, l’oxaliplatine doit subir des transformations chimiques 

pour être actif. Il interagit fortement avec les ions chlorure et est très rapidement activé en 

DACH-dichloroplatine après élimination du complexe oxalate (Figure 11). Une fois rentré 

dans la cellule, il subit deux hydrolyses qui vont permettre la perte des deux chlores et la 

transformation du DACH-dichloroplatine en un aqua-complexe électrophile qui va pouvoir 

attaquer la molécule d’ADN. In vitro, l’oxaliplatine va directement subir ces hydrolyses 

(Pendyala et al. 1995; Graham et al. 2000). Une fois libéré, le platine va attaquer de manière 

nucléophile l’azote en 7 d’une guanine (Kweekel, Gelderblom, and Guchelaar 2005). 
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Figure 11 : Biotransformation de l’oxaliplatine 

Schéma montrant les biotransformations que subit l’oxaliplatine dans le système sanguin et 

dans les cellules tumorales. 

 

2.2 Réponse cellulaire 

2.2.1 Conséquences structurales sur l’ADN 

Les adduits de platine formé par l’oxaliplatine ne vont pas affecter l’appariement en 

hélice de type B de l’ADN décrit par Watson et Crick. Les perturbations se font au niveau des 

sites de la flexibilité de l’ADN, la présence des adduits va rendre la molécule d’ADN plus 

rigide, au niveau de la courbure de la chaîne nucléotidique, conduisant à une forte 

déformation au niveau de l’adduit (60 à 80° de courbure) et enfin à une torsion de la double 

hélice (torsion de 20 à 25°) (Barbic and Crothers 2003). 

 

2.2.2 Effets sur la transcription 

La déformation de l’ADN provoquée par les adduits va conduire à une impossibilité 

pour l’ARN polymérase II de progresser le long de la molécule d’ADN et ainsi conduire à une 

inaptitude de celle-ci à transcrire la molécule d’ADN en ARN messager. 

La rigidité de l’ADN perturbe la mobilité de la chromatine, cette mobilité étant 

indispensable à la libération de la séquence d’ADN à transcrire. 
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De plus, les facteurs de transcription ont une affinité forte pour les sels de platine. 

Cette affinité conduit à la séquestration de ces facteurs et donc à une inhibition de la 

transcription (Malina et al. 2007). 

 

2.2.3 Effets sur la réplication 

Comme pour l’ARN polymérase II, la déformation de la molécule d’ADN va inhiber 

l’activité des ADN polymérases. Deux types de polymérases sont affectées, les ADN 

polymérases réplicatives et les ADN polymérases translésionelles (Lange, Takata, and Wood 

2011). 

Les ADN polymérases réplicatives (ADN pol  et l’ADN pol ) vont être bloquées par 

les adduits de platine, ces derniers conduisant donc à un empêchement de la réplication de la 

molécule d’ADN (Hoffmann et al. 1995). Cependant les autres polymérases, les polymérases 

translésionelles vont réussir à répliquer l’ADN en passant par-dessus les adduits mais cela va 

conduire à un mésappariement de bases entre brins complémentaires et donc à une mauvaise 

copie du matériel génétique. 

 

2.2.4 Effets sur l’apoptose 

Les mécanismes de mort cellulaire par apoptose sont hautement complexes et 

sophistiqués. La mort cellulaire apoptotique se fait par le biais de voies de signalisation qui 

sont de deux types : les voies intrinsèques via la mitochondrie et les voies extrinsèques via les 

récepteurs de mort. Cependant, il y a une voie supplémentaire impliquant la perforine et les 

granzymes (figure 12). 

Les voies de signalisation intrinsèques qui initient l'apoptose impliquent un ensemble 

varié de stimuli non médiés par les récepteurs, ces stimuli sont généralement les radiations, 

les toxines, l'hypoxie, l'hyperthermie, les infections virales et les radicaux libres. Tous ces 

stimuli provoquent des changements dans la membrane mitochondriale interne qui entraînent 

une ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale (MPT) et la libération de 

deux groupes principaux de protéines pro-apoptotiques (Saelens et al. 2004). Le premier 

groupe comprend le cytochrome c, le Smac / DIABLO et la sérine protéase HtrA2 / Omi (Du 

et al. 2000). Ces protéines activent la voie mitochondriale dépendante de la caspase. Le 

cytochrome c se lie et active l'Apaf-1 ainsi que la procaspase-9, formant un «apoptosome» 

(Rios-Doria et al. 2003; Hill et al. 2004). 
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Les voies de signalisation extrinsèques qui initient l'apoptose impliquent des 

interactions induites par des récepteurs transmembranaires. Ces récepteurs de mort sont 

membres de la superfamille du gène du tumor necrosis factor (TNF) (Locksley, Killeen, and 

Lenardo 2001). Ils partagent des domaines extracellulaires similaires riches en cystéine et ont 

un domaine cytoplasmique d'environ 80 acides aminés appelé "domaine de la mort" 

(Ashkenazi and Dixit 1998). Ce domaine de mort joue un rôle critique dans la transmission du 

signal de mort de la surface cellulaire vers les voies de signalisation intracellulaires. À ce 

jour, les ligands les mieux caractérisés et les récepteurs de mort correspondants comprennent 

FasL / FasR, TNF-a / TNFRl, Apo3L / DR3, Apo2L / DR4 et Apo2L / DR5 (Chicheportiche 

et al. 1997; Ashkenazi and Dixit 1998; Peter and Krammer 1998; Rubio-Moscardo et al. 

2005). La liaison du ligand Fas à FasR entraîne la liaison de la protéine adaptatrice FADD qui 

s'associe ensuite à la procaspase-8 par dimérisation du domaine effecteur de la mort (Wajant 

2002). À ce stade, un complexe de signalisation induisant la mort (DISC) est formé, 

entraînant l'activation auto-catalytique de la procaspase-8 (Kischkel et al. 1995). 

 

 

Figure 12 : L’apoptose 

Schéma montrant les évènements apoptotiques des trois voies de signalisation (Elmore 2007) 

 

 Des travaux ont montré que les différents sels de platine, dont l’oxaliplatine, induisent 

l’apoptose via l’activation des caspases (Tao et al. 2007). L’oxaliplatine va activer les deux 

voies majeures de l’apoptose. En effet, l’oxaliplatine va activer la voie des caspases liées à la 

voie intrinsèque qui commence par la caspase-9 via une dépolarisation de la membrane 
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mitochondriale, mais aussi, en activant la voie extrinsèque, en augmentant l’expression de 

récepteur Fas et son ligand et activant la caspase-8 (Marchetti et al. 2004). 

 

2.3 Pharmacocinétique et effets indésirables 

La pharmacocinétique de l’oxaliplatine est très complexe comme celle de son ancêtre le 

cisplatine. L’oxaliplatine va s’accumuler de manière très importante dans les érythrocytes 

comparé au cisplatine. Cette fixation érythrocytaire est élevée et irréversible, elle représente 

37% de l’oxaliplatine et possède une élimination très lente. L’oxaliplatine se fixe également 

aux protéines plasmatiques.  

 

L’élimination est urinaire (50% en 48 heures), avec une demi-vie d’élimination 

plasmatique de 40 heures, et une phase d’élimination prolongée jusqu’à 250 heures. 

 

Contrairement à l’irinotecan et au 5-FU, l’oxaliplatine a rarement des effets secondaires 

d’ordre digestif et entraine rarement une perte des cheveux. Par contre, cette molécule étant 

neurotoxique, des effets neurologiques et d’hypersensibilité sont fréquemment observés. Les 

neuropathies périphériques représentent les effets secondaires limitants les plus fréquents. Ces 

effets peuvent persister après l’arrêt du traitement à l’oxaliplatine.  

 

Les principaux effets indésirables sont répertoriés dans le tableau 8 (Oxaliplatin Side 

Effects in Detail n.d.). 

Toxicité Implication Importance 

Hématologique 

Neutropénie 

Thrombopénie 

Anémie 

 Fréquent 

Digestive 

Nausées, vomissements 

Diarrhées 

Mucite 

Nécessitant de la médication 

Rare 

Rare 

Alopécie  Rare 

Hypersensibilité 

Frisson, céphalée, rougeur, 

prurit, tachycardie, dyspnée, 

vertiges, œdème 

Choc, hypotension 

Fréquente 
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Neurologie  

Dysesthésies et paresthésies 

distales périphériques 

Trimus, contractures et 

crampes musculaires, 

priapisme 

Faiblesse musculaire 

Très fréquente 

Rénale  Rare 

Hépatique Pneumopathie  Parfois sévère 

Autres 

Dyspnée, contractions 

musculaires, crampes, 

paresthésie 

Peu fréquente 

 

 

Tableau 8 : Effets indésirables de l’oxaliplatine 

3 Résistance à l’oxaliplatine  

Il existe de nombreux mécanismes de résistance aux chimiothérapies, certains sont 

spécifiques à chaque molécule, et d’autres sont communs à toutes les chimiothérapies. Parmi 

les mécanismes communs, nous pouvons citer ceux qui vont limiter la disponibilité de la 

drogue. Ils peuvent se caractériser par des influx ou efflux de ces molécules via des 

transporteurs par exemple. Il existe également des mécanismes mis en place par la cellule 

tumorale pour résister au processus apoptotique induit par la chimiothérapie. Il peut y avoir 

par exemple dérégulation des mécanismes apoptotiques de la cellule.  

 

3.1 Influx et efflux cellulaires  

Les mécanismes d’influx et d’efflux pour l’oxaliplatin ne sont connus que depuis peu 

de temps. En effet pendant longtemps l’incorporation passive de la molécule dans les cellules 

semblait évidente. Cependant des travaux récents ont décrit de nombreux transporteurs actifs 

que nous allons présenter maintenant. La plupart de ces transporteurs actifs fonctionnent pour 

l’ensemble des sels de platine. 

 

3.1.1 Les transporteurs du cuivre 

Comme leur nom l’indique ces transporteurs vont permettre le transport du cuivre dans 

la cellule ou au contraire l’excréter.  
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 Le cuivre est indispensable à la cellule pour son bon fonctionnement métabolique. Il 

sert notamment de cofacteur au cytochrome C, permettant ainsi le bon fonctionnement de la 

voie respiratoire de la mitochondrie. Une bonne régulation de celle-ci est nécessaire pour 

avoir une bonne homéostasie. 

 

 Des études ont montré que ces transporteurs sont impliqués dans l’accumulation des 

sels de platine dans la cellule, notamment pour les sels de platine (Andrews and Howell 

1990). Cela a été confirmé par des études plus récentes (Katano et al. 2002). Deux 

transporteurs, ATP7A et ATP7B, ont été décrits comme des exportateurs des sels de platine. 

Le groupe de Howell a montré que ces deux transporteurs ATP7A et ATP7B pouvaient être 

impliqués dans la résistance aux sels de platine. En effet ils ont observé qu’une sur-activation 

de ATP7A, notamment par le knock-down de sa protéine régulatrice Sec61 (Abada et al 

) conduisait à une réduction de l’efficacité de l’oxaliplatine. Une étude récente a montré 

qu’un haut niveau d’expression de la protéine ATP7B était associé avec un mauvais pronostic 

pour le patient (Martinez-Balibrea et al. 2009). Une augmentation de l’expression de ces deux 

protéines conduit à une sortie plus forte de l’oxaliplatine de la cellule et donc à une mauvaise 

cytotoxicité (Figure 13). 

 

Figure 13 : Mécanisme de fonctionnement des transporteurs ATP7A/B 

Schéma de l’exportation de l’oxaliplatine par les transporteurs ATP7A/B. 

 

Un autre transporteur, le hCTR1, a été mis en évidence comme pouvant être impliqué 

dans la résistance au cisplatine (Ishida et al. 2002). Le transporteur hCTR1 est impliqué dans 

l’absorption de l’oxaliplatine dans les cellules cancéreuses, cependant son implication dans la 

résistance à ce sel de platine n’est pas aussi clair que pour les autres sels de platine (Howell et 
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al. 2010). Une diminution de l’expression de ce transporteur peut conduire à une diminution 

de l’absorption de l’oxaliplatine et donc à une résistance à ce traitement (Figure 14). 

 

 

 

Figure 14 : Mécanisme de fonctionnement du hCTR1 

Schéma de l’importation de l’oxaliplatine par le transporteur hCTR1. 

 

3.1.2 Les transporteurs de soluté 

Les transporteurs de soluté jouent un rôle important dans l’absorption physiologique 

ou l’excrétion des chimiothérapies notamment dans l’intestin (Burger et al. 2011). Il a été 

montré que parmi les 55 sous-familles existantes, la sous-famille des transporteurs des cations 

organiques (OCT) participait à la détoxification des chimiothérapies. 

Dans cette sous-famille, c’est la protéine OCT2 qui a été la plus clairement associée à 

l’absorption et à la cytotoxicité à l’oxaliplatine (Burger et al. 2011). En effet la transfection de 

cette protéine dans des cellules HEK 293 entraine une sensibilité accrue à l’oxaliplatine. 

L’ARNm de OCT2 n’a pas été détecté dans neuf lignées cellulaires de tumeurs colorectales 

(Burger et al. 2010). Une diminution de l’expression de cette protéine pourrait donc conduire 

à une augmentation de la résistance à l’oxaliplatine. Cependant une autre étude a observé la 

présence de l’ARN messager d’OCT2 dans 50% des tumeurs de patients (Zhang et al. 2006), 

c’est pourquoi des études complémentaires devront être réalisées.  

 

3.1.3 Les transporteurs ABC 

Les transporteurs ABC (ou ATP Binding Cassette) sont un ensemble de protéines 

transmembranaires responsables du transport unidirectionnel à travers la membrane 

cytoplasmique de diverses substances dont les macromolécules et notamment certaines 
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chimiothérapies. Une sous-famille de transporteurs ABC, les transporteurs ABCC, dont font 

partie notamment les MRP (multidrug resistance-associated proteins), sont particulièrement 

impliqués dans le phénomène de résistance aux sels de platine (Suzuki, Nishio, and Tanabe 

2001). Les transporteur MRP1 et MRP4 ont plus particulièrement été identifiés comme étant 

impliqués dans la résistance à l’oxaliplatine. Une augmentation de l’expression de ces 

protéines est associée à une diminution d’accumulation de l’oxaliplatine et à la résistance à 

cette chimiothérapie (Beretta et al. 2010). Cependant le rôle joué par MRP1 dans le transport 

et la résistance à l’oxaliplatine doit être approfondi car il est encore mal compris. En effet une 

surexpression de MRP1 à la membrane induit une résistance à l’oxaliplatine (Figure 15), alors  

qu’il n’y a aucun changement d’activité de ce transporteur dans les cellules sur-exprimant 

cette protéine par rapport aux cellules contrôle (Ekblad, Kjellström, and Johnsson 2010). Des 

études récentes ont par ailleurs montré en utilisant des coupes cliniques qu’il n’y a pas de lien 

marqué entre ces transporteurs et la résistance à l’oxaliplatine (Helleman et al. 2006; Lee et 

al. 2012). Des études complémentaires sont là aussi nécessaires. 

 

Figure 15 : Mécanisme de fonctionnement des MRPs 

 

3.1.4 Le système glutathion 

Le glutathion est un tripeptide qui peut être oxydé ou réduit. Les glutathion S-

transférases (GST) ont pour rôle de détoxifier les xénobiotiques dont les métaux lourds et les 

chimiothérapies, notamment les sels de platine. Les glutathion S-transférases vont catalyser la 

détoxification de ces molécules pour éviter les dommages cellulaires (Tsuchida and Sato 

1992). 
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Cette famille est composée de différentes sous-classes et il a été démontré que la sous-

famille GSTP1 pouvait être associée avec la résistance au cisplatine (Goto et al. 1999; Ban et 

al. 1996), cependant la détoxification de l’oxaliplatine n’a pas été mise en évidence. En effet, 

de nombreux articles montrent qu’une augmentation de l’expression ou de l’activité de 

GSTP1 n’a pas de corrélation directe avec la résistance à l’oxaliplatine (Arnould et al. 2003 ; 

Pendyala et al. 1995 ; Ozawa et al. 2008). Cependant d’autres articles montrent un lien 

possible entre les variants génétiques de GSTP1 et l’efficacité de l’oxaliplatine. Ainsi la 

présence de la mutation I105V qui diminue l’activité enzymatique de GSTP1 entraine une 

meilleure efficacité de l’oxaliplatine pour des patients atteints d’un cancer colorectal 

(Stoehlmacher et al. 2002; Huang, Hua, and Du 2009) (Figure 16). D’autres articles réfutant 

cette implication,  ce système, complexe, nécessitera donc encore d’autres études (Le Morvan 

et al. 2007; Kweekel et al. 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Implication des GST dans l’efficacité de l’oxaliplatine 

 

3.2 Les voies de survie 

3.2.1 La voie PI3K/Akt 

La voie PI3K/Akt est une voie de signalisation intracellulaire impliquée dans la 

régulation de la croissance et de la prolifération cellulaires. Elle est une voie d’intérêt dans 

l’étude de l’oncogenèse puisque la plupart des protéines la constituant sont des suppresseurs 

de tumeurs ou des proto-oncogènes dont la mutation peut favoriser le développement d’un 

processus tumoral. 

L'activation d'Akt (ou PKB) nécessite d'abord la liaison d'un récepteur à activité 

tyrosine kinase (RTK) avec son ligand (incluant IGF-l, EGF et l'insuline), ce qui permet la 

dimérisation du RTK et le déclenchement de son activité de kinase. L'autophosphorylation du 
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RTK crée un site de fixation pour la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), une enzyme qui 

transfère un phosphate de l'ATP sur le carbone 3' de l'inositol des phosphatidylinositides 

membranaires (ptdIns). La génération des PtdIns3P, Ptdlns (3,4) P2 et Ptdlns (3,4,5) P3 

(PIP3) permet le recrutement membranaire de protéines possédant des domaines spécifiques, 

tel que le domaine PH (pour plecstrin homology) présent dans la séquence d'Akt. C'est à la 

membrane plasmique que se produit l'activation d'Akt, suite à sa phosphorylation sur un 

résidu thréonine du domaine catalytique par la kinase PDKI (Alessi et al. 1997) et sur un 

résidu sérine du domaine C-terminal à la fois par autophosphorylation et par l'action d'autres 

kinases telles que mTORC2, ILK et PKC (Lynch et al. 1999). Akt est ensuite relocalisée, par 

un mécanisme inconnu, dans différents compartiments intracellulaires où ses substrats sont 

situés. La production de PIP3 et l'activation d'Akt sont inhibés par la phosphatase PTEN. La 

voie Akt activée va conduire à une inhibition de l’apoptose, en inhibant Bad via des 

phosphorylations et modulant l’expression de FasL via l’activation de la voie de signalisation 

Forkhead (figure 17). Cette voie de signalisation induit aussi la survie cellulaire en activant 

NF-B et la prolifération cellulaire. 

 

 

Figure 17 : Mécanisme d’activation de la voie PI3K/Akt 

Schéma montrant les différentes actions de la voie PI3K/Akt 
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L’une des complications majeures de l’obésité est l’augmentation de la concentration 

sanguine de l’insuline. De plus, on estime que l’obésité est responsable de 30% des cancers 

colorectaux (Larsson and Wolk 2007). L’insuline via l’activation de la voie de signalisation 

Akt va conduire à une augmentation de la résistance à l’oxaliplatine de ces cancers 

colorectaux (Chen et al. 2011). Des inhibiteurs de cette voie de signalisation inhibent ces 

chimiorésistances (Zhang et al. 2014; Hua et al. 2013). 

 

3.2.2 La voie p38 MAPK 

La voie p38 MAPK est une voie de signalisation intracellulaire impliquée dans la 

régulation de l’inflammation, de l’apoptose et du cycle cellulaire, dans le développement, la 

différenciation cellulaire et dans la senescence et la suppression tumorale (Zarubin and Han 

2005). 

Comme pour beaucoup d'autres protéines kinases, l'activation des MAPKs nécessite 

une phosphorylation sur la boucle d'activation. Ces phosphorylations induisent des 

réorganisations conformationnelles qui soulagent le blocage stérique et stabilisent la boucle 

d'activation dans une conformation ouverte, facilitant la liaison au substrat. Les p38 MAPK 

sont activées par une double phosphorylation dans la séquence de la boucle d'activation Thr-

Gly-Tyr. En réponse à des stimuli appropriés, les résidus de thréonine et de tyrosine peuvent 

être phosphorylés par trois kinases MKK / MAP2K à double spécificité (MAPK kinases). 

MKK6 peut phosphoryler les quatre membres de la famille p38 MAPK, alors que MKK3 

active p38, p38 et p38, mais pas p38. MKK3 et MKK6 sont toutes les deux très 

spécifiques pour les p38 MAPK (Enslen, Raingeaud, and Davis 1998; Alonso et al. 2000). En 

outre, p38α peut également être phosphorylée par MKK4, un activateur de la voie JNK (c-Jun 

N-terminal kinase) (Cuadrado and Nebreda 2010; Doza et al. 1995) (Figure 18). 

On pense généralement que p38 MAPK est une kinase qui intervient dans la mort 

cellulaire. Cependant, bien que cette hypothèse soit correcte dans la plupart des cas, des 

études de cause à effet ont également montré que l'activation de p38 MAPK par des stimuli de 

stress ne favorise pas nécessairement la mort, mais améliore la survie cellulaire. En effet, la 

p38 MAPK va activer le cycle cellulaire ce qui va amener à la réparation de l’ADN, elle va 

réguler les voies de signalisation soit en inhibant la glycogen synthase kinase 3 béta (GSK3 ) 

ou en activant le myocyte enhancer factor-2 (MEF2). Toutes ces régulations vont conduire à 

la survie cellulaire (Thornton and Rincon 2008) (Figure 18). 
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Figure 18 : Mécanisme d’activation de la voie p38 MAPK 

Schéma montrant les différentes actions de la voie p38 MAPK d’après (Cuadrado and 

Nebreda 2010) 

 

L’activation de p38 MAPK dans la résistance à l’oxaliplatine semble avoir des rôles 

antinomiques, en effet on peut voir que l’inhibition de p38 MAPK soit par miRNA (micro 

ARN) (miR-625-3p) soit de manière protéique (via le RGMb) va conduire à une 

augmentation de l’apoptose des cellules tumorales colorectales en réponse à l’oxaliplatine 

(Rasmussen et al. 2016; Shi et al. 2016). Cependant, on peut voir qu’une inhibition d’un 

activateur de p38 MAPK, MK2, augmente la mortalité déclenchée par les sels de platine 

(Reinhardt et al. 2007).  

 

3.2.3 La voie NF-B  

La voie de signalisation NF-B joue un rôle essentiel dans la progression et le 

développement de certains cancers et notamment du cancer colorectal. 

En effet plusieurs article ont montré un lien entre l’augmentation de l’activité de NF-

B et la résistance aux traitements (Rakitina, Vasilevskaya, and O’Dwyer 2003), notamment 

lorsque l’activité de la sous-unité p65 est augmentée (Martinez-Cardús et al. 2009). Cette 

augmentation d’activité peut être expliquée par la transition épithélio-mésenchymateuse 

(Yang et al. 2006). Ainsi des thérapies visant cette voie de signalisation ont été proposées 
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pour pouvoir augmenter l’activité anti-tumorale de l’oxaliplatine (Jani et al. 2010) (Figure 

19). 

 

Figure 19 : Mécanisme d’action de la voie NF-B 

Schéma montrant l’inhibition des effets de l’oxaliplatine par la voie NF-B. 

 

3.3 Modifications des mécanismes de mort cellulaire  

Comme nous l’avons vu précédemment, les sels de platine vont former des adduits 

dans la molécule d’ADN qui vont conduire à la mort de la cellule. Cette mort cellulaire se fait 

généralement par le biais de la protéine p53 qui conduit à l’activation de différentes voies de 

mort cellulaire. Cependant ces voies de signalisation peuvent être touchées et donc être 

impliquée dans la résistance à l’oxaliplatine. 

 

3.3.1 L’apoptose 

La protéine p53 joue un rôle clef dans la mise en place de ces voies apoptotiques en 

reconnaissant les dommages à l’ADN. Une altération de cette protéine peut donc conduire à la 

mort ou à la survie des cellules. Ainsi des mutations de gain ou de perte de fonction peuvent 

conduire à une résistance à l’oxaliplatine, en effet 50% des tumeurs colorectales présentent 

une mutation sur cette protéine ce qui va conduire à un défaut de la voie apoptotique 

intrinsèque et donc conduire à la résistance aux traitements (Toscano et al. 2007). 

Les inhibiteurs de l’apoptose (IAP) vont agir, comme leur nom l’indique, en inhibant 

les voies apoptotiques. L’augmentation de l’expression de deux IAP, la survivine et BIRC6, 

va ainsi conduire à une résistance à l’oxaliplatine dans le cancer colorectal (Wen et al. 2013; 
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Van Houdt et al. 2011). Les régulateurs de la voie apoptotique intrinsèque, qu’ils soient pro-

apoptotiques comme Bad, Bak et Bax, ou anti-apoptotiques comme Bcl-2, Bcl-xl et Mcl-1, 

peuvent aussi jouer un rôle dans la résistance aux traitements. Une perte de la protéine Bax 

induira ainsi une plus grande résistance (Gourdier et al. 2002), tandis qu’il y aura une 

sensibilisation accrue lorsque Bcl-2 et de Bcl-xl sont sous-régulées (Hayward et al. 2004) 

(Figure 20). Les régulateurs de la voie apoptotique extrinsèque peuvent aussi être impliqués, 

c’est le cas des récepteurs de mort TNFR1, Fas/CD95, TRAIL, DR4 et DR5, et de la protéine 

Bid. Une diminution de l’expression de la protéine Bid va ainsi conduire une forte résistance à 

l’oxaliplatine (Köhler et al. 2008). À l’inverse l’inhibition de MMP7 qui conduit à une 

augmentation de l’expression du récepteur Fas re-sensibilise les cellules cancéreuses 

(Almendro et al. 2009) (Figure 20). La résistance à l’oxaliplatine peut aussi être due à la sur-

expression de c-FLIP qui va conduire à l’activation de la protéine XIAP et de la voie Akt 

(Kim et al. 2008) (Figure 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Mécanismes de contournement de l’apoptose 

Les flèches vertes représentent une activation, les rouges une inhibition. 

 

3.3.2 La nécroptose 

Depuis plusieurs années, des études montrent que la nécrose pourrait ne pas être un 

processus totalement aléatoire et non régulé, divers articles montrent qu’il peut être amené par 

des stress aussi bien physiologiques que pathologiques mais aussi par des stress génotoxiques 

tels que les chimiothérapies. On parle alors de nécrose régulée, ou de nécroptose. Ainsi les 

agents alkylants et bien d’autres pourraient conduire à une nécrose régulée (Vanden Berghe et 

al. 2014). L’oxaliplatine peut aussi bien activer la voie apoptotique que nécroptotique dans 

différents modèles cellulaires (Lim et al. 2010). Bien qu’il y ait encore peu de données sur 

cette voie de mort cellulaire, il a été montré récemment que l’activation de la protéine GSK3, 
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activée dans 50% des tumeurs, peut induire une résistance à l’oxaliplatine en inhibant la 

nécroptose (Grassilli et al. 2013) (Figure 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Mécanisme de contournement de la nécroptose 

3.3.3 L’autophagie 

L’autophagie désigne une dégradation de la cellule par ces propres lysosomes qui va 

conduire à la mort de la cellule. Cette autophagie est active dans de nombreuses tumeurs, son 

inhibition peut conduire à une augmentation de la mort cellulaire ou au contraire à la survie en 

fonction de plusieurs facteurs impliqués (Eskelinen 2011). La protéine HMGB1 (High 

Mobility Group Box 1) pourrait être impliquée dans la chimiorésistance. En effet une 

réduction de l’expression de cette protéine conduit à une activation de la bécline 1 qui va elle-

même conduire à l’autophagie et à la résistance à l’oxaliplatine (Tang et al. 2010) (Figure 22). 

D’autres auteurs montrent aussi que le traitement à l’oxaliplatine peut conduire à une 

induction de l’autophagie et ainsi à une augmentation de la résistance à l’oxaliplatine (Shi et 

al. 2012; Ding et al. 2011). 

 

Figure 22 : Mécanisme d’activation de l’autophagie 
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3.3.4 La sénescence 

La sénescence est fortement augmentée quand la tumeur est exposée à des sels de 

platine (Gewirtz, Holt, and Elmore 2008). Les cellules présentant une expression augmentée 

de FoxM1 vont avoir une tendance à rentrer plus facilement en senescence lorsqu’elles sont 

exposées à l’oxaliplatine et donc être plus résistantes à cette chimiothérapie (Qu et al. 2013) 

(Figure 23). 

 

Figure 23 : Mécanisme d’activation de la senescence 

3.4 Les mécanismes épigénétiques  

De nombreuses études ont montrés une corrélation entre l’épigénétique et la 

chimiorésistance, notamment via des dérégulations des gènes impliquées dans la réponse aux 

dommages à l’ADN, à la réparation de l’ADN et bien d’autres. Néanmoins, bien qu’il y ait 

peu d’information sur les mécanismes épigénétiques et la réponse à la chimiothérapie (Crea et 

al. 2011) nous allons essayer d’en faire une liste la plus précise possible. 

 

3.4.1 Méthylation de l’ADN et modifications des histones 

La méthylation de l’ADN correspond à l’ajout d’un groupement méthyl sur le carbone 

5 d’une cytosine conduisant à des modifications de la transcription de l’ADN. Des études ont 

montrées que certaines tumeurs présentent des hyper-méthylations de l’ADN conduisant à des 

inactivations de gènes importants (Esteller 2008). 

Il a ainsi été montré une résistance accrue à l’oxaliplatine lorsque le gène SRBC est 

inactivé par une hyper-méthylation (Moutinho et al. 2014). Cette inactivation de SRBC va 

conduire à une activation de BRCA1, protéine associé à la réparation des cassures de l’ADN 

provoquées notamment par les sels de platine (Xu et al. 2001). 
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La modification des histones va également conduire à l’inactivation ou à l’activation 

de certains gènes (Portela and Esteller 2010). Cependant aucun lien n’est actuellement connu 

entre la modification des histones et la réponse à l’oxaliplatine. 

 

3.4.2 Les micro-ARNs 

Les miRNA sont des petits ARNs non-codants, d’une vingtaine de bases, qui vont se 

fixer sur des ARN messagers cibles grâce à des séquences complémentaires. Cette fixation va 

conduire à une répression et/ou à une dégradation des ARN messagers. L’implication des mi-

RNA dans diverses pathologies et notamment dans le cancer reste encore mal connue 

(Haenisch and Cascorbi 2012). 

Il a cependant été montré que la sur-expression des miRNA-153, -203 et -143 

modulait l’expression de FOXO3a, de l’ATM kinase et de l’IGF-1R respectivement, induisant 

ainsi la résistance à l’oxaliplatine (Qian et al. 2013 ; Zhang et al. 2013 ; Zhou et al. 2014). La 

sur-expression des miRNA-27b, -148a et -326 est également associée à une mauvaise réponse 

aux traitements (Kjersem et al. 2014) (Figure 24). Les miRNA pouvant être détectés dans le 

sang des patients, ils pourraient être utilisés pour prédire la réponse de ces derniers aux 

différents traitements. 

 

Figure 24 : Mécanisme d’action des miRNA dans la résistance à l’oxaliplatine 
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3.5 Mécanismes de réparation des adduits 

La formation des ponts inter- et intra-brins dans la molécule d’ADN est au cœur de 

l’activité cytotoxique des sels de platine. Les systèmes de reconnaissance des adduits et de 

réparation de l’ADN sont donc très impliqués dans la réponse à l’oxaliplatine et dans la 

résistance à cette molécule. 

 

3.5.1 Le système MMR 

Le système MMR (mismatch repair) est une ligne de défense contre le 

mésappariement de la molécule d’ADN, il va ainsi éviter les erreurs de réplication. 

À la différence des autres sels de platine, ce système ne reconnait pas les adduits 

formés par l’oxaliplatine (Ahmad 2010). Pour cette raison des tumeurs déficientes en ce 

système de réparation seront résistantes au cisplatine mais au contraire sensibles à 

l’oxaliplatine (Cassidy 2000). 

 

3.5.2 Le système NER 

Le système NER est un système de réparation par excision de nucléotides, il va réparer 

l’ADN dégradé lorsque le système MMR n’est pas efficace. Il va corriger les lésions étendues 

et les déformations de l’ADN. Ce système est généralement mis en place lors d’exposition 

aux ultraviolets et aux chimiothérapies. 

Ce système, à la différence du système MMR, reconnait aussi bien les lésions induites 

par le cisplatine que par l’oxaliplatine. C’est le cas du système ERCC1 et de son partenaire 

XPF qui sont fortement impliqués dans la résistance à l’oxaliplatine. En effet des études 

précliniques montrent qu’un faible taux d’expression de ces protéines est associé à une 

sensibilité accrue à l’oxaliplatine (Boyer et al. 2004 ; Hatch et al. 2014 ; Bohanes, Labonte, 

and Lenz 2011). De plus, la mutation de KRAS va conduire à une induction plus forte 

d’ERCC1 et donc à une plus grande résistance à l’oxaliplatine (Orlandi et al. 2015). Des 

études précliniques montrent une relation entre l’expression d’ERCC1 et le devenir des 

patients traités à l’oxaliplatine (Shirota et al. 2001 ; Uchida et al. 2008 ; Li et al. 2013 :1). 

D’autres protéines du système NER ont également un rôle dans la résistance. Les 

protéines XPF et XPG sont elles aussi impliquées dans la résistance à l’oxaliplatine, une 

diminution de l’expression de ces protéines conduisant à une re-sensibilisation des cellules 

tumorales (Graf et al. 2011). 
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3.5.3 Le système BER 

Le système BER est un système de réparation par excision de base, il va lui aussi 

réparer l’ADN de manière à retrouver l’intégrité de la molécule. Il est généralement utilisé 

pour réparer les modifications sur une seule base. 

Les ADN polymérases ,  et  sont largement impliquées dans ce système de 

réparation. Des études ont montré qu’une augmentation de l’expression de l’ADN polymérase 

 ou encore de la polymérase  est accompagnée par une augmentation de la résistance à 

l’oxaliplatine (Yang et al. 2010; Teng et al. 2010). De plus, des travaux récents montrent que 

d’autres polymérases, notamment la polymérase  et des protéines associées telles que REV1 

sont impliquées dans la résistance à l’oxaliplatine (Sharma et al. 2012). 

Il est communément admis que les sels de platine induisent une augmentation de la 

production des espèces réactives de l’oxygène (ROS, reactive oxygen species) pour conduire 

à des dommages plus importants sur la molécule d’ADN. Ces dommages peuvent être réparés 

par le système BER. Ainsi une augmentation de l’-OGG1 diminue la mort cellulaire induite 

par la production de ROS induite par ces sels de platine (Preston et al. 2009). 

 

 

  



  Introduction 

 58 

 

 

Les chimiothérapies conduisent à des stress cellulaires qui peuvent se traduire par de 

fortes augmentations de la production des espèces réactives de l’oxygène (ROS). Le stress est 

à la base une perturbation de l’équilibre cellulaire. L’étude de ces phénomènes commence 

véritablement au début du 19ème siècle avec le physiologiste français Claude Bernard. 

Le stress oxydant est un de ces phénomènes, défini comme une incapacité pour 

l’organisme de se défendre contre les ROS (Halliwell 1999b). Dans ces espèces réactives de 

l’oxygène, nous trouvons majoritairement les espèces radicalaires ou radicaux libres ainsi que 

des espèces nitrés générées par l’organisme (Miller, Buettner, and Aust 1990). 

Le phénomène de stress oxydatif est de plus en plus étudié car il se trouve impliqué 

dans de nombreuses pathologies dont le cancer mais aussi parce qu’il représente un potentiel 

outil thérapeutique. En effet, il existe une production physiologique de ROS dans les cellules 

saines, notamment via la chaîne mitochondriale. La mitochondrie sert au mammifère à 

catalyser la respiration qui est primordiale pour la cellule. Au cours du processus de 

respiration une faible quantité d’eau (environ 2%) est transformée en espèces réactives de 

l’oxygène, ces ROS servant à différentes voies de signalisation. Cette production est régulée 

par de nombreux systèmes enzymatiques de défense (superoxyde dismutase, glutathion 

peroxydase…) (Diplock 1996) ainsi que par des petites molécules anti-oxydantes telles que le 

glutathion. 

Dans le laboratoire, nous avons montré précédemment que les espèces réactives de 

l’oxygène sont indispensables aux effets cytotoxiques de l’oxaliplatine (Dahan et al. 2009). 

Comme nous avons pu le voir dans le chapitre précédent, les ROS sont majoritairement 

impliqués dans deux mécanismes antagonistes qui sont la mort cellulaire via la nécrose 

(Vanden Berghe et al. 2014) et la survie cellulaire via l’autophagie (Shi et al. 2012; Ding et al. 

2011). 

 

 

 

Chapitre 3 

Les espèces réactives de l’oxygène et les NADPH oxydases 
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1 Définition et propriétés des espèces réactives de l’oxygène  

Par définition, les espèces réactives de l’oxygène sont des dérivés de l’oxygène qui de 

part se fait vont être très réactifs vis-à-vis des composés organiques. Les ROS sont de deux 

types principaux : les radicalaires, qui possèdent un électron non apparié sur leur orbite la plus 

externe, et les non-radicalaires qui possèdent tous leurs électrons. Dans les espèces réactives 

de l’oxygène radicalaires on distingue les ions superoxyde et les ions hydroxyde 

respectivement O2
- et HO-. Les espèces réactives de l’oxygène non-radicalaires sont 

composées du peroxyde d’hydrogène et de l’oxygène dit singulet, se caractérisant par une 

configuration électronique particulière puisque deux électrons de spins opposés se trouvent 

sur une orbite particulière, respectivement H2O2 et 1O2 (Halliwell 1999a). 

En 1956, les espèces réactives de l’oxygène sont associées au vieillissement cellulaire 

grâce aux travaux de Harman, débute alors l’ère de l’étude de la régulation physiologique des 

espèces réactives de l’oxygène (Harman 1956). Les travaux sur ces espèces ont donc 

augmenté de manière significative permettant la mise en évidence du rôle des ROS dans la 

protection des cellules contre les agents pathogènes, leur conférant un rôle bactéricide. Les 

années passant le rôle des ROS ne s’est plus seulement limité à ce rôle, de nombreux articles 

montrant que ces espèces pouvaient interagir avec la signalisation cellulaire, à des 

concentrations cependant bien inférieures à celles du stress oxydatif.  

2 Le métabolisme des espèces réactives de l’oxygène 

Le système enzymatique NADPH oxydase va induire une oxydation aboutissant à la 

formation de l’anion superoxyde à partir d’un donneur d’électron, le NADPH, et d’un 

accepteur, l’oxygène (Lambeth 2004). 

  NADPH oxydase 

NADPH + 2 O2      NADP+ + H+ + 2 O2
- 

 

 L’anion superoxyde n’a pas une toxicité directe mais plutôt indirecte. L’anion 

superoxyde va réagir de manière très rapide avec de l’eau oxygénée (réaction de Haber 

Weiss) ou des radicaux 
.
NO, ces réactions vont conduire à l’apparition du radical hydroxyl 

(
.
OH) et des peroxynitrites (ONOO-) respectivement qui ont pour leur part une toxicité 

avérée. 
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O2
- + H2O2      

.
OH + O2 + -OH  

O2
- + 

.
ON      ONOO- 

 

L’anion superoxyde peut être dismuté en eau oxygénée soit de manière spontanée soit 

grâce à des enzymes, les superoxyde dismutases. Les superoxyde dismutases sont des 

métalloprotéines. Elles sont au nombre de trois et se caractérisent par le métal qui est contenu 

dans leur site actif : le cuivre (Cu) et zinc (Zn), le manganèse (Mn) et le fer (Fe) ou le nickel 

(Ni) (McCord and Fridovich 1969). 

 

O2
- + HO2 + H+

      H2O2 + O2  

       Superoxyde dismutase 

2O2
- + 2H+

      H2O2 + O2  

 

L’eau oxygénée ou peroxyde d’hydrogène est une espèce réactive de l’oxygène non 

radicalaire qui est relativement toxique. Cette espèce est généralement régulée par deux 

enzymes en particulier qui sont la catalase et les glutathion peroxydases, localisées dans les 

peroxysomes et le cytosol respectivement. Le peroxyde d’hydrogène va être dismuté en 

oxygène et en eau par la catalase, tandis que la glutathion peroxydase (GPx) va oxyder le 

glutathion en disulfure de glutathion en réduisant l’eau oxygénée en eau. 

       Catalase 

2 H2O2      2H2O + O2 

        GPx 

H2O2 + 2 GSH    2H2O + GSSG 

 

Le peroxyde d’hydrogène va pouvoir traverser les membranes et peut-être le précurseur 

d’autres espèces radicalaires avec un haut potentiel oxydatif. En présence de cations 

métalliques comme le fer, il va être transformé en radical hydroxyle (
.
OH) par la réaction de 

Fenton. 

          (Réaction de Fenton) 

H2O2 + Fe2+
      

.
OH + Fe3+ + -OH 
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En présence de myéloperoxydases, le peroxyde d’hydrogène va être transformé en 

acide hypochloreux (HOCl) notamment dans les granules azurophiles des neutrophiles. 

 

                       (myéloperoxydases) 

H2O2 + Cl- + H+
      HOCl + H2O 

 

L’acide hypochloreux est un acide extrêmement toxique car il réagit de manière forte 

avec les amines pour donner les chloramines (Valko et al. 2007). 

 

                      (myéloperoxydases) 

HOCl + R-NH2      R-NHCl + H2O 

 

En résumé, l’ion superoxyde va être produit par les différents systèmes décrits dans le 

paragraphe 5 et va être dismuté permettant la production de peroxyde d’hydrogène. Ce dernier 

va être pris en charge par la glutathion peroxydase ou par la catalase dans un but détoxifiant. 

Mais il peut être pris en charge par des métaux ou la myéloperoxydase, il va alors être 

transformé en ions encore plus toxiques. La voie utilisée va dépendre de la localisation des 

ions en question et bien sûr de la disponibilité des cellules en NADPH, catalase et glutathion. 

3  Les fonctions des espèces réactives de l’oxygène dans l’organisme 

3.1 Rôles des espèces réactives de l’oxygène 

De nombreux processus physiologiques et physiopathologiques sont régulés par les 

espèces réactives de l’oxygène, leurs rôles pouvant être aussi bien délétères que bénéfiques. 

Dans les effets délétères, on retrouve le vieillissement cellulaire (Harman 1956; Balaban, 

Nemoto, and Finkel 2005) avec les dégradations de nombreux composants cellulaires tels que 

les protéines, les lipides et l’ADN. Leurs rôles bénéfiques sont souvent cantonnés dans la 

défense des cellules face aux agents pathogènes. Les ROS ont également toutes les 

caractéristiques biochimiques des seconds messagers intracellulaires, puisqu’ils ont des 

caractéristiques de formation et de dégradation enzymatique, leur concentration augmente de 

manière transitoire et ont des actions spécifiques. Ainsi ils jouent un rôle important dans la 

signalisation cellulaire (Finkel 2003) et peuvent ainsi être impliqués dans de nombreuses 

fonctions physiologiques fondamentales dont la régulation du tonus vasculaire , dans le 
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contrôle de la ventilation (Prabhakar and Overholt 2000), dans l’adhésion cellulaire (Roy, 

Sen, and Packer 1999), dans l’apoptose (Dumont et al. 1999) et bien d’autres mécanismes. 

 

3.2 Mécanismes d’action des espèces réactives de l’oxygène 

3.2.1 La spécificité du rôle des espèces réactives de l’oxygène 

Le rôle et le mécanisme d’action des espèces réactives de l’oxygène dépendent de trois 

caractéristiques : leur quantité, leur nature et leur localisation. L’adéquation des trois critères 

fait que les espèces réactives de l’oxygène vont être des bons messagers d’une voie de 

signalisation spécifique. Les radicaux libres vont avoir un rôle important dans la régulation de 

divers processus biologiques comme le transport de glucose, l’activité ATPasique, la 

régulation du calcium ou encore la différenciation musculaire (Ji 2007; Taylor and Starnes 

2003; Veal, Day, and Morgan 2007). 

3.2.1.1 La quantité 

La quantité cellulaire d’espèces réactives de l’oxygène est dépendante de l’équilibre 

entre enzymes productrices et système antioxydant nommé plus communément système 

RedOx. Lorsque la production de ROS est modérée et cadrée, généralement stimulée par des 

facteurs de croissance ou des cytokines, ils ont des effets ciblés permettant une signalisation 

localisée et spécifique. Cependant dans le contexte d’un stress oxydatif, la production 

d’espèces réactives de l’oxygène surpasse le système antioxydant conduisant à des effets non 

localisés. Cette production exagérée de ROS va entrainer une réponse cellulaire conduisant à 

des oxydations lipidiques et donc à une fragilisation de la membrane cellulaire, mais aussi à 

des dégradations de protéines et de l’ADN, tous ces phénomènes pouvant déclencher la mort 

cellulaire.  

3.2.1.2 La nature 

Comme nous avons pu le voir les espèces réactives de l’oxygène ont des potentiels 

oxydatifs différents, les ions superoxydes et les radicaux hydroxyles étant plus réactifs que les 

peroxydes d’hydrogène. Leurs demi-vies et leurs diffusions sont différentes tout comme la 

réponse qu’ils vont déclencher. Par exemple, le radical hydroxyle possède une durée de vie 

très courte (9 à 10 secondes) et un haut potentiel oxydatif lui permettant d’avoir un effet ciblé 

et fort sur les cascades de signalisation cellulaire (Pastor et al. 2000). 

3.2.1.3 La localisation 

Les espèces réactives de l’oxygène peuvent être produits au niveau du réticulum 

endoplasmique, de la membrane cytoplasmique, de la mitochondrie, au niveau du cytoplasme 
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et enfin dans les endosomes ou les phagosomes. Ces diverses localisations conditionnent, 

avec leurs natures, leur spécificité d’action. Leur nature joue aussi sur leur localisation, les 

ions superoxydes et le radical hydroxyle vont être plus compartimentalisés alors que le 

peroxyde d’hydrogène, qui traverse facilement les membranes, n’aura pas de 

compartimentalisation. Les molécules présentes dans le même compartiment cellulaire que 

l’ion superoxyde, les protéines par exemple, subiront alors des modifications (Korshunov and 

Imlay 2002).  

3.2.1.4 Exemple : le peroxyde d’hydrogène 

La réduction partielle de l’oxygène à la suite d’une exposition cellulaire à des agents 

physiques, chimiques ou biologiques, favorise la formation d’anion superoxyde. Par la suite, 

la dismutation catalytique ou spontanée de l’anion superoxyde semble être la source 

biologique principale de production du peroxyde d’hydrogène. La grande stabilité du 

peroxyde d’hydrogène de par sa structure non polaire, comparativement à l’anion superoxyde, 

va lui donner les caractéristiques typiques d’un second messager lui permettant d’induire 

diverses réponses biologiques par diffusion spontanée à travers les membranes (Giorgio et al. 

2007). Pour que le peroxyde d’hydrogène se comporte comme une molécule signal, il doit 

d’abord échapper à son élimination par les antioxydants, puis influencer l’activité de protéines 

cibles. De plus, ce ne sont que certaines caractéristiques des protéines qui les rendent 

sensibles à l’oxydation par le peroxyde d’hydrogène. Il est reconnu que l’oxydation par le 

peroxyde d’hydrogène des cystéines est un processus majeur de signal cellulaire (Janssen-

Heininger et al. 2008). Les résidus cystéines de nombreuses protéines cytosoliques sont 

protonés du fait d’un pH cytosolique faible et ne peuvent pas réagir avec le peroxyde 

d’hydrogène. Néanmoins, des groupes thiols déprotonés sont utilisés comme espèces réactives 

dans le mécanisme catalytique de nombreuses enzymes. Pour que l’exposition aux ROS mène 

à l’oxydation réversible de groupe thiols de résidus cystéine clefs de certaines protéines 

comme les régulateurs transcriptionnels, les kinases ou phosphatases, les protéines de 

structures et les enzymes métaboliques, il est donc nécessaire que l’environnement local des 

cystéines (pH, proximité d’antioxydant, proximité d’autres protéines sensibles au peroxyde 

d’hydrogène) et la constante de dissociation acide (pKa) soient favorables (Veal, Day, and 

Morgan 2007). Il a été montré que le peroxyde d’hydrogène participe au processus de 

signalisation intracellulaire et intercellulaire. Cependant, une concentration d’H2O2 

intracellulaire proche de 1 μM est toxique pour la cellule et ne peut alors être utile pour la 

signalisation (Giorgio et al. 2007). La concentration d’H2O2 utilisée par la cellule pour les 
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processus de régulation est comprise dans une gamme allant de 1 à 700 nM (Antunes and 

Cadenas 2001).  

3.3 Cibles moléculaires des espèces réactives de l’oxygène 

Le peroxyde d’hydrogène, étant l’espèce réactive de l’oxygène la plus stable et ayant 

une demi-vie assez importante, est la plus facile à étudier et à analyser. Sa concentration in 

vivo est d’environ 10-7 M, ce qui va permettre d’activer des boucles de régulation permettant 

l’activation des processus fondamentaux tels que la prolifération cellulaire (Foreman et al. 

2003), la différenciation cellulaire (Li et al. 2006:4), la migration (Ushio-Fukai 2006) ou 

encore l’apoptose lorsque la concentration est importante (Cai 2005). 

3.3.1 Effets des espèces réactives de l’oxygène sur les kinases et les phosphatases 

Les voies de signalisation sont généralement régulées par des cascades de 

phosphorylations/dé-phosphorylations au niveau des sérines, thréonines ou encore tyrosines. 

C’est le cas notamment pour les voies de signalisation MAP kinases (Mitogen-Activated 

Protein) comprenant p38 MAPK ou encore JNK, de la voie de signalisation PI3K /Akt 

(phosphatidylinositol 3-kinase) qui sont généralement associées comme des voies de 

signalisation pro-survie ou pro-proliférative. 

Toutes les tyrosines phosphatases possèdent une séquence peptidique commune dans 

leurs sites actifs contenant une cystéine et une arginine (Cys-X5-Arg). La cystéine doit être à 

l’état réduit pour pouvoir être fonctionnel. La voie oxydative va inhiber les sites catalytiques 

de deux manières possibles, la première en formant un pont disulfure entre la cystéine du site 

catalytique et une autre cystéine, inhibant ainsi son activité (Barrett et al. 1999) ou en oxydant 

la cystéine passant d’une cys-SH à une cys-SOH (groupement sulfénique) (Denu and Tanner 

1998). 

3.3.2 Effets des espèces réactives de l’oxygène sur les facteurs de transcription 

Les espèces réactives de l’oxygène peuvent activer des voies de signalisation, comme 

vu précédemment, cependant elles peuvent aussi agir en inhibant la fixation des facteurs de 

transcription sur leur séquence génomique (Thannickal and Fanburg 2000). Les facteurs de 

transcription possédant de nombreuses cystéines sont susceptibles de subir des oxydations. 

Ces oxydations vont provoquer des changements conformationnels et donc un défaut de 

liaison à leur séquence au niveau de l’ADN (Barouki and Morel 2001). Les facteurs de 

transcriptions ont donc une sensibilité aux variations de concentration des ROS. Par exemple, 
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les mécanismes d’action des facteurs de transcription NF-B et AP-1 sont généralement 

modifiés lors de stress oxydant (Zhou, Johnson, and Rando 2001). 

Le facteur de transcription NF-B est lié à la voie de signalisation de l’apoptose 

induite par le stress, l’inflammation ou encore en réponse au système immunitaire. Son 

mécanisme d’action est régulé par la phosphorylation ou l’ubiquitination de son facteur 

répressif IB- permettant la translocation de NF-B dans le noyau et l’activation de 

transcription de gènes cibles. Le facteur de transcription NF-B possède deux niveaux de 

régulation par les ROS. En effet, les ROS peuvent activer les kinases chargées de 

phosphoryler IB-, et ainsi activer le facteur de transcription (Schreck, Rieber, and Baeuerle 

1991). Ils peuvent également oxyder les nombreuses cystéines présentes dans la séquence du 

facteur de transcription conduisant ainsi à son inactivation. Le complexe AP-1 (Activator 

Protein-1) fait partie du dimère Jun/Fos-Jun, activé lors de divers stress pour activer des 

gènes précoces ou dit de réponse immédiate (Guyton et al. 1996). La voie Jun kinase est 

activée rapidement par le peroxyde d’hydrogène, cependant la cystéine 252, situé dans son 

domaine de liaison à l’ADN, peut-être victime d’oxydation qui empêche alors la liaison du 

facteur à l’ADN (Abate and Curran 1990).  

4 Rôles des espèces réactives de l’oxygène dans le cancer 

4.1 Initiation de la carcinogénèse 

Il est largement acquis que les cellules cancéreuses présentent un taux de ROS plus 

élevé que les cellules normales (Federico et al. 2007). Il semble maintenant évident que les 

ROS jouent un rôle important dans les trois stades de la carcinogénèse : l’initiation, la 

promotion et la progression (Weitzman and Gordon 1990). 

L’initiation de la carcinogénèse est caractérisée par des mutations dans la molécule 

d’ADN ce qui conduira à une instabilité génomique (Bakhoum and Compton 2012). Les ROS 

vont promouvoir la formation de ponts sur les pyrimidines en C5 et C6 ainsi que la formation 

de radicaux alkyl sur les thymidines (Cooke et al. 2003), ce qui va conduire à des cassures 

mono ou double brin. Ces effets vont conduire à des réarrangements chromosomiques et à des 

mutations (Ameziane-El-Hassani et al. 2010). 

 

4.2 L’angiogenèse 

La tumeur a besoin d’un apport important de nutriments et d’oxygène pour croître ce 

qui est nécessite la formations de nouveaux vaisseaux sanguins ou angiogenèse (Hanahan and 
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Weinberg 2011). L’hypoxie, due à une prolifération excessive des cellules tumorales, va 

entrainer la production de facteurs angiogéniques. Lors de phases d’hypoxie, la protéine HIF-

1, qui joue un rôle clef dans ce processus, est stabilisée par la suppression de sa dégradation.  

Elle va se fixer à la sous-unité HIF-1, permettant la transcription de facteurs angiogéniques, 

telle que le VEGF (Niecknig et al. 2012) (Figure 25). Cette stabilisation peut être assurée par 

les ROS (Gao et al. 2002; Chandel et al. 2000; Comito et al. 2011).  

 

Les ROS peuvent également réguler les récepteurs et les métalloprotéases de manière à 

entrainer un remodelage de l’espace pour la formation des futurs vaisseaux (Arbiser et al. 

2002). 

 

Figure 25 : Régulation de l’angiogenèse par les ROS 

 

4.3 La prolifération cellulaire 

Les ROS, comme on a pu voir plus haut, peuvent agir sur les phosphatases ou les 

kinases des voies de signalisation. 

Différents articles montrent que les faibles doses de peroxyde d’hydrogène sont 

capables de stimuler la prolifération cellulaire dans diverses lignées cellulaires (Stone and 

Yang 2006). Les effets des ROS sur les voies de signalisation peuvent être directs ou indirects 

sur les voies de signalisation de prolifération cellulaire comme la voie p38 MAPK (Gao et al. 

2002), la p70S6kinase (Bae et al. 1999), la voie JAK/STAT (Simon et al. 1998) mais aussi les 

voies JNK et ERK/MAPK (Chen et al. 2008) (Figure 26). 
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Figure 26 : Prolifération cellulaire induite par les ROS 

 

4.4 Migration & invasion 

L’angiogenèse permet la migration des cellules cancéreuses et ainsi la formation de 

métastases. Le remodelage extracellulaire (grâce aux métalloprotéases) et la transition 

épithélio-mésenchymateuse sont nécessaires à la propagation des métastases (Chiang and 

Massagué 2008). 

Les ROS vont réguler divers facteurs de transcription dont notamment un régulateur de 

cette transition épithélio-mésenchymateuse, le facteur de transcription SNAIL via la voie de 

signalisation ERK/MAPK (Ho et al. 2011) (Figure 27). Les ROS vont également modifier 

structurellement la cellule en lui permettant de former des invadopodes (Díaz and 

Courtneidge 2012) et ainsi envahir les tissus. Les ROS vont réguler la migration des cellules 

cancéreuses et donc encourager l’invasion (Sadok et al. 2008) (Figure 27). 
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Figure 27 : Régulation de la migration par les ROS 

 

4.5 La modulation des espèces réactives de l’oxygène 

La production de ROS étant impliquée dans toutes les étapes de la carcinogenèse, mais 

aussi dans la prolifération et dans la migration/invasion, les scientifiques ont cherché à 

moduler la production des ROS pour contrecarrer leurs effets néfastes. 

 

4.5.1 Diminution de la production de ROS 

L’utilisation d’un traitement antioxydant sur un lymphome de type B induit par la 

mutation Myc a montré des résultats très intéressants. En effet un traitement avec de la 

vitamine C permet de diminuer la tumorigenèse grâce à une dégradation de HIF-1 (Gao et 

al. 2007).  

Les études cliniques ont donc été menées avec différentes molécules antioxydantes, 

cependant les résultats n’ont pas été concluants, les effets étant même négatifs (Vincent et al. 

2013). Les effets néfastes de ces antioxydants pourraient être expliqués par un besoin de ROS 

pour l’efficacité des chimiothérapies (Dahan et al. 2009) notamment pour l’induction de la 

mort cellulaire comme nous l’avons vu plus haut. 

 

4.5.2 Augmentation de la production de ROS 

La production de ROS pouvant entrainer une augmentation d’efficacité de certaines 

chimiothérapies, la recherche de molécules pro-oxydantes est devenue un phénomène en 

pleine expansion. En effet plusieurs chimiothérapies montrent une activation de la production 

de ROS qui va permettre leur efficacité telles que l’oxaliplatine (Dahan et al. 2009) et la 

doxorubicine (Wagner et al. 2005). 
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5 Les sources cellulaires des espèces réactives de l’oxygène 

Les espèces réactives de l’oxygène sont produites par une multitude de systèmes 

enzymatiques. La chaine respiratoire, les cytochromes P450, les lipoxygénases, les cyclo-

oxygénases, la gamma glutamyl-transpeptidase et la xanthine oxydase sont quelques sources 

de ROS. La formation de ROS est une résultante de la production d’énergie et donc de 

l’utilisation de l’oxygène.  

La majeure partie de l’oxygène consommé par l’organisme est utilisé par la mitochondrie 

pour la production de l’ATP. Incontestablement, la chaine respiratoire de la mitochondrie est 

une source majeure de la production de ROS dans de nombreux organes (Balaban, Nemoto, 

and Finkel 2005). Les ROS sont alors des ‘déchets’ de l’oxydation phosphorylante. Environ 1 

à 3% de l’oxygène utilisé pour la production d’ATP n’est pas complétement transformé et est 

donc dirigé vers la production d’espèces réactives de l’oxygène radicalaires (Boveris and 

Chance 1973). 

Les cytochromes P450 se trouvant dans le réticulum endoplasmique ou encore la 

membrane interne de la mitochondrie, vont catalyser la formation d’oxygène moléculaire à 

partir des électrons du NADPH et donc produire des ROS comme intermédiaires réactionnels 

(Lewis and Sheridan 2001). 

Les lipoxygénases comme leur nom l’indique vont avoir pour rôle de catalyser 

l’oxydation des acides gras et d’autres alcènes (Brash 1999). Il y a lors de cette oxydation un 

rejet de ROS (Bazan 1989) qui peut conduire à des nombreux effets biologiques (Blokhina, 

Virolainen, and Fagerstedt 2003). 

La xanthine oxydase va quant à elle produire de l’acide urique qui va conduire 

généralement à des crampes lors d’efforts pour prévenir d’un manque d’oxygène. Lors de la 

formation de cet acide urique la xanthine oxydase va produire des ROS (Chung et al. 1997; 

Kostić et al. 2015). 

Bien sûr, les chimiothérapies et d’autres facteurs exogènes peuvent induire une 

production de ROS. La production de ROS par l’oxaliplatine reste peu expliquée et comprise, 

c’est pourquoi nous allons prendre l’exemple des effets des métaux lourds, agents exogènes 

plus représentatif de la vie de tous les jours. Le cadmium, composé des matières plastiques 

pour la couleur jaune, est capable d’induire l’apparition des ROS par des mécanismes 

indirects. Ce métal possède une toxicité importante en inhibant la réparation de l’ADN ou en 

interférant avec les métaux essentiels (Waisberg et al. 2003). 
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Cependant la production de ROS n’est pas l’activité principale des différents systèmes 

enzymatiques que nous venons de voir. Seules les NADPH oxydases ont pour fonction de 

produire ces ROS. 

6 Les NADPH oxydases 

6.1 Histoire des NADPH oxydases 

L’histoire des NADPH oxydases (ou NOX) est intimement liée à l’étude du burst 

respiratoire. Bien que le burst respiratoire soit connu depuis la première moitié du 20ème 

siècle, les NADPH oxydases n’étaient pas encore bien connues. Les premières observations 

ont été faites en 1933 dans les phagocytes (Baldridge and Gerard, 1933). puis en 1943 dans 

les spermatocytes (MacLeod 1943). L’étude plus approfondie du burst respiratoire montre, en 

1959, que son fonctionnement était dépendant du métabolisme du glucose (Sbarra and 

Karnovsky 1959). Peu de temps après, une étude montre que le burst respiratoire est lié à la 

génération de peroxyde d’hydrogène (Sbarra and Karnovsky 1959). Cependant la réduction de 

l’oxygène n’est pas totalement comprise, il restait une incertitude concernant le substrat, 

s’agissait-il du NADPH ou du NADH ? En 1964, Les NADPH oxydases étaient enfin 

identifiées comme les responsables de ce burst respiratoire (Rossi and Zatti 1964). En 1973, il 

est démontré que les superoxydes sont les produits initiaux du burst respiratoire et non pas le 

peroxyde d’hydrogène (Babior, Kipnes, and Curnutte 1973).  

Les études cliniques ont été une seconde ligne pour la découverte des NADPH oxydases. 

En 1957, la granulomatose chronique est décrite comme étant une maladie rare touchant les 

jeunes garçons avec pour symptômes des infections chroniques et diverses atteintes au 

niveaux des cellules sanguines (Berendes, Bridges, and Good 1957). Les observations de 

1967 montrent que les enfants atteints de cette maladie ont une capacité antibactérienne 

inférieure, alors que les fonctions phagocytaires tels que la phagocytose et la dégranulation 

sont intactes. C’est le burst respiratoire qui est responsable de cette faible capacité 

antibactérienne (Quie et al. 1967; Holmes, Page, and Good 1967). 

Les études sur la production de ROS dans les phagocytes montrent que le système 

enzymatique produisait des ions superoxydes, qu’il n’était pas sensible au cyanure (donc il ne 

s’agissait pas de la chaine mitochondriale), qu’il était plus sélectif pour le NADPH mais aussi 

que la production de ROS était présente chez des patients ayant des déficiences de 

myéloperoxydase (Babior, Curnutte, and Kipnes 1975). Le challenge était alors d’identifier 

les protéines responsables de cette production de ROS. En 1978, on trouve une protéine 
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manquante dans la plupart des patients atteints de granulomatose, la protéine b558 (Segal and 

Jones 1978; Segal et al. 1978). À la fin des années 1980, un gène d’une sous unité de la 

NADPH oxydase est codé et référencé comme la gp91phox appelé aussi NOX2 (Royer-Pokora 

et al. 1986; Teahan et al. 1987). 

Très rapidement, il a été compris que les NADPH oxydases n’étaient pas seulement 

composé de la gp91phox. En 1987, une autre protéine associée à la gp91phox est découverte, la 

p22phox (Segal 1987; Dinauer et al. 1987). Le développement d’une technique d’activation des 

NADPH oxydases acellulaires en utilisant des fractions membranaires et cytosoliques 

purifiées (Heyneman and Vercauteren 1984) a permis la découverte des sous-unités 

activatrices cytosoliques p47phox et p67phox (Volpp, Nauseef, and Clark 1988; Nunoi et al. 

1988). D’autres activateurs cytosoliques sont identifiés, notamment les GTP-protéines Rac1 et 

Rac2 (Abo et al. 1991; Knaus et al. 1991). En 1993, une troisième sous-unité cytosolique, la 

protéine p40phox, est découverte (Wientjes et al. 1993). 

En parallèle aux études réalisées sur NOX2, une série d’observations réalisées sur 

d’autres cellules ont montré que des systèmes identiques à NOX2 se trouvaient dans 

beaucoup d’autres types cellulaires tel que les fibroblastes (Meier et al. 1991), les cellules 

vasculaires, les cellules des muscles lisses (Griendling et al. 1994) et diverses cellules 

cancéreuses (Szatrowski and Nathan 1991). Il a été montré que des fibroblastes de patients 

déficients en NOX2 possédaient une production de ROS à un niveau normal laissant supposer 

qu’il existait d’autres NADPH oxydases (Emmendörffer et al. 1993). Deux groupes de 

scientifiques ont indépendamment identifié le premier homologue de NOX2 qu’ils ont appelé 

mitogenic oxidase ou mox-1 pour l’un (Suh et al. 1999)) et NADPH oxidase homolog 1 ou 

NOH-1 pour l’autre (Bánfi et al. 2000). La terminologie a depuis été modifiée et cette 

protéine homologue est appelée NOX1. 

Elle fut rapidement suivie par le clonage de NOX3 (Kikuchi et al. 2000; Cheng et al. 

2001), NOX4 (Shiose et al. 2001; Geiszt et al. 2000) et NOX5 (Cheng et al. 2001 ; Bánfi et al. 

2000). En plus de ses 4 protéines supplémentaires, deux autres membres de la famille des 

NOXs sont découvertes, initialement nommés comme les thyroïdes oxydases puis DUOX1 et 

DUOX2 (Dupuy et al. 1999; Deken et al. 2000). 

Malgré l’identification de ses protéines leurs fonctions biochimiques restaient floues, 

d’autant plus que la protéine NOX1, la plus proche homologue de NOX2, était généralement 

inactive lorsqu’elle était exprimée seule par transfection. La recherche des homologues des 

sous-unités cytosoliques de NOX2 (p47phox et p67phox) conduisit au clonage de nouveaux 

couples de sous-unités cytosoliques, NOXO1 et NOXA1 dans un premier temps (Bánfi et al. 
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2003 ; Geiszt et al. 2003 ; Takeya et al. 2003) puis DUOXA1 et DUOXA2 (Grasberger and 

Refetoff 2006). 

 

Au final, sept isoformes des NOX ont été identifiées (NOX1 à 5 et DUOX1 et 2) ainsi 

que deux sous-unités organisatrices (p47phox et NOXO1), deux sous-unités activatrices 

(p67phox et NOXA1), deux facteurs spécifiques des DUOX (DUOXA1 et DUOXA2) et deux 

sous-unités modulatrices qui sont p40phox et p22phox (Sumimoto, Miyano, and Takeya 2005). 

 

6.2 Famille des NADPH oxydases 

Ces différentes protéines forment des complexes enzymatiques qui sont représentés dans 

la Figure 28. On distingue les complexes suivants : 

- NOX1 avec NOXA1, NOXO1, p22phox et Rac 

- NOX2 avec p67phox, p47phox, p40phox, p22phox et Rac 

- NOX3 avec NOXO1, p22phox et potentiellement Rac et NOXA1 

- NOX4 avec p22phox 

- NOX5 

- DUOX1 et 2 avec DUOXA1 et DUOXA 

 

 

Figure 28 : La famille des NOXs 

Représentation schématique des différentes NOX  

(image tirée de Bedard and Krause 2007) 
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6.2.1 NOX1 

NOX1 a été le premier homologue non phagocytaire identifié et cloné, à partir de la 

lignée d’adénocarcinome colique Caco-2, par deux équipes quasi-simultanément (Banfi et al., 

2000, Suh et al., 1999). Ayant un nombre d’exons identique, une taille très proche et un gène 

localisé sur le même chromosome (X), NOX1 et NOX2 présentent une forte homologie. 

NOX1 possède une isoforme issue d’un épissage alternatif dans laquelle l’exon 11 est 

manquant. Ce dernier coderait pour une protéine incapable de produire des superoxydes 

(Geiszt et al., 2004). À l’échelle protéique, les deux NADPH oxydases présentent plus de 

60% d’homologie de séquence, ce qui fait de NOX1, protéine de 546 acides aminés, 

l’homologue le plus proche du prototype NOX2. Malgré la présence de deux sites de 

glycosylation, NOX1 ne serait pas glycosylée puisque sa masse molaire est comprise entre 55 

et 70 kDa, (Ambasta et al., 2004; Cui et al., 2006; Dikalova et al., 2005 ; Janiszewski et al., 

2005). Comme NOX2, NOX1 possède six hélices alpha transmembranaires englobant deux 

hèmes dans l’extrémité N-terminale. Le domaine C-terminal est cytoplasmique et inclut des 

régions de fixation du NADPH et du FAD (Nauseef, 2008).  

6.2.2 NOX2 

NOX2, protéine également connue sous le nom de gp91phox, est le prototype de 

NADPH oxydase. Une grande partie de ce qui est connu sur la structure des isoformes de 

NOX provient d'études réalisées sur NOX2. Pourtant, même pour NOX2, les caractéristiques 

topographiques proposées sont déduites des données indirectes et, par conséquent, sont encore 

des hypothèses. Les affections définitives devront attendre des études cristallographiques, qui 

malheureusement n'ont pas encore été réalisées. 

NOX2 a été décrit pour la première fois dans les neutrophiles et les macrophages et est 

souvent désignée sous le nom de NADPH oxydase de phagocytes. La NOX2 est encore 

largement considérée comme ayant une expression essentiellement spécifique aux phagocytes 

(Sumimoto, Miyano, and Takeya 2005), mais lorsque la distribution tissulaire de l'ARNm 

total provenant de divers organes a été étudiée, il a été observé que NOX2 est l’une des NOX 

la plus largement distribuée. L’ARN messager de NOX2 a été détecté dans un grand nombre 

de tissus, y compris le thymus, l'intestin grêle, le côlon, la rate, le pancréas, les ovaires, le 

placenta, la prostate et les testicules (Cheng et al. 2001). Cette large distribution tissulaire est 

principalement due à la présence de phagocytes et/ou de contamination du sang dans les tissus 

à partir desquels l'ARNm total a été extrait. Cependant, il existe maintenant également des 

preuves croissantes à la fois au niveau du messager et au niveau des protéines que NOX2 est 
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exprimée dans des cellules non-phagocytaires, y compris les neurones (Serrano et al. 2003), 

les cardiomyocytes (Heymes et al. 2003), les myocytes des muscles squelettiques 

(Javeshghani et al. 2002), les hépatocytes (Reinehr, Becker, Eberle, et al. 2005), les cellules 

endothéliales (Görlach et al. 2000; Jones et al. 1996; Li and Shah 2002) et des cellules 

souches hématopoïétiques (Piccoli et al. 2005). 

 

6.2.3 NOX3 

Bien que la NADPH oxydase NOX3 ait été découverte en 2000, les résultats des études 

concernant sa structure et sa fonction n’ont été publiés qu’en 2004 (Bánfi et al. 2004). NOX3 

est une protéine de 568 acides aminés qui possède 56% d’homologie avec NOX2. Elle a été 

retrouvée essentiellement dans l’oreille interne, et plus particulièrement dans le système 

vestibulaire et auditif. Elle intervient dans le contrôle de l’équilibre et de la formation de 

l’oreille interne (Bánfi et al. 2004; Paffenholz et al. 2004). Le gène est localisé sur le 

chromosome 6. Outre les reins et le système auditif, une expression transcriptionnelle de 

NOX3 a été détectée dans le foie, les poumons et la rate (Kikuchi et al. 2000). Il semblerait 

que p22phox soit indispensable à l’activation de cette enzyme (Kawahara, Ritsick, et al. 2005). 

En effet, l’inactivation de p22phox entraîne l’inhibition des superoxydes produits par NOX3 

(Ueno et al. 2005). A l’heure actuelle, il n’y a pas de données concernant le ou les rôles joués 

par NOX3 en physiopathologie.  

6.2.4 NOX4 

Initialement découverte dans les reins, la NADPH oxydase 4 fut tout d’abord baptisée 

renox par l’équipe de Tom Leto (Geiszt et al. 2000). C’est une protéine de 578 acides aminés 

dont le gène est localisé sur le chromosome 11. Alors que NOX1 et NOX3 sont très proches 

dans le dendrogramme de l’évolution du sous-groupe des NOX, l’homologue NOX4 est la 

plus distante, puisqu’elle partage uniquement 39% d’homologie avec le prototype NOX2. 

NOX4 a été détectée dans les neurones, les cellules endothéliales, les kératinocytes, les 

cellules musculaires lisses, les cellules cardiaques, pancréatiques, les cellules du placenta, du 

muscle strié, des ovaires, des testicules, dans les ostéoclastes et la famille des fibroblastes et 

des astrocytes (Bedard and Krause 2007). En raison de son expression quasi-ubiquitaire, de 

nombreuses fonctions ont été attribuées à NOX4. Dans le système rénal, elle aurait un rôle de 

détecteur d’oxygène, de régulateur de la sécrétion d’érythropoïétine et d’activateur de la 

prolifération cellulaire (Shiose et al. 2001). Dans le tissu cardiaque, NOX4 aurait un rôle dans 

la différenciation cardiaque au stade embryonnaire (Li et al. 2006), alors qu’elle interviendrait 
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dans la résorption osseuse au niveau des ostéoclastes (Yang et al. 2001) et dans la 

différenciation des fibroblastes en myofibroblastes en présence de TGF-β (Cucoranu et al. 

2005). Même si l’activation de NOX4 semble être constitutive, la surexpression de p22phox 

permet d’augmenter l’activité de cette NADPH oxydase (Ambasta et al. 2004).  

La localisation de NOX4 semble être dépendante du modèle cellulaire dans lequel elle 

est exprimée. Dans les cellules vasculaires de muscles lisses, une localisation nucléaire a été 

suggérée (Hilenski et al. 2004), alors que dans les cellules endothéliales ainsi que dans les 

cellules où NOX4 est surexprimée, l’oxydase est localisée dans le réticulum endoplasmique 

(Martyn et al. 2006; Van Buul et al. 2005). L’activation de NOX4 aboutit majoritairement à la 

production de peroxyde d’hydrogène. L’absence de production de superoxyde par NOX4, 

peut s’expliquer par la rapidité de dismutation que subit l’ion superoxyde dans le réticulum 

endoplasmique.  

Les travaux de Yong et coll. ont montré que NOX4 est impliquée dans la néphropathie 

diabétique. En effet, ils ont montré que NOX4 est impliquée dans l’augmentation du glucose 

induite par la production des ROS. Dans les leucémies, NOX4 jouerait un rôle important dans 

la transduction des signaux apoptotiques (McKallip et al. 2006). En outre une étude menée 

par Montezano et Touyz en 2014 montre que le rôle physiopathologique de NOX4 reste 

insaisissable et controversé. Bien que l'expression de NOX4 soit augmentée en cas 

d’hypertension, de diabète et d'obésité, certaines études montrent qu’une carence en NOX4 

prédispose à l'obésité et la résistance à l'insuline. Ce qui a conduit à l’utilisation de certains 

inhibiteurs pour contrecarrer ces effets controversés comme le GKT137831 (GKT) qui inhibe 

NOX4 à faible dose (Montezano and Touyz 2014).  

6.2.5 NOX5 

NOX5 a été découverte simultanément par deux groupes en 2001 (Bánfi et al. 2001; 

Cheng et al. 2001). Le gène humain de la protéine est localisé sur le chromosome 15. 

L’existence de cinq isoformes de NOX5 a été rapportée (NOX5α, NOX5β, NOX5, NOX5γ 

et NOX5δ) (Bánfi et al. 2001; Cheng et al. 2001). Présentant seulement 27% d’homologie 

avec le prototype NOX2, cette oxydase se distingue du groupe des NOX dites « classiques » 

par la présence, dans son extrémité N-terminale, de 4 motifs « EF-hands » qui permettent la 

fixation du calcium. La régulation de NOX5 est totalement différente de celle des autres 

NOX, puisque son activation nécessite le calcium et est indépendante de p22phox ou des sous-

unités cytosoliques (Kawahara, Kohjima, et al. 2005). NOX5 n’est pas exprimée chez la 
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souris ce qui rend difficile l’étude de la fonction de l’oxydase. Chez l’homme, son expression 

principale (ARN messagers) se situe dans les organes lymphatiques et les testicules où son 

rôle semble lié à la maturation des spermatozoïdes (Bánfi et al. 2001). Dans les cellules 

aortiques de muscle lisse, NOX5 joue un rôle important dans la transduction des signaux pro-

proliférateurs stimulés par le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) (Jay et al. 2008). 

L’équipe de Doroshow a montré que NOX5 est impliquée dans les voies de signalisation 

physiologiques et physiopathologiques, y compris dans le développement du cancer et dans sa 

progression. Une surexpression de NOX5 a été observée dans plusieurs cancers humains, y 

compris ceux de la prostate, du sein, du côlon, du poumon, du cerveau, des ovaires, et aussi 

dans le mélanome malin et le lymphome non-hodgkinien. Dans la plupart des tissus non 

malins l’expression de NOX5 est faible (Antony et al. 2013).  

6.2.6 Les DUOX1 et 2 

Depuis la détection dans les cellules épithéliales thyroïdiennes d’une production de 

H2O2 stimulable par le calcium et le NADPH, de nombreuses équipes se sont attelées à la 

recherche d’une NADPH oxydase dans le système thyroïdien. Initialement baptisées thyroïde 

oxydase (Thox ou Tox), les DUOX ont été isolées dans les glandes du tractus gastro-intestinal 

et dans la glande thyroïde pour DUOX2 (Dupuy et al. 1999) et dans l’épithélium respiratoire 

et dans la thyroïde pour DUOX1 (Deken et al. 2000). Les gènes codants pour les deux DUOX 

sont localisés sur le chromosome 15 humain. Par rapport aux autres NOX, les DUOX sont N-

glycosylées et ont la particularité de posséder un domaine transmembranaire supplémentaire à 

l’extrémité N-terminale et un domaine « peroxydase-like » dans la partie extra-membranaire 

du domaine N-terminal. Les DUOX possèdent également deux domaines EF-hand dans la 

partie intra-membranaire du domaine N-terminal. Les DUOX sont composées de 1 551 et 1 

548 acides aminés respectivement pour DUOX1 et DUOX2 et présentent 83% d’homologie 

entre elles et seulement 47% d’homologie avec NOX2 (Donkó et al. 2005). La nature des 

ROS produits par les DUOX est très controversée, étant donné que les enzymes à domaine 

hème transportent uniquement un électron, les DUOX devraient produire uniquement des ions 

superoxydes et pas de H2O2 en fonction primaire. Cependant, de nombreuses études ont mis 

en évidence une production de H2O2 dans les thyrocytes (Dupuy et al. 1999; Leseney et al. 

1999). Bien que toutes les deux soient dépendantes du calcium, l’activation des DUOX est 

différente de celle de NOX5. En effet, contrairement à cette dernière, pour laquelle les régions 

EF-hands, fixant le calcium, sont des domaines activateurs, les domaines EF-hands des 

DUOX serviraient de régions auto-inhibitrices démasquées par mise en contact avec le 
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calcium (Sumimoto 2008). Pour être fonctionnelles, les DUOX ont besoin de leurs facteurs de 

maturation, DUOXA1 et DUOXA2, qui permettent la maturation protéique, le transport et la 

localisation à la membrane plasmique (Grasberger and Refetoff 2006). Les DUOX sont 

majoritairement impliquées dans la synthèse des hormones thyroïdiennes mais aussi dans les 

mécanismes de défense au niveau des épithéliums (Bedard and Krause 2007).  

6.3 Structure et composants des NADPH oxydases 

Les NADPH oxydases sont des complexes multimériques, dissociés à l’état de repos, 

constitués de facteurs cytosoliques (p47phox, NOXO1, p67phox, NOXA1, p40phox, Rac2 et 

Rap1A) et d’un cœur membranaire redox, les gp91phox et p22phox, qui sont les sous-unités béta 

et alpha respectivement de ce que l’on appelle le cytochrome b558 (Lambeth 2002; Dinauer et 

al. 1987). Nous allons voir maintenant les caractéristiques détaillées de chacun de ces 

composants maintenant. 

 

6.3.1 Le cytochrome b558 ou partie transmembranaire 

L’appellation cytochrome b558 fait référence à l’absorbance maximale de la sous-unité 

alpha du cytochrome qui a lieu à 558 nm (Cross, Parkinson, and Jones 1984). Il a aussi été 

appelé cytochrome b245 en raison de son potentiel redox de – 245 mV (Jesaitis 1995). Le 

cytochrome est formé par l’assemblage de 2 sous-unités : une sous-unité béta, glycosylée, de 

91 kDa appelée gp91phox ou NOX2 et une sous-unité alpha de 22 kDa baptisée p22phox (Parkos 

et al. 1987). Leur rapport stœchiométrique est de 1:1 (Huang, Hitt, and Kleinberg 1995). 

Seulement 20% du cytochrome b558 est localisé au niveau de la membrane plasmique, dans 

des micro-domaines enrichis en cholestérol (radeaux lipidiques ou rafts) (Shao, Segal, and 

Dekker 2003). La majeure partie du cytochrome b558 est localisée dans des granules, qui 

fusionnent avec la membrane plasmique au niveau du site de phagocytose lors de la 

stimulation du processus inflammatoire (Borregaard et al. 1983).  

6.3.1.1 La gp91phox 

Cette glycoprotéine de 570 acides aminés possède une masse moléculaire qui varie 

entre 65 kDa et 91 kDa, en raison des glycosylations hétérogènes (N-acétyl glucosamine et 

galactose en majorité) sur les résidus asparagine (Asn132, Asn149 et Asn240). L’oxydase est 

codée par le gène cybb, qui est situé sur le bras court du chromosome X (Xp21.1) (Royer-

Pokora et al. 1986). Les 300 acides aminés du côté N-terminal forment six hélices alpha 

transmembranaires incluant deux hèmes (via deux paires d’histidine) de potentiel redox 
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respectifs de - 225mV et -265 mV à pH 7,0 (Quinn, Mullen, and Jesaitis 1992). La partie C-

terminale, constituée d’un domaine cytoplasmique homologue à la ferrédoxine-NADP+ 

réductase (FNR), englobe les domaines correspondant aux sites de fixation du NADPH et du 

FAD (Segal et al. 1992; Sumimoto et al. 1992). Certaines régions cytosoliques de la protéine 

gp91phox sont également des sites potentiels de liaison avec les facteurs cytosoliques tels que 

p47phox (Kleinberg et al. 1992; Park and Babior 1997). C’est donc la sous-unité NOX2 du 

cytochrome b558 qui permet, par le biais du NADPH, du FAD et des deux hèmes, le transfert 

d’électrons aboutissant à la formation de l’ion superoxyde. La structure schématisée de 

gp91phox est présentée dans la figure 29. 

L’expression de NOX2 n’est pas restreinte au système phagocytaire. En effet, NOX2 a 

été détectée dans les neurones (Serrano et al. 2003), les cardiomyocytes (Heymes et al. 2003), 

les hépatocytes (Reinehr, Becker, Keitel, et al. 2005), les cellules endothéliales (Görlach et al. 

2000; Li and Shah 2002) et les cellules souches hématopoïétiques (Piccoli et al. 2005). 

Cependant dans les cellules non phagocytaires le niveau d’expression de NOX2 est faible.  

 

Figure 29 : Structure schématique de la gp91phox 

Représentation schématique des six hélices transmembranaires, les extrémités NH2 et 

COOH sont indiquées. L’hème avec le potentient RedOx de - 265 mV se situe vers la face 

externe de la membrane et est associé avec les His115 et 222. Le deuxième hème avec le 

potentiel RedOx de -225 mV se situe vers la face interne de la membrane et est associé avec 
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les His101 et 209. L’acide aminé R54 de l’hélice II est lui aussi représenté car il peut 

interagir avec l’hème -265 mV. Les trois résidus Asp132, 149 et 240 sont indiqués comme ils 

sont des sites de glycosylation. La numérotation des acides aminés se fait à partir de la 

méthionine en N-terminal (Yu et al. 1998). 

6.3.1.2 La p22phox 

Cette protéine membranaire de 22 kDa, non glycosylée, est constituée de 195 acides 

aminés. Elle est codée par le gène cyba localisé chez l’Homme sur le chromosome 16 (16q24) 

(Bedard and Krause 2007). En raison de l’absence de données cristallographiques, la 

topologie membranaire de p22phox reste hypothétique. En effet, les modèles proposés, basés 

sur les profils d’hydrophobicité, ont prédit 2 (Leto, Adams, and de Mendez 1994), 3 

(Groemping and Rittinger 2005) ou 4 (Dahan et al. 2002) domaines transmembranaires. 

Toutefois, diverses études ont appuyé l’hypothèse de deux domaines transmembranaires, avec 

les deux domaines C- et N-terminaux du côté cytoplasmique (Burritt et al. 1998; Imajoh-

Ohmi et al. 1992; Taylor et al. 2004) (Figure 30). Sur le plan structural, la partie C-terminale 

de la protéine renferme une région riche en proline permettant à la protéine p22phox d’interagir 

avec les motifs SH3 de la protéine cytosolique p47phox lors de l’activation (Leto, Adams, and 

de Mendez 1994; Sumimoto et al. 1996). La structure schématique de cette protéine est 

présentée dans la figure 30. La protéine p22phox constitue également un point d’ancrage du 

facteur cytosolique p67phox. Cependant, l’affinité de p67phox pour p22phox est moins importante 

que celle de p47phox (Dahan et al. 2002). L’association de p22phox avec la sous-unité β du 

cytochrome b558 s’effectue, après la traduction et avant la glycosylation de la gp91phox dans 

l’appareil de Golgi. Le rôle de p22phox n’est pas encore bien défini, cependant il semblerait 

que les deux sous-unités qui forment le cytochrome b558 ne soient stables qu’en formant 

l’hétérodimère, puisque à l’état de monomère, les sous-unités sont dégradées par la 

machinerie du protéasome (DeLeo et al., 2000), ce qui est en accord avec les observations 

faites en clinique. En effet, les patients atteints d’une granulomatose septique chronique 

causée par la perte de la sous-unité NOX2, n’expriment pas p22phox dans leurs phagocytes et 

vice-versa (Parkos et al. 1989). 
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Figure 30 : Structure schématique de la p22phox 

Représentation schématique des six hélices transmembranaires, les extrémités NH2 et COOH 

sont indiquées. La numérotation des acides aminés se fait à partir de la méthionine en N-

terminale (Yu et al. 1998). 

 

6.3.2 Les facteurs cytosoliques 

6.3.2.1 p47phox  

Appelé aussi « organisateur » ou Ncf1 (neutrophile cytosolic factor 1), p47phox est une 

protéine cytosolique de 390 acides aminés, codée par le gène ncf1 qui est localisé sur le 

chromosome 7 (locus 7q11.23) (Lomax et al. 1989). La partie N-terminale contient un 

domaine PX (Phox homology domain) (résidus 4-128) qui permet d’interagir spécifiquement 

avec les phosphoinositides (Ellson et al. 2001; Kanai et al. 2001), un tandem SH3 (Src 

homology domain 3) (résidus 156-215 et 226-285) permettant d’interagir avec le domaine 

PRR de p22phox, une région riche en résidus sérine (314-347) qui constituent des sites 

potentiels de phosphorylation et une région riche en proline dans le domaine C-terminal 

(PRR) (résidus 360- 369), permettant l’interaction avec p67phox (Takeya and Sumimoto 2003). 

Cette structure est représentée schématiquement dans la figure 31. 

A l’état quiescent, les deux domaines SH3 de p47phox sont masqués par une interaction 

intramoléculaire avec la région AIR (Auto Inhibitory Region), localisée au niveau de 

l’extrémité C-terminale (Ago et al. 1999; Groemping et al. 2003). En cas de phagocytose ou 

de stimulation par des activateurs tels que le phorbol myristate acétate (PMA), de nombreux 

résidus sérine (Ser303, Ser304, Ser315, Ser320, Ser328, Ser345, Ser348, Ser359, Ser370 et Ser379) se 

trouvant au niveau de la région AIR de p47phox sont phosphorylés. Cette série de 
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phosphorylation entraîne, en coopération avec d’autres agonistes tels que l’acide 

arachidonique (Shiose and Sumimoto 2000), un changement de conformation de p47phox qui 

se traduit par le démasquage du tandem SH3 permettant ainsi son interaction avec le domaine 

PRR de p22phox (Ogura et al. 2006) (Figure 31).  

Au vu de la structure « multi domaines » de p47phox, il apparaît clairement que son rôle 

au niveau de l’activation du complexe NADPH oxydase est celui d’un organisateur. En effet, 

outre son interaction avérée avec les phosphoinositides, le domaine PX de p47phox peut aussi 

interagir avec la moésine (protéine du cytosquelette). Cette interaction pourrait même être à 

l’origine de l’étape fondamentale du processus d’activation, caractérisé par la translocation à 

la membrane de p47phox (Zhan et al. 2004). En fait, il semblerait que la fonction primaire de 

p47phox soit restreinte à l’adressage de p67phox, p40phox et Rac2 à la membrane. En effet des 

observations cliniques ont rapporté un défaut de translocation de p67phox, p40phox et Rac2 dans 

les neutrophiles des patients atteints d’une granulomatose septique chronique liée à la 

déficience en p47phox (Dusi, Donini, and Rossi 1996; Heyworth et al. 1991). Des études in 

vitro ont montré que, bien que pouvant augmenter la production d’ion superoxyde, p47phox 

n’était pas indispensable à l’activation de la NADPH oxydase. Son absence peut être 

compensée par l’augmentation de la concentration protéique de p67phox (Koshkin, Lotan, and 

Pick 1996). D’autres études, réalisées en milieu acellulaire, ont montré que p47phox 

augmentait l’affinité de p67phox pour le cytochrome b558 (Dang et al. 2002). Il apparaît donc 

que p47phox est une protéine adaptatrice nécessaire in vivo au bon positionnement des 

différents facteurs cytosoliques lors de leur translocation membranaire au cours de 

l’activation de l’enzyme (Figure 31).  

 

Figure 31 : Structure schématique de la p47phox 

Le domaine d’homologie phox (PX, a.a. 4-121), les deux domaines d’homologie à Src 

3 (SH3A et B a.a. 159-214, a.a. 229-284 respectivement), le domaine poly-basique ou d’auto-

inhibition (AIR a.a. 292-340) et le domaine riche en proline (PRR a.a. 363-368) sont 

représentés (Groemping and Rittinger 2005). 
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6.3.2.2 p67phox : 

 Initialement identifié comme étant le facteur cytosolique manquant dans les 

neutrophiles de patients présentant une granulomatose septique chronique autosomale (Volpp, 

Nauseef, and Clark 1988), p67phox (appelé aussi « activateur » ou Ncf2 pour Neutrophil 

cytosolic factor 2) est une protéine cytosolique non glycosylée de 526 acides aminés qui 

possède une masse moléculaire de 59,8 kDa (Groemping and Rittinger 2005). Le gène codant 

pour la protéine p67phox a été localisé sur le chromosome 1 (locus 1q25). L’extrémité N-

terminale est formée par un domaine à quatre motifs TPR (tetratricopeptide repeat) (Koga et 

al. 1999), un domaine PRR (Prolin rich region) et deux domaines SH3 (résidus 240-299 and 

457-518), séparés par un domaine PB1 (Phox and Bem1) (résidus 338-428) et un domaine 

d’activation (AD) entre les résidus d’acides aminés 199-210 qui est requis pour l’activation de 

NOX2 (Han et al. 1998). La structure schématique est présentée dans la figure 32. La région 

N-terminale de p67phox, caractérisée par le domaine à motifs TPR, est responsable de 

l’interaction entre p67phox et Rac d’une manière GTP-dépendante (Diekmann et al. 1994). 

Outre sa capacité à fixer le NADPH, le motif TPR peut posséder une faible activité 

déshydrogénase (Dang, Babior, and Smith 1999). Le domaine PB1 de p67phox est capable 

d’interagir avec le motif PC (Ito et al. 2001), notamment celui qui constitue le domaine PB1 

au niveau de l’extrémité C-terminale de p40phox, avec lequel il forme un hétérodimère 

(Kuribayashi et al. 2002). Comme p47phox, cette protéine est phosphorylable au cours de 

l’activation de la NADPH oxydase, majoritairement sur le résidu Thr233 (Forbes, Moss, and 

Segal 1999) (Figure 32).  

Contrairement à p47phox dont la présence n’est pas nécessaire pour l’activation de la 

NADPH oxydase dans un milieu acellulaire (Koshkin, Lotan, and Pick 1996), p67phox est 

indispensable à l’activation de l’oxydase in vitro (Vergnaud et al. 2000). Des études basées 

sur des formes tronquées de la protéine ont montré que seuls les 210 premiers acides aminés 

étaient indispensables (Nisimoto et al. 2004). De ce fait, la partie fonctionnelle de p67phox 

correspondrait au fragment N-terminal. Cette hypothèse a été confirmée par les analyses 

cliniques qui ont révélé des mutations au niveau de cette région N-terminale dans la plupart 

des cas de granulomatose septique chronique liée à une déficience de p67phox (Grizot et al. 

2001).  
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Figure 32 : Structure schématique de la p67phox 

Les quatre domaines tetratricopeptide repeat (TPR 1 à 4, a.a. 3-36, a.a. 37-70, a.a. 

71-104 et a.a. 120-153), le domaine d’activation (AD, a.a. 199-210), le domaine riche en 

proline (a.a. 226-236), les deux domaines d’homologie à Src 3 (SH3A et B a.a. 243-298, a.a. 

460-515 respectivement), et le domaine PB1 (AIR a.a. 351-429) sont représentés.  

(Groemping and Rittinger 2005) 

6.3.2.3 NOXO1 

NOXO1 est le produit d’un gène situé sur le chromosome 16 donnant une protéine de 

370 acides aminés avec un poids moléculaire apparent de 41 kDa. Il existe quatre variants de 

NOXO1 :    et , issus d’épissages alternatifs de l’exon 3 codant pour le domaine PX 

(Cheng and Lambeth 2005). Même s’il présente uniquement 23% d’homologie de séquences 

en acides aminés avec p47phox, la protéine NOXO1, appelée également p41nox, présente une 

très forte homologie de domaines avec p47phox. En effet, comme p47phox, NOXO1 possède un 

domaine PX, un tandem SH3 et un motif PRR à l’extrémité C-terminale (Figure 33). Le 

domaine PX permet à NOXO1 de lier les lipides membranaires (Sato, Overduin, and Emr 

2001); le tandem SH3 permet l’interaction avec p22phox ; le motif PRR est nécessaire pour 

l’interaction avec NOXA1 (Takeya et al. 2003). Contrairement à p47phox, NOXO1 ne possède 

pas de séquence AIR capable de masquer le tandem SH3, ce qui explique sa localisation 

continue à la membrane. Toutefois, une étude in vitro a mis en évidence une possible 

interaction entre le domaine Bis-SH3 et le motif PRR qui inhiberait la liaison de NOXO1 à 

ses protéines cibles, p22phox et NOXA1 (Figure 33).  

Il existe d’autres homologues de la protéine p47phox et de NOXO1, les tyrosine kinase 

substrate ou Tks 4 et 5, qui peuvent être impliquées dans l’activation de NOX1 mais aussi de 

NOX3 (Gianni et al. 2009). Ces Tks sont, elles aussi, formées en N-terminal d’un domaine 

PX suivi d’un nombre variable de domaines SH3 (quatre pour Tks 4 et cinq pour Tks 5). Ces 

domaines SH3 vont leurs permettre d’interagir avec la protéine NOXA1 via le domaine PRR 

(Gianni, DerMardirossian, and Bokoch 2011). 
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Figure 33 : Comparaison des structures schématiques de NOXO1 et de p47phox            

Représentation schématique des différentes domaines structuraux de p47phox et NOXO1. La 

seule différence majeure entre ces deux protéines est la perte du domaine d’auto-inhibition 

entre NOXO1 et p47phox (Bedard and Krause 2007). 

6.3.2.4 NOXA1 

NOXA1, également appelée p51nox, est le produit d’un gène se situant chez l’Homme 

sur le chromosome 9. Elle est formée de 476 acide aminés et a un poids moléculaire de 51 

kDa (Takeya et al. 2003). Elle ne présente que 28% d’homologie de séquence en acides 

aminés avec son homologue p67phox. Cependant, elle possède une architecture similaire au 

niveau des domaines structuraux. En effet, elle comprend quatre motifs TPR localisés dans la 

partie N-terminale et nécessaire à l’interaction avec Rac et un domaine d’activation (AD) dont 

le changement conformationnel lui permet de transférer les électrons (Figure 34). Par ailleurs, 

le domaine PB1, permettant à p67phox d’interagir avec p40phox, ne contient pas, chez NOXA1, 

la lysine 355 nécessaire à cette interaction (Takeya et al. 2003). NOXA1 ne possède qu’un 

seul domaine SH3 au contraire de la p67phox qui en possède deux dans la partie C-terminale. 

Ce domaine, par analogie avec la p67phox, serait impliqué dans l’interaction avec la région 

PRR de la sous-unité organisatrice (NOXO1 ou p47phox). 
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Figure 34 : Comparaison des structures schématiques de NOXA1 et de p67phox 

La seule différence majeure entre ces deux protéines est la perte d’un SH3 entre NOXA1 et 

p67phox (Bedard and Krause 2007). 

6.3.2.5 p40phox 

Le gène codant pour p40phox est localisé sur le chromosome humain 22. Cette protéine 

cytosolique de 339 acides aminés, qui a une masse moléculaire de 39 kDa, est constituée de 

trois domaines fonctionnels : un domaine PX, un domaine SH3 et un domaine PB1 (dans le 

contexte de p40phox, ce domaine a été initialement baptisé PC pour Phox et cdc 24) (Figure 

35). p40phox a été la dernière sous-unité du complexe NADPH oxydase à être identifiée par co-

immunoprécipitation avec p67phox et p47phox (Someya, Nagaoka, and Yamashita 1993). 

p40phox interagit avec p67phox par le biais de son domaine PB1 localisé au niveau de 

l’extrémité C-terminale. Le domaine PX permet à p40phox de fixer spécifiquement le 

phosphatidylinositol 3 phosphate accumulé au niveau des membranes des phagosomes, 

favorisant ainsi l’assemblage de l’oxydase à la membrane. Le domaine SH3 de p40phox lui 

permettrait d’interagir avec la région riche en proline de p47phox (PRR) (Fuchs, Dagher, and 

Vignais 1995; Grizot et al. 2001). Toutefois, cette interaction, dont la relevance physiologique 

n’est pas avérée, serait moins probable que celle qui a lieu entre la région PRR de p47phox et le 

domaine SH3 de p67phox. Le rôle de p40phox dans le processus d’activation de la NADPH 

oxydase est extrêmement discuté. Un rôle d’assistant a été suggéré par les travaux de Cross 

qui a montré, par une étude d’interaction dans un système acellulaire, que p40phox augmentait 

l’affinité de p47phox pour le cytochrome b558 (Cross 2000). D’autres travaux ont mis en 

évidence un rôle majeur de p40phox dans la régulation de la translocation des facteurs 
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cytosoliques p47phox et p67phox (Kuribayashi et al. 2002). En revanche, Sathyamoorthy et ses 

collaborateurs ont montré in vitro que le domaine SH3 de p40phox inhibait l’activité de 

l’oxydase en antagonisant p67phox au niveau de la fixation du motif PRR de p47phox 

(Sathyamoorthy et al. 1997) (Figure 35).  

 

 

Figure 35 : Structure schématique de p40phox  

Le domaine d’homologie phox (PX   a.a. 18-136), le domaine d’homologie à Src 3 

(SH3 a.a. 173-228), et le domaine PB1 (AIR a.a. 237-329) sont représentés (Groemping and 

Rittinger 2005). 

6.3.2.6 Rac1 & Rac2 

Rac est une petite protéine G monomérique de 192 acides aminés, appartenant à la 

famille des RhoGTPases (Didsbury et al. 1989; Polakis et al. 1989). Outre son rôle majeur 

dans le contrôle de la migration cellulaire, cette protéine est indispensable à l’activation du 

complexe NADPH oxydase. D’ailleurs c’est dans ce système que Rac1 a été identifiée par 

Abo et ses collaborateurs (Abo et al. 1991). De même, Rac2 a été purifiée à partir du 

complexe NADPH oxydase (Knaus et al. 1991). Rac1 et Rac2 sont capables de migrer et 

d’interagir indépendamment des autres facteurs cytosoliques avec la membrane plasmique 

grâce à la géranylation de leur extrémité C-terminale. À l’état quiescent, la protéine Rac est 

cytosolique et complexée à une molécule inhibitrice, RhoGDI (GDP Dissociation Inhibitor), 

qui maintient Rac sous forme inactive (Pick, Gorzalczany, and Engel 1993). Lors du 

processus d’activation de la NADPH oxydase, et indépendamment des autres sous-unités du 

système NADPH oxydase, Rac se dissocie de son inhibiteur RhoGDI, migre à la membrane et 

interagit avec les motifs TPR de l’extrémité N-terminale de la protéine p67phox (Heyworth et 

al. 1994; Koga et al. 1999). La présence de Rac (Rac 1ou 2) est indispensable pour le 

fonctionnement de l’oxydase. Même si Rac2 est prédominant dans les neutrophiles, Rac1 peut 

complètement restaurer l’activité NADPH oxydase dans les cellules déficientes en Rac2 (Gu 

et al. 2001).  

6.3.2.7 Rap1A 

Rap1A est une petite protéine G qui appartient à la famille des protéines Ras. Cette 
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protéine a été découverte fortuitement lors de la purification du cytochrome b558 (Quinn et al. 

1992). Le rôle de cette protéine dans la régulation de l’activité de la NADPH oxydase est très 

discuté (Gabig et al. 1995; Maly et al. 1994). Rap1A est phosphorylable sur son domaine C-

terminal (résidu Ser180), et se lie au cytochrome b558 avec une stœchiométrie de 1:1. Sa 

phosphorylation induit la rupture de l’interaction avec le cytochrome b558 et pourrait ainsi 

réguler la désactivation de la NADPH oxydase (Wang et al. 2014).  

 

➢ NOX1 étant exprimée dans le colon et surexprimée dans les cellules tumorales 

colorectales, nous nous sommes focalisés sur cette isoforme au cours de notre étude. 

Nous allons donc maintenant étudier les caractéristiques détaillées de cette NADPH 

oxydase. 

 

6.4 NOX1 

6.4.1 Distribution  

NOX1 est majoritairement exprimée dans l’épithélium colique, à la surface (Szanto et 

al., 2005) ou au fond des cryptes (Geiszt et al., 2003a). Il apparaît que l’expression de cette 

NADPH oxydase dans le colon suit le gradient de charge bactérienne intra-colique avec une 

expression, faible dans l’iléum, modérée dans le colon proximal et élevée dans le colon distal 

(Szanto et al., 2005). L’ARN messager de NOX1 a par ailleurs été détecté dans de nombreux 

types cellulaires et organes tels que les cellules vasculaires du muscle lisse (VSMC) 

(Lassegue et al., 2001), (Janiszewski et al., 2005), les cellules endothéliales (Ago et al., 2005; 

Kobayashi et al., 2004), l’utérus (Cheng et al., 2001), le placenta (Cui et al., 2006), la prostate 

(Banfi et al., 2000), les ostéoclastes (Lee et al., 2005) et la microglie (Cheret et al., 2008). 

Aucune expression n’a été détectée dans l’estomac humain. Toutefois, une étude a mis en 

évidence une expression de l’ARNm de NOX1 dans des adénocarcinomes gastriques 

(Tominaga et al., 2007). L’expression de NOX1 est avérée dans les cellules de la muqueuse 

gastrique du cobaye (Kawahara et al., 2001). Par ailleurs, l’expression de NOX1 a été 

détectée dans de nombreuses lignées cellulaires incluant les lignées issues d’adénocarcinome 

colique HT29 (Gianni et al., 2008) et Caco-2 (Perner et al., 2003), la lignée de cellules 

épithéliales bronchiques A549 (Goyal et al., 2004), la lignée de kératinocytes HaCat 

(Chamulitrat et al., 2004) et la lignée de carcinome épidermoïde de la vulve A431 (Morazzani 

et al., 2004). Outre son expression constitutive listée ci-dessus, l’expression du messager de 
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NOX1 peut être induit en réponse aux traitements par les facteurs de croissance. En effet, 

l’expression de l’ARNm de NOX1 peut être majorée, par l’angiotensine II in vitro et in vivo 

(Lassègue et al., 2001; Mollnau et al., 2002), par l’interféron γ dans les lignées de cancer 

colique T84 (Kuwano et al., 2006) et Caco-2 (Geiszt et al., 2003a), par les 

lipopolysaccharides (LPS) d’Helicobacter pylori dans les cellules de la muqueuse gastrique 

du cobaye (Teshima et al., 1999), par le PDGF dans les VSMC (Lee. M. Y. et al., 2009; 

Pescatore et al., 2012; Suh et al., 1999) et par le PGF2α (prostaglandin factor) (Katsuyama et 

al., 2002) dans les cellules de muscle lisse aortique de rat A7r5 via la trans-activation du 

récepteur de l’EGF (Fan et al., 2005). Une augmentation de l’expression de l’ARNm de 

NOX1 a aussi été mise en évidence dans les cellules endothéliales sujettes au stress de 

cisaillement oscillatoire via l’augmentation de BMP4 (Bone Morphogenic Protein 4) (Sorescu 

et al., 2004) et dans les cellules de rein de rat NRK transduites par Ras (Mitsushita et al., 

2004). La région 5’ du gène de NOX1 contient des sites de fixation des transducteurs de 

signal et activateurs de la transcription STATs, du facteur de régulation de l’interféron IRF, 

de NF-κB, d’AP-1 et des facteurs GATA (Bedard and Krause, 2007). Alors que 

l’augmentation de l’expression de NOX1 en réponse à la stimulation par l’interféron γ est 

initiée par la fixation du dimère de STAT1 sur la séquence γ-activable GAS (Kuwano et al., 

2006), l’expression constitutive de NOX1 dans les cellules épithéliales intestinales est 

dépendante des séquences de fixation GATA, localisées 520 paires de bases en amont du site 

d’initiation de transcription (Brewer et al., 2006).  

6.4.2 Régulation 

L’activité constitutive de NOX1 suggérée par les travaux de Suh et de ses 

collaborateurs (Suh et al., 1999) a été rapidement contredite par plusieurs équipes qui n’ont 

pas réussi à détecter une production notable de superoxydes quand les cellules sont 

transduites uniquement par NOX1 (Bánfi et al., 2003; Grizot et al., 2001a). La découverte, 

dans le colon, d’homologues des sous-unités cytosoliques p47phox et p67phox baptisées 

respectivement NOXO1 (NOX Organizer 1) et NOXA1 (NOX Activator 1) a permis d’établir 

que l’activation de NOX1 est dépendante de son association avec ces sous-unités cytosoliques 

(Figure 36) (Bánfi et al., 2003; Geiszt et al., 2003b; Takeya et al., 2003b). L’activité 

constitutive peut donc être expliquée par le fait que, contrairement à son homologue p47phox 

dont la translocation membranaire est dépendante de sa phosphorylation, NOXO1 est 

constamment localisée à la membrane (Sumimoto, 2008) (Figure 36).  
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Cependant l’association de ces sous-unités avec NOX1 est régulée par différentes 

phosphorylations qui peuvent aussi bien touchées les sous-unités que NOX1 elle-même. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : Représentation schématique de l’activation de NOX1 (Gimenez et al. 2016) 

6.4.2.1 Phosphorylations de NOXA1  

Comme nous l’avons vu la phosphorylation de NOXA1 apparaît comme un processus 

important dans la modulation de l’activité du complexe NOX1. En effet il a été montré que 

différentes phosphorylations de NOXA1 modulent l’activité de NOX1. Les voies MAPK et 

les PKC et PKA phosphorylent NOXA1 sur les résidus Ser282 et Ser172 respectivement, 

régulant ainsi l’activité de NOX1 (Figure 37) (Kroviarski et al. 2010). Des scientifiques ont 

montré grâce à la mutagénèse dirigée et à l’utilisation d’anticorps dirigés contre les sites 

consensus de phosphorylation reconnus par la PKA, que cette kinase phosphorylait NOXA1 

sur les sérines 172 et 461 aussi bien in vitro que dans les cellules HEK293 (Kim et al. 2007). 

Cette étude a montré que cette phosphorylation induit l’interaction de NOXA1 avec la 

protéine 14-3-3 ce qui maintient NOXA1 dans le cytosol, empêchant ainsi la formation du 

complexe NOX1 et donc son activation. À l’inverse la phosphorylation de NOXA1 sur la 

tyrosine 110 par les kinases de la famille Src peut potentialiser l’activité de NOX1 en 

permettant son interaction avec la Tks4 (sous sa forme phosphorylée) dans la lignée 

épithéliale DLD1 du colon ce qui contribue à la formation des invadopodes (Gianni et al. 

2010) (Figure 37).  

Des souris homozygotes invalidées pour le gène NOXA1 ont été récemment générées, 

cependant le phénotype de ces souris ainsi que la fonction de NOXA1 dans chaque tissu n’ont 



  Introduction 

 90 

pas encore été déterminés (Flaherty et al. 2010).  

 

Figure 37 : Phosphorylations de NOX1, de NOXA1, de NOXO1 et de p22phox 

Les Pi en vert indiquent les phosphorylations activatrices, les Pi en rouge les 

phosphorylations inhibitrices (Brandes and Schröder 2014). 

 

6.4.2.2 Phosphorylation de NOX1 

Plusieurs études montrent que NOX1 peut être directement phosphorylée ce qui 

conduit à un meilleur assemblage du complexe donc à une plus grande activité. Cette 

phosphorylation est présentée dans la figure 37. NOX1 est phosphorylée sur la tyrosine 429 

par la PKC-1 ce qui conduit à une augmentation de son activité. Cette phosphorylation a été 

observée en réponse au TNF- pour faciliter l’association NOX1/NOXA1 et ainsi conduire à 

la migration des cellules vasculaire des muscles lisses (Streeter et al. 2014) (Figure 37). 

6.4.2.3 Phosphorylations de NOXO1 

NOXO1 ayant une conformation ouverte et une localisation constitutive à la 

membrane (Geiszt, Lekstrom, Witta, et al. 2003b; Takeya and Sumimoto 2003), il était 

communément admis qu’une phosphorylation de NOXO1 n’était pas nécessaire pour activer 

NOX1. Cependant, il a été montré récemment que le PMA induit une phosphorylation de 

NOXO1 sur la sérine 154 dans des cellules HEK293 exprimant le système humain 

NOX1/NOXO1/NOXA1 (Figure 37). Cette phosphorylation augmente la production des ROS 

produits par NOX1 en renforçant la liaison de NOXO1 à p22phox et à NOXA1 (Debbabi et al. 

2013). Un autre groupe a confirmé l’implication de la phosphorylation des résidus Ser154 et 

Thr341 de NOXO1 dans l’activation du système NOX1/NOXO1/NOXA1 reconstruit dans des 
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cellules CHO traitées au PMA (Yamamoto et al. 2013). Ces résultats confirment les 

observations précédentes montrant une stimulation de la production de superoxydes par le 

PMA dans des cellules transduites par le système humain NOX1/NOXO1/NOXA1 (Geiszt, 

Lekstrom, Witta, et al. 2003a; Takeya et al. 2003). Toutefois il est à noter que la transduction 

des cellules par le système murin NOX1/NOXO1/NOXA1 entraîne une forte activation 

constitutive de la production de superoxydes, insensible à l’ajout de PMA (Bánfi et al. 2003) 

(Figure 37). 

6.4.2.4 Dégradation de NOXO1 

La dégradation de NOXO1 est la dernière régulation du complexe NOX1 mise en 

évidence. Il a en effet été montré que la phosphorylation de NOXO1 ne permet pas 

uniquement la formation du complexe avec NOXA1 et la production de ROS, elle bloque 

aussi l’ubiquitination de NOXO1 et donc sa dégradation (Figure 38). L’ubiquitination de 

NOXO1 permet la liaison des protéines Grb2 et Cbl et donc la dégradation par le protéasome 

(Joo et al. 2016). La liaison de NOXO1 à NOXA1 empêche cette protéolyse. 

  

 
 

Figure 38 : Implication de la dégradation de NOXO1 dans la régulation de la production 

de ROS (Joo et al. 2016) 
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6.4.2.5 Régulation par les autres facteurs cytosoliques 

La régulation de NOX1 n’est pas exclusivement dépendante du système 

NOXO1/NOXA1 (Sumimoto, Miyano, and Takeya 2005). En effet une production de 

superoxydes dépendante de NOX1 a été détectée dans des cellules transduites par le système 

NOX1/p47phox/p67phox (Bánfi et al. 2003). De plus, une étude a démontré dans des cellules 

endothéliales vasculaires murines que la délétion de p47phox entraine une inhibition de la 

production de superoxydes dépendante de NOX1 (Sorescu et al. 2004). Il est maintenant clair 

que différentes combinaisons de sous-unités cytosoliques peuvent induire l’activation de 

NOX1. Ainsi, les systèmes p47phox/NOXA1 ou NOXO1/p67phox sont capables d’activer la 

production de superoxydes par NOX1. Cependant cette activation est plus faible que celle 

détectée après transduction par le système NOXO1/NOXA1 (Geiszt, Lekstrom, Witta, et al. 

2003a). La même étude a montré que NOX2 peut être activée par le système p47phox/NOXA1 

et dans une moindre mesure par le système NOXO1/p67phox. Outre la nécessité de 

l’interaction avec les sous unités cytosoliques, l’activation de NOX1 est conditionnée à la 

fois, par la présence de p22phox et de Rac (Ambasta et al. 2004; Kawahara, Ritsick, et al. 2005; 

Takeya et al. 2003). 

 

6.4.3 Rôles physiologiques et pathologiques de NOX1 dans le colon 

C’est dans le colon que les composants du complexe NOX1 sont le plus largement 

exprimé, suggérant que cette NADPH oxydase a des rôles importants à jouer dans cet organe. 

Bien que les rôles précis de NOX1 ne soient pas encore clairement établis, deux fonctions 

importantes sont proposées : l’immunité innée et la prolifération cellulaire. 

6.4.3.1 Immunité innée 

Il a été observé une corrélation entre le niveau d’expression de NOX1 et de la densité 

de la flore bactérienne, l’expression étant la plus élevée dans les zones où la flore est la plus 

abondante (Geiszt, Lekstrom, Brenner, et al. 2003; Glebov et al. 2003; Szanto et al. 2005). Il a 

également été montré que certaines sous-unités du complexe NOX1 peuvent être modulé par 

les cytokines pro- et anti-inflammatoires. Les cytokines pro-inflammatoires IFN , IL-1  et 

TNF augmentent l’ARN messager et donc l’expression de NOX1 dans les cellules coliques 

T84. L’IFN  et le TNF peuvent conduire à une augmentation d’expression de NOXO1 dans 

cette même lignée. Ces augmentations  entrainent une augmentation corrélée de la production 

de ROS (Kuwano et al. 2006; Kuwano et al. 2008; Kamizato et al. 2009). De plus, il a été 

observé une forte augmentation de l’ARN messager de NOX1 dans les lymphocytes, au 
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niveau des lésions inflammatoires du colon de patients atteints de la maladie de Crohn. La 

maladie de Crohn est généralement associée à une surproduction d’IFN  et de TNF (Bouma 

and Strober 2003). 

La cytokine anti-inflammatoire IL-10 permet une régulation de l’augmentation 

d’expression de NOX1 et de NOXO1, et donc la production de ROS, induite par les cytokines 

pro-inflammatoires dans les cellules T84. Chez la souris, l’expression de NOX1 liée au 

vieillissement est inhibée par cette cytokine (Kamizato et al. 2009). À l’inverse, la cytokine 

anti-inflammatoire IL-13 active NOX1 dans la lignée tumorale colorectale HT-29 (Mandal, 

Fu, and Levine 2010). 

Les motifs moléculaires associés aux pathogènes (ou PAMPs) peuvent réguler 

l’expression de NOX1. Il a été ainsi montré que la flagelline de S. enteritidis induit une 

augmentation de l’expression et de l’activité de NOX1 via le TLR5 dans des cellules T84 

(Kawahara et al. 2004). Les LPS des bactéries H. pylori et E. coli augmentent la transcription 

de NOX1 et de NOXO1, ainsi que la production de ROS dans la muqueuse gastrique du 

cochon d’inde (Teshima, Tsunawaki, and Rokutan 1999; Kawahara, Teshima, et al. 2001; 

Kawahara, Kuwano, et al. 2001). 

6.4.3.2 Prolifération cellulaire 

La transfection de NOX1 dans les NIH3T3 augmente de façon significative la 

prolifération, et entraine des changements de phénotype avec une élongation des cellules et 

une perte de l’inhibition de contact ce qui entraine la formation de tumeurs dans des souris 

athymiques nude (Suh et al. 1999; Arnold et al. 2001). La présence de la mutation V12 

activatrice du proto-oncogène K-Ras dans ces cellules serait en fait responsable de cette 

transformation, mettant en cause le rôle prolifératif de NOX1 (Lambeth 2004). Cependant, il a 

été montré que l’oncogène k-Ras entraine l’augmentation de l’expression de NOX1 et que le 

blocage de cette augmentation supprime la prolifération cellulaire et la transformation 

(Mitsushita, Lambeth, and Kamata 2004) 

Il a été aussi montré en utilisant des HT-29 et des Caco-2 que la production de ROS 

était différente lorsque les cellules étaient sub-confluentes ou confluentes. Les cellules sub-

confluentes, caractérisées par une prolifération plus élevée, possèdent une production de ROS 

augmentée comparée aux cellules confluentes. La prolifération de la lignée HT29-D4 est 

contrôlée par la voie phospholipase-A2/12-lipoxygénase/NOX1. En effet l’utilisation 

d’inhibiteurs sélectifs entraine une diminution de la prolifération (de Carvalho et al. 2008) 
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Cependant, il a été observé que dans des tumeurs du colon bien différenciées, 

l’expression de NOX1 est plus élevée que dans les tumeurs peu différenciées, cette 

surexpression corrèle négativement avec le marqueur de prolifération Ki67 (Fukuyama et al. 

2005). Ainsi l’augmentation d’expression de NOX1 ne serait pas forcément corrélée avec la 

profération, même si NOX1 est surexprimée dans les cellules tumorales. Cette surexpression 

pourrait être expliquée par les mutations activatrices du proto-oncogène k-Ras (Mitsushita, 

Lambeth, and Kamata 2004). 

En plus de son potentiel effet sur la prolifération cellulaire, la surexpression de NOX1 

pourrait être impliquée dans le développement du processus cancéreux via d’autres 

mécanismes : l’angiogenèse via l’activation du facteur de transcription Sp1 qui permet 

l’expression de VEGF (Komatsu et al. 2008), l’inhibition de l’apoptose par l’activation de la 

voie NF-B (Fukuyama et al. 2005), la migration grâce au turnover des intégrines (Sadok et 

al. 2008) et l’inflammation chronique provoquée par une production de ROS soutenue et 

prolongée qui provoque des dommages au niveau de l’ADN contribuant à la carcinogénèse 

(Meira et al. 2008). 
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1 Généralités  

1.1 Histoire des calpaïnes 

L’histoire des calpaïnes débute en 1964 par la découverte de cystéine-protéases 

activées par le calcium à pH neutre (Guroff 1964). Ces enzymes ont été nommées CANP pour 

calcium-activated neutral proteases. Ce système protéolytique, complexe, a nécessité de 

nombreuses études (Goll et al. 2003). Ces protéases se trouvaient être bien différentes des 

cathepsines, puisque leur activité est de type papaïne et dépendante du calcium, qu’elles sont 

non lysosomales et qu’elles nécessitent un pH neutre. Ces protéases étant différentes de celles 

connues à l’époque, un nouveau nom a été créé : calpaïne, par contraction de calcium et 

papaïne. 

Les calpaïnes identifiées par Guroff en 1964 dans le système nerveux central des rats 

furent baptisées calpaïnes 1 et 2 (en fonction de leur ordre d’élution lors de la purification). 

Puis de nombreuses calpaïnes ont été découvertes ou reclassées. Ainsi une nouvelle calpaïne 

est identifiée en 1989 dans les muscles, baptisée dans un premier temps nCL-1 elle fut 

reclassée et rebaptisée calpaïne 3. En 1997, deux nouvelles calpaïnes sont découvertes, il 

s’agit des calpaïnes 5 et 6. En 2000, des protéases sont reclassées et ajoutées à la famille des 

calpaïnes : palBX, nCL-2 et nCL-4 deviennent respectivement les calpaïnes 7, 8 et 9. Sont 

ensuite découvertes les calpaïnes 10 à 12, puis 13 et 14 en 2001. Une quinzaine calpaïne, 

homologue à la protéase SolH de la drosophile a ensuite été découverte, puis récemment une 

seizième appelée calpaïne 16 ou demi-calpaïne. 

 

Toutes ces découvertes portent le nombre de calpaïnes à quinze avec deux sous-unités 

régulatrices. La première sous-unité régulatrice a été identifiée en 1964 comme la calpaïne 4. 

L’absence d’activité protéolytique de cette sous-unité et la découverte en 2002 d’une seconde 

sous-unité régulatrice a changé la nomenclature, la calpaïne 4 perdant son nom de calpaïne et 

devant Css1 (pour calpain small subunit), la deuxième sous-unité régulatrice étant Css2. 

 

 

Chapitre 4 

Les calpaïnes 
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2 Classification & nomenclature des calpaïnes 

La nomenclature actuelle, et donc le regroupement de toutes ces protéases sous le 

terme « calpaïne », a été mise en place en 2001 lors de la FASEB Summer Research 

Conference. Elle distingue donc 15 calpaïnes, de la calpaïne 1 à la calpaïne 16, codées par les 

gènes capn1 à capn16 (Tableau 9). Les sous-unités régulatrices capables de s’hétérodimériser 

avec les calpaïnes 1 et 2 sont appelées Css1 (ancienne calpaïne 4) et Css2. 

 

Calpaïne Gène Autres noms Tissus Chromosome 

Calpaïne 1 capn1 µ-calpaïne, CAPN1 ubiquitaire 11q13 

Calpaïne 2 capn2 m-calpaïne, CAPN2 ubiquitaire 1q41 

Calpaïne 3 capn3 nCL-1, p94 
muscle squelettique, 

lentille, rétine 
15q15.1 

Calpaïne 5 capn5 Htra3, nCL-3 ubiquitaire 11q14 

Calpaïne 6 capn6 CAPNX, calpamodulin placenta Xq28 

Calpaïne 7 capn7 palBH ubiquitaire 3p24-p25 

Calpaïne 8 capn8 n-CL-2 Muqueuse stomacale 1q41 

Calpaïne 9 capn9 n-CL-4 Appareil digestif 1q42 

Calpaïne 10 capn10 CAPN10, CAPN8 ubiquitaire 2q37.3 

Calpaïne 11 capn11 CAPN11 testicules 6p12 

Calpaïne 12 capn12 CAPN12 ubiquitaire 19q13.2 

Calpaïne 13 capn13 CAPN13 testicules, poumons 2p21-22 

Calpaïne 14 capn14 CAPN14 ubiquitaire 2p23.1 

Calpaïne 15 capn15 SolH ubiquitaire 16p13.3 

Calpaïne 16 capn16 demi-calpaïne ? 6q24.2-25.2 

Css1 

Capn-s1 ou 

cpns1 
CAPN4 ubiquitaire 19q13.1 

Css2 
Capn-s2 ou 

cpns2 
 ubiquitaire 16q12.2 

 

Tableau 9 : Tableau représentant les différentes calpaïnes et les deux sous-unités 

régulatrices 
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Le nombre important de calpaïnes et leurs caractéristiques très variables ont fait 

apparaître un besoin de classification. Il en existe deux différentes. La première permet de 

classer les calpaïnes en deux groupes distincts en se basant sur la présence ou l’absence de 

domaine « calmodulin-like ». Ce domaine comporte les EF-hands, structures capables de lier 

le calcium (décrit en 1972 par Kretsinger). Les calpaïnes possédant ses structures sont dites 

‘conventionnelles’ ou ‘typiques’. Au contraire, les calpaïnes dépourvues de ces structures sont 

dites ‘atypiques’. Le classement est le suivant : 

• Calpaïnes typiques :  calpaïnes 1, 2, 3, 8, 9, 11, 12 et 13 

• Calpaïnes atypiques :  calpaïnes 5, 6, 7, 10, 14, 15 et 16 

 

La deuxième classification est basée sur la localisation de ces enzymes. Les calpaïnes 

présentes dans toutes les cellules de l’organisme, quel que soit le tissu, sont dites ubiquitaires, 

au contraire de certaines calpaïnes exprimées uniquement dans certains tissus dites tissu-

spécifiques. Elles sont alors classées ainsi : 

• Calpaïnes ubiquitaires :   calpaïnes 1, 2, 5, 7, 10, 12, 14 et 15 

• Calpaïnes tissu-spécifiques :  calpaïnes 3, 6, 8, 9, 11 et 13 

3 La famille des calpaïnes  

3.1 Les calpaïnes ubiquitaires  

Comme nous l’avons vu précédemment, les calpaïnes 1 et 2 ont été découvertes en 

1964 par Guroff (Guroff 1964) avec leur sous-unité catalytique Css1. Ces deux calpaïnes sont 

les calpaïnes les plus étudiées ces trente dernières années avec plus de huit mille publications 

dans Pubmed. Le gène capn1 se trouve sur le chromosome 11 tandis que le gène capn2 se 

trouve sur le chromosome 1. Il n’y a pas d’épissage alternative. 

La calpaïne 5 est une calpaïne atypique. Bien qu’ubiquitaire, cette isoforme est 

particulièrement exprimée dans les poumons, les reins, le système nerveux central, le thymus 

et les testicules (Franz et al. 2004; Waghray et al. 2004). Le gène capn5 se trouve sur le 

chromosome 11. 

La calpaïne 7 qui est également une calpaïne atypique. Elle possède une particularité 

en position C-terminale, un domaine supplémentaire qui fait qu’elle ne possède que 30% 

d’homologie avec les autres membres de la famille (Franz et al. 1999).  
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La calpaïne 10, atypique elle-aussi, possède 8 isoformes résultant de l’épissage 

alternatif du gène capn10 (calpaïne 10a à 10h). La calpaïne 10a est la plus exprimée 

notamment dans le foie, le cœur, le cerveau, le placenta, les poumons, les muscles 

squelettiques, le rein, le pancréas et la rétine (Ma et al. 2001; Horikawa et al. 2000). La 

calpaïne 10 est impliquée dans la sécrétion et l’action de l’insuline mais aussi la production 

hépatique du glucose.  Elle est donc impliquée dans le diabète de type II (Horikawa et al. 

2000; Hou, Li, and Cao 2017) mais aussi dans le risque d’obésité par ses divers SNP (Yu et 

al. 2016) ce qui fait qu’elle fait l’objet de nombreuses études récemment. 

La calpaïne 12 est une calpaïne typique. L’épissage alternatif de son gène de 21 exons 

conduirait à l’expression de trois isoformes différentes (Dear et al. 2000). Elle est impliquée 

dans diverses problèmes de peau congénitaux tel que l’ichthyose (Bochner et al. 2017), mais 

aussi dans la chimio-protection du médulloblastome (Waye et al. 2015). 

La calpaïne 14 est une calpaïne typique. Elle est codé par le gène capn14, situé sur le 

chromosome 2, très proche du gène codant pour la calpaïne 13 (Dear and Boehm 2001). Elle 

est impliquée notamment dans l’œsophagite éosinophile (Oyoshi 2015). 

La calpaïne 15 est une calpaïne atypique. Son gène capn15, constitué de 14 exons, est 

situé sur le chromosome 16. Son polymorphisme serait associé à la cryptorchidie de rat 

(Barthold et al. 2016). Elle serait également impliquée dans la cataracte héréditaire (Kamei et 

al. 1998). 

 

3.2 Les calpaïnes tissu-spécifiques  

La calpaïne 3 est la plus étudiée de ces calpaïnes. Sa découverte par Sorimachi et ses 

collaborateurs date de 1989. Elle est principalement exprimée dans les muscles squelettiques 

humains et de rat (Sorimachi et al. 1989). Cependant ses ARNm ont été détectés au niveau de 

la langue, des yeux et du cerveau (König et al. 2003). Cette calpaïne est connue pour être 

impliquée dans une forme de dystrophie musculaire (LGMD2A, limb girdle muscular 

dystrophy type 2A) (Richard and Beckmann 1996) ce qui a conduit à de nombreuses études. 

Ces études ont permis d’observer dans le gène capn3 plus de 100 mutations impliquées dans 

cette pathologie (Ono et al. 2016).  

La calpaïne 6 a été décrite en 1997 par Dear et ses collaborateurs. Cette calpaïne est 

unique puisqu’elle possède un site catalytique différent de celui des autres calpaïnes. La 

calpaïne 6 est exprimée au cours de la grossesse, principalement dans le placenta, mais aussi 

dans les muscles, les poumons et les reins de l’embryon (Dear and Boehm 1999:5). 
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Cependant elle est surexprimée dans certains cas de cancer de l’utérus (Skubitz and Skubitz 

2003b; Skubitz and Skubitz 2003a), dans les sarcomes stromaux et les carcino-sarcomes des 

cancers utérins (Lee et al. 2007), dans les carcinomes cervicaux utérins (Lee et al. 2008), mais 

aussi dans certains ostéosarcomes (Marion et al. 2012). Sa fonction tout comme son activité 

protéasique restent peu claires mais elle pourrait jouer le rôle de chaperonne pour les 

microtubules (Tonami et al. 2007) et participer avec la Rho guanine-nucleotide-exchange-

factor et le GEF-H1, au crosstalk entre les microtubules et l’actine (Tonami et al. 2011). 

Les calpaïnes 8 et 9 ont été respectivement découvertes en 1993 par Sorimachi et ses 

collaborateurs et en 1998 par Lee et ses collaborateurs. Ces deux calpaïnes sont dites 

typiques. 

Elles sont spécifiques du tractus digestif, la calpaïne 8 étant cependant plus précisément 

exprimée au niveau des muqueuses stomacales. Leurs fonctions physiologiques sont mal 

connues. Des études ont montré que la calpaïne 9 est généralement sous exprimée dans 

certains cancers digestifs (Lee et al. 1998), elle aurait même un rôle de surpresseur de tumeur 

(Vaish and Sanyal 2012). 

Les calpaïnes 11 et 13 ont été découvertes en 1999 et 2001 respectivement, elles sont 

aussi typiques et atypiques respectivement. Elles sont toutes les deux exprimées dans les 

testicules mais la calpaïne 13 a également été détectées dans les tissus pulmonaires.  

4 Structure des calpaïnes 

Les calpaïnes ont été très bien conservées dans l’évolution, des bactéries jusqu’aux 

mammifères. Le site actif de ces cystéine-protéases est composé d’une triade d’acide aminés : 

une cystéine, une histidine et une asparagine. Cette triade catalytique est très bien conservée 

dans toutes les calpaïnes, à part la calpaïne 6 où la cystéine est remplacée par une lysine. 

 

La structure des différentes calpaïnes est schématisée dans la figure 39. Comme nous 

pouvons le voir toutes les calpaïnes possèdent deux domaines catalytiques où est située la 

triade catalytique : un domaine PC1 qui porte la cystéine, et un domaine PC2 qui porte 

l’histidine et l’asparagine. Seule la calpaïne 16 diffère puisqu’elle ne possède que le domaine 

PC1 ce qui lui vaut le nom de « demi-calpaïne ». À part les calpaïnes 15 et 16, toutes les 

calpaïnes possèdent ensuite un ou deux domaines C2-like (C2L). Les calpaïnes typiques 

possèdent en plus des EF-hands (PEF) pour fixer le calcium.  

Il est à noter qu’il existe des particularités : la calpaïne 3 possède des domaines 

d’insertion appelés NS, IS1 et IS2, la calpaïne 7 possède un domaine MIT pour fixer les 
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microtubules, la calpaïne 15 possède un domaine en doigt de zinc (Zn) et un domaine SolH et 

la calpaïne 16 possède un domaine d’interaction avec la calmoduline (IQ). 

 

Figure 39 : Structures schématiques des différentes calpaïnes 

 

 

➢ Dans notre étude nous nous sommes principalement intéressés aux calpaïnes 

ubiquitaires 1 et 2, nous allons donc maintenant nous focaliser uniquement sur ces 

deux enzymes. 

 

4.1 Les calpaïnes 1 & 2 

Les calpaïnes 1 et 2 s’associent généralement avec l’une des deux sous-unités 

régulatrices pour former des hétérodimères structurellement très proches. L’hétérodimère 

formé par la calpaïne 1 est appelé micro-calpaïne ou µ-calpaïne et celui formé par la calpaïne 

2 milli-calpaïne ou m-calpaïne.  
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Les calpaïnes 1 et 2 sont composées respectivement de 714 et 699 acides aminés portant 

ainsi leur poids moléculaire à environ 80 kDa (81 889 Da pour la calpaïne 1 et de 79 900 Da 

pour la calpaïne 2) (Aoki et al. 1986; Imajoh et al. 1988). Comme nous le montre la figure 40, 

elles sont toutes les deux composées de quatre domaines différents.  

 

 

Figure 40 : Structure schématique de la micro-calpaïne (A) et de la milli-calpaïne (B)  

Les différents domaines sont représentés par des rectangles de couleurs différentes 

surmontées du chiffre romain associé (de I à VI). Le domaine II est quant à lui divisé en deux 

par les pointillés représentant les deux sous-domaines IIa et IIb (ou PC1 et PC2). Le site actif 

est représenté par ses trois acides aminés correspondant C, H et N. Les rectangles rouges 

représentent les domaines EF-hands, numérotées EF-1 à EF-5 pour la grande sous unité et 

EF-1’ à EF-5’ pour la petite sous unité. Image adaptée de Goll et al. 2003. 

 

En N-terminale, le domaine I est impliqué dans l’autolyse de la protéase. Il est très bien 

conservé, son homologie variant que de 72 à 86% en fonction des espèces. Il ne présente 

aucune homologie de séquence avec d’autres polypeptides identifiés (Goll et al. 2003). 

Le domaine II est le domaine de la triade catalytique qui est caractéristique des 

protéases à cystéine telles que la papaïne et les cathepsines. Ce domaine est fortement 

conservé entre les espèces avec une homologie de 85 à 93%, cependant il présente une faible 
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homologie avec les autres protéases à cystéine, ce qui laisse penser qu’il a évolué d’un gène 

ancestral différent (Goll et al. 2003). Ce domaine est la clef catalytique, il est composé des 

acides aminés formant la triade catalytique qui sont la cystéine, l’histidine et l’asparagine en 

position 115, 272 et 296 pour la calpaïne 1 et 105, 262 et 286 pour calpaïne 2. Il peut être 

sous-divisé en deux domaines, le IIa (ou PC1) portant la cystéine et le IIb (ou PC2) portant les 

deux autres acides aminés. 

Le rôle du domaine III est encore mal compris, il possède diverses régions dont une dite 

C2 qui est capable d’interagir avec les phospholipides membranaires (Ono, Sorimachi, and 

Suzuki 1998; Tompa et al. 2001), et une structure EF-hand qui n’est pas capable de lier le 

calcium (Andresen, Tom, and Strand 1991). Ce domaine est capable de se lier avec la 

calpastatine, l’inhibiteur endogène des calpaïne qui sera décrit un peu plus bas (Wendt, 

Thompson, and Goll 2004). 

Le domaine IV, en C-terminal, est composé des 5 EF-hands permettant la liaison avec 

le calcium. Les quatre premières EF-hands ont été identifiées dans les années 80 (Imajoh et al. 

1988; Emori et al. 1986). La cinquième a été détectée plus tardivement grâce à des études 

cristallographiques (Blanchard et al. 1997). Les domaines EF-hand sont numérotés de 1 à 5 à 

partir du N-terminal. Ce domaine présente 51 à 54 % de similarité avec la calmoduline ce qui 

lui vaut le nom de « calmodulin-like ». 

 

4.2 Les sous-unités régulatrices 1 et 2 

Les sous-unité régulatrices Css1 et Css2 sont respectivement composées de 268 et 248 

acides aminés ce qui leurs confèrent une masse moléculaire d’environ 28 kDa (28 100 Da 

pour Css1 et 27 659 Da pour Css2) (Sakihama et al. 1985 ; Schád et al. 2002). Ces sous-unités 

régulatrices sont toutes deux composées de deux domaines.  

Le domaine V, en N-terminal des sous-unité régulatrices, est riche en glycine et serait 

capable d’interagir avec les phospholipides membranaires. Il serait aussi impliqué, comme le 

domaine I, dans l’autolyse de la protéase. Il s’associe avec le domaine II pour former 

l’hétérodimère (Hosfield et al. 1999). 

Le domaine VI est lui aussi composé de cinq structures EF-hand permettant la fixation 

du calcium. Sa forte homologie avec le domaine IV lui vaut le nom de domaine IV’. Des 

études cristallographiques ont montré que les domaines IV et VI s’associent pour 

l’hétérodimérisation de la protéase (Hosfield et al. 1999). 
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5 Activation & régulations des calpaïnes 1 et 2 

Le calcium joue évidemment un rôle capital dans l’activation des calpaïnes. La 

cristallographie a permis de mieux comprendre comment le calcium pourrait agir. Les 

répulsions électrostatiques entre les sous-domaines IIa et IIb qui portent la triade catalytique 

permettent le maintien du site actif ouvert. La distance entre les trois acides aminés du site 

actif empêche l’enzyme d’être active, empêchant ainsi une protéolyse anarchique. Le calcium 

entraine de nombreux changements conformationnels permettant notamment le 

rapprochement des deux sous-domaines. Les trois acides aminés de la triade catalytique étant 

alors proches, le site actif devient opérationnel (Hata et al. 2001; Moldoveanu, Jia, and Davies 

2004; Reverter, Sorimachi, and Bode 2001). Les calpaïnes, une fois activée par le calcium va 

migrer vers la membrane plasmique où les domaines III et V vont interagir avec les 

phospholipides membranaires grâce à leurs régions hydrophobes. La suite des évènements 

reste peu claire et il existe deux modèles d’activation des calpaïnes qui sont présentés dans la 

figure 41. 

 

 

Figure 41 : Les différents modes d’activation des calpaïnes d’après Suzuki and 

Sorimachi 1998 

5.1 Modèle d’activation par autolyse  

La capacité des deux calpaïnes à s’autolyser est bien connue depuis les années 1980 

(Cong et al. 1989; Dayton 1982). Le modèle d’activation par autolyse a été largement accepté 



  Introduction 

 104 

dans les années 1990. Il suggérait que, comme les caspases, les calpaïnes étaient synthétisées 

sous forme de pro-enzymes. 

L’autolyse se fait en deux étapes pour les calpaïnes 1 et 2 tandis qu’elle se fait en trois 

étapes pour les sous-unités régulatrices. Ce processus entraîne la perte d’une partie des 

domaines I et V. L’autolyse de la calpaïne 1 va donner une forme autolysée d’un poids 

moléculaire de 76 kDa tandis que l’autolyse de la calpaïne 2 va produire une forme autolysée 

d’un poids de 78 kDa (Zimmerman and Schlaepfer 1991; Brown and Crawford 1993). Cette 

autolyse peut se poursuivre sur ces sous-unités catalytiques entrainant la formation de 

fragments inactifs de 30 à 33 kDa (Nishimura and Goll 1991). L’autolyse des sous-unités 

régulatrices va conduire à la formation de fragments de 18 kDa (McCelland, Lash, and 

Hathaway 1989). Ce modèle suggérait que l’autolyse conduisait à la formation de micro- et 

milli-calpaïne actives de 76 kDa / 18 kDa et de 78 kDa / 18 kDa respectivement. 

5.2 Modèle d’activation par dissociation  

Plusieurs études infirmèrent l’hypothèse de la pro-enzyme, en effet des calpaïnes non 

autolysées se sont montrées actives, pouvant hydrolyser leurs substrats (Cong et al. 1989; 

Cong, Thompson, and Goll 1993; Goll et al. 1992:19; Molinari, Anagli, and Carafoli 1994). 

Un modèle de dissociation est alors proposé et soutenu par des travaux montrant que la sous-

unité catalytique était active lorsqu’elle était seule (Meyer et al. 1996; Yoshizawa et al. 1995). 

D’autant plus que la sous-unité catalytique est plus sensible au calcium une fois dissociée 

(Vilei et al. 1997). La séparation des deux sous-unités pourrait être la conséquence de 

l’interaction de celles-ci avec les phopholipides membranaires qui entrainerait des 

changements conformationnels. Toutefois la dissociation n’a jamais été détectée et des études 

cristallographiques montrent clairement la formation de ces dimères (Zhang, Lane, and 

Mellgren 1996). 

 

En 1998, un modèle intégrant ces deux modèles d’activation est proposé par Suzuki et 

Sorimachi (Figure 41). Il est désormais largement accepté. Ainsi l’autolyse, malgré son rôle 

facultatif, faciliterait la dissociation des deux hétérodimères permettant la libération de la 

sous-unité catalytique active. La durée de vie de la sous-unité catalytique serait plus courte 

lorsqu’elle est seule, la sous unité régulatrice permettrait donc la stabilisation de celle-ci. 
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5.3 Régulation de l’activité des calpaïnes 

5.3.1  Le calcium  

Le calcium est un élément clef de l’activation des calpaïnes. Cependant, la 

concentration de calcium nécessaire à l’activation des calpaïnes est nettement supérieure à la 

concentration calcique intracellulaire. En effet, la concentration en calcium dans une cellule 

varie de 50 à 300 nM selon son état, tandis que la concentration calcique activatrice de la 

micro- et milli-calpaïne est respectivement de l’ordre de 3 à 50 µM et 0,25 à 1 mM (Maravall 

et al. 2000; Goll et al. 2003). Le calcium ne peut donc à lui seul expliquer l’activation et la 

régulation des calpaïnes 1 et 2. 

5.3.2 L’autolyse  

Comme nous venons de le voir, l’autolyse est utile à l’activation des calpaïnes. 

L’autolyse permet de diminuer la concentration calcique nécessaire à l’activation, elle 

diminue d’un facteur 1,5 à 100 et d’un facteur 5 pour la micro- et milli-calpaïne 

respectivement (Goll et al. 1992). Cependant, malgré ces diminutions, les concentrations 

calciques nécessaires à l’activité des calpaïnes restent supérieures à la concentration calcique 

cellulaire. 

5.3.3 Les phospholipides  

Les phospholipides acides tels que la phosphatidylsérine (PS), le phosphatidylinositol 

(PI) et le phosphatidylinositol 4,5 biphosphate (PIP2), en interagissant avec les domaines III et 

V, réduirait la concentration calcique indispensable à l’autolyse des calpaïnes d’un facteur 3 à 

8 (Coolican and Hathaway 1984; Cong et al. 1989; Saido, Mizuno, and Suzuki 1991; Saido et 

al. 1992). Toutefois, la stœchiométrie (1 calpaïne pour 375 à 4 100 phospholipides) et la 

concentration nécessaire à l’autolyse ne sont pas physiologiquement possible. 

5.3.4 Les phosphorylations 

Les micro- et milli-calpaïnes présentent respectivement 9 et 8 sites de phosphorylation 

qui jouent un rôle régulateur positif ou négatif sur l’activité (Goll et al. 2003). La 

phosphorylation de la calpaïne 2 sur la sérine 50 par la voie ERK/MAPK activée par l’EGF 

permet une forte augmentation de l’activité de la milli-calpaïne (Glading et al. 2004; Glading 

et al. 2000) jouant ainsi notamment sur la migration (Leloup et al. 2010). 
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Au contraire, une phosphorylation de cette même calpaïne 2 par la PKA sur la sérine 

369 ou la thréonine 370 conduit à une rigidification de la structure, laissant le site actif ouvert 

et réduisant ainsi l’activité de la milli-calpaïne (Shiraha et al. 2002; Shiraha et al. 1999)  

5.3.5 La calpastatine 

Les calpaïnes ne doivent pas seulement être activées, elles doivent aussi être inhibées 

de manière à éviter une protéolyse anarchique. Un inhibiteur endogène a été découvert en 

même temps que la milli-calpaïne, lors des premiers essais de purification de cette enzyme 

(Dayton et al. 1976). Cet inhibiteur, appelée calpastatine, possède une séquence unique, 

composée de 708 acides aminés et subdivisée en cinq domaines (Figure 42). Le domaine L, 

situé en N-terminal, comporte 120 acides aminés, dont de nombreux acides aminés basiques 

permettant la liaison à la membrane (Mellgren 1988). Il est suivi de 4 domaines inhibiteurs 

répétés contenant 140 acides aminés, numérotés de I à IV en partant de la partie N-terminale. 

Ces domaines sont composés de trois sous-domaines nommés A, B et C. Le seul sous-

domaine possédant une activité inhibitrice est le sous-domaine B, les autres sous-domaines 

étant inactifs (Maki et al. 1988; Uemori et al. 1990). 

 

 

Figure 42 : Structure schématique de la calpastatine (Wendt, Thompson, and Goll 2004) 

L’inhibition des calpaïnes est un phénomène calcium-dépendant (Kapprell and Goll 

1989; Cottin et al. 2000). Les sous-domaines A et C se fixent, en présence de calcium, aux 

domaines IV et VI des calpaïnes, permettant le contact du sous-domaine B avec le site actif 

des calpaïnes situé sur le domaine II (Todd et al. 2003). La phosphorylation par les protéines 

kinase A ou C permet la localisation de la calpastatine dans le noyau. Le calcium permettrait 

une déphosphorylation de la calpastatine ce qui conduirait à une relocalisation de celle-ci à la 

membrane (Averna et al. 2001; Averna et al. 2003; Averna et al. 1999). 
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6 Rôles physiologiques et pathologiques des calpaïnes 1 et 2 
 

6.1 Les substrats des calpaïnes 

Une meilleure compréhension des rôles physiologiques joués par les calpaïnes 

ubiquitaires passe par une identification de leurs substrats. Plus d’une centaine de protéines 

ont été identifiées comme étant des substrats de la micro- et de la milli-calpaïne (Croall and 

McGrody 1994). 

 

6.1.1 La séquence cible 

La séquence commune à la majorité de ses différents substrats est la séquence PEST 

(proline, glutamate et/ou aspartate, sérine et thréonine), elle a été identifiée en 1989 (Wang, 

Villalobo, and Roufogalis 1989). En effet la proximité de ces quatre acides aminés et de leurs 

charges négatives permettrait la fixation du calcium nécessaire à l’activation des calpaïnes 

(Harris, Croall, and Morrow 1989).  

Cependant cette séquence PEST n’est ni suffisante ni indispensable pour induire le 

clivage par les calpaïnes. En effet, on ne retrouve pas cette séquence sur l’ensemble des 

substrats et surtout les mutations de cette séquence n’empêche pas le clivage par les calpaïnes 

(Carillo et al. 1996). La comparaison des sites de clivage par les calpaïnes a permis de mettre 

en évidence une homologie au niveau des deux premiers acides aminés précédant la coupure. 

En effet, on observe que le premier acide aminé était un acide aminé basique et le deuxième 

acide aminé correspondait à un acide aminé hydrophobe (Croall and DeMartino 1991). Les 

phosphorylations des protéines ciblées par les calpaïnes pourraient également jouer un rôle. 

 

6.1.2 Les substrats principaux 

La liste des substrats a été réalisée par des expériences in vitro. Ils ont été répertoriés 

de façon exhaustive par Goll et ses collaborateurs (Goll et al. 2003). Nous pouvons distinguer 

plusieurs types de protéines : 

• Des protéines cytosoliques : adducine, N-cadhérine, calponine, β-caténine, desmine, 

dystrophine, filamine, myosine, taline, titine, tropomyosine, troponines, tubuline, 

vimentine, vinculine ...  

• Des enzymes : la protéine kinase C (PKC), la phospholipase C, les caspases 3, 7 et 12, 

la FAK (focal adhesion kinase), la kinase du récepteur à l’EGF … 

• Des protéines associées à la membrane : A-CAM, cavéoline-3, MARCKS 



  Introduction 

 108 

(myristoylated alanine-rich C kinase substrate), EGFR, PDGFR, intégrine β3...  

• Des facteurs de transcription : la myogénine, p53, IκBα, c-Fos, c-Jun, c-Myc, ...  

6.2  Rôles physiologiques des calpaïnes 

Du fait du grand nombre de leurs substrats, les calpaïnes ubiquitaire sont impliquées 

dans de nombreux processus biologiques. Nous allons faire ici une liste des rôles majeurs des 

calpaïnes 1 et 2. 

Elles sont impliquées dans la régulation du cycle cellulaire en dégradant des facteurs 

tels que la cycline D1 et la protéine p53. Elles jouent aussi un rôle dans la transduction du 

signal en clivant des protéines impliquées dans diverses voies de signalisation tels que les 

intégrines 3, les récepteurs à l’EGF, au PDGF et à l’insuline. En clivant et activant les pro-

caspases 3, 7 et 12, elles sont impliquées dans l’induction de l’apoptose. Elles furent 

d’ailleurs identifiées au départ comme les enzymes responsables de ce phénomène de mort 

cellulaire. Elles sont également impliquées dans la migration cellulaire. 

Les calpaïnes sont impliquées bien sûr dans de nombreux autres phénomènes 

biologiques mais ces quatre exemples sont très intéressants car ce sont des processus qui 

peuvent être impliqués dans le développement des cancers.  

  

6.3  Rôles pathologiques des calpaïnes 

 

6.3.1 Pathologies diverses 

Les calpaïnes sont également impliquées, plus ou moins directement, dans de très 

nombreux processus pathologiques. 

Les calpaïnes sont ainsi impliquées dans les dystophies musculaires. C’est le cas 

notamment pour les dystrophies musculaires de Duchenne et de Becker. L’augmentation de la 

concentration intracellulaire du calcium permet l’augmentation de l’activité des calpaïnes 

conduisant à des protéolyses anarchiques. Comme nous l’avons évoqué plus tôt la mutation de 

la calpaïne 3 est liée avec la LGMD2A. 

Elles sont également impliquées dans des maladies neurodégénératives. Des 

augmentations d’expression et/ou d’activité ont été observées dans les maladies 

neurodégénératives d’Alzheimer (Grynspan et al. 1997), de Parkinson (Mouatt-Prigent et al. 

2000) et de Huntington (Gafni and Ellerby 2002). 
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Une augmentation de la concentration calcique dans l’œil est également à l’origine de la 

dégradation de la cristalline par la milli-calpaïne, conduisant à la formation d’agrégats et à la 

cataracte (Xu et al. 2004) 

Nous pourrions également citer les ischémies, le psoriasis et bien d’autres encore. Ces 

dernières années, plusieurs études ont mis en évidence le rôle des calpaïnes dans 

l’établissement du cancer, mais aussi dans la résistance au traitement de chimiothérapie. 

6.3.2 Le cancer  

Les études réalisées sur les calpaïnes dans le cancer ont révélé des rôles antinomiques. 

Il a été observé, entre autres, une implication dans la prolifération cellulaire, dans l’apoptose 

et dans la migration et l’invasion cellulaire. 

 

6.3.2.1 La prolifération cellulaire 

Les calpaïnes régulent la prolifération cellulaire via le clivage de deux importants 

régulateurs : Myc et -caténine. Les conditions extrêmes que l’on retrouve au niveau de la 

tumeur (diminution de l’apport en nutriment et d’oxygène) entraîne généralement une 

activation de l’apoptose via la protéine Myc. Cependant la dégradation de celle-ci par les 

calpaïnes conduit à un échappement de cette apoptose. Le produit de cette dégradation appelé 

Myc-nick est inactif (Conacci-Sorrell, Ngouenet, and Eisenman 2010; Conacci-Sorrell and 

Eisenman 2011). Dans les cellules tumorales colorectales, en condition de stress extrême, une 

augmentation de ces produits de dégradation est observée, diminuant ainsi le pool de Myc 

totale conduisant à la survie des cellules tumorales. De plus, l’augmentation de la quantité de 

Myc-nick conduit à la migration cellulaire et la survie cellulaire induite par l’autophagie, 

conduisant à la promotion du cancer et à la chimiorésistance. 

Lors de l’adhésion, les deux molécules E-cadhérine et -caténine vont activer des 

voies de signalisation et notamment la voie Wnt. La -caténine est stabilisée ce qui permet 

son accumulation et la transcription de facteurs permettant la prolifération et l’inhibition de 

l’apoptose. Dans les cancers du sein et de la prostate, le clivage de la E-cadhérine par les 

calpaïnes entraîne de manière surprenante une stabilisation accrue de la  -caténine 

conduisant à l’augmentation de l’expression de facteurs oncogéniques (Rios-Doria et al. 

2003). Au contraire dans le cancer colorectal, les calpaïnes vont dégrader la -caténine 

permettant l’inhibition de la prolifération (Benetti et al. 2005) 
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6.3.2.2 La migration cellulaire & l’invasion tumorale 

Il existe deux types de migration, la migration mésenchymale et la migration 

amœboïde.  

La migration mésenchymale est dépendante de l’adhésion par les intégrines, phénomène 

régulé notamment par les calpaïnes. Comme nous l’avons vu précédemment beaucoup des 

substrats des calpaïnes sont des protéines ou des enzymes impliquées dans la migration telles 

que la FAK (Chan, Bennin, and Huttenlocher 2010), la taline (Franco et al. 2004) et bien 

d’autres. Dans les cellules de mélanome, une suractivation des calpaïnes conduit à un clivage 

plus important de la filamine ce qui entraine une plus forte migration (O’Connell et al. 2009). 

Dans le cancer métastatique de la prostate, les calpaïnes vont cliver la E-cadhérine et ainsi 

déréguler les contacts focaux et promouvoir l’invasion tumorale (Rios-Doria et al. 2003). De 

plus, les calpaïnes sont impliquées dans l’expression de métalloprotéases permettant un 

remodelage de l’environnement tumorale et conduisant à une plus grande infiltration tumorale 

(Braun et al. 1999; Zheng et al. 2014). Cependant les calpaïnes peuvent être également 

impliquées dans une diminution de la migration, en effet elles peuvent dégrader la paxilline ce 

qui va réguler négativement la dynamique des contacts focaux est ainsi induire une 

stabilisation de ceux-ci (Cortesio et al. 2008). 

 

6.3.2.3 L’apoptose 

Les thérapies anti-cancéreuses cherchent à induire l’apoptose des cellules tumorales 

pour pouvoir inhiber la progression cancéreuse. Dans cette machinerie apoptotique, on 

retrouve notamment les caspases. L’activation des caspases jouent donc un rôle crucial dans 

l’activation des voies apoptotiques. Il a été montré que l’activation des calpaïnes était 

fortement impliquée dans l’activation de ces mêmes voies apoptotiques. Cette implication a 

d’ailleurs entrainer des débats pour savoir quelles protéases étaient réellement les initiatrices 

de l’apoptose (Waterhouse et al. 1998; Daniel et al. 2003). Les deux systèmes protéolytiques 

sont très interconnectés pour induire l’apoptose, les calpaïnes activant les caspases.  

Il a ainsi été montré que les calpaïnes pouvaient être impliquées dans la cytotoxicité 

induite par la chimiothérapie mais aussi dans la résistance à ces traitements. Dans le cancer du 

sein, la génistéine induit un influx calcique qui active les protéases calcium-dépendantes que 

sont la calpaïne-2 et la caspase-12 et promeut ainsi l’apoptose (Sergeev 2004). De même un 

dysfonctionnement de la calpaïne 1 peut conduire à une résistance des cellules tumorales du 

sein au trastuzumab (Kulkarni et al. 2010). Dans le mélanome et le cancer de l’ovaire, les 
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calpaïnes sont impliquées dans les effets cytotoxiques du cisplatine, notamment en activant 

les effecteurs de l’apoptose tels que la caspase 3 et Bak (Mandic et al. 2002).  

Cependant une étude récente met en évidence un lien entre la calpaïne 2 et la 

résistance des cellules tumorales colorectales à l’irinotécan. La calpaïne 2, surexprimée dans 

les cellules résistantes, dégrade  levant ainsi l’inhibition de NF-B et permettant la survie 

de ces cellules. Ce mécanisme conduit à une résistance à l’irinotécan (Fenouille et al. 2012). 

Pour autant il n’y a actuellement aucune donnée concernant l’implication des calpaïnes dans 

la réponse ou la résistance des cellules tumorales colorectales à l’oxaliplatine.
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Notre étude poursuit les travaux entamés par Laetitia Dahan dans le laboratoire sur 

l’implication des ROS produits par NOX1 dans la cytotoxicité de l’oxaliplatine dans le cancer 

colorectal. Des données préliminaires obtenues au laboratoire montraient également qu’il 

existait potentiellement un lien entre la production de ROS et les calpaïnes dans les cellules 

tumorales colorectales. Nous nous sommes donc intéressés à l’implication de NOX1 et des 

calpaïnes dans la résistance des cellules tumorales colorectales à l’oxaliplatine, résistance qui 

est responsable du faible taux de survie des patients atteints d’un cancer métastatique. 

L’objectif de cette étude est d’avoir une meilleure compréhension du phénomène de 

résistance à l’oxaliplatine et des acteurs impliqués ce qui nous permettra d’identifier des 

cibles thérapeutiques potentielles et d’optimiser cette chimiothérapie en réduisant le 

phénomène de résistance. L’objectif est également d’identifier des « marqueurs » potentiels 

de la résistance qui nous permettraient de prévoir la réponse des cellules tumorales à 

l’oxaliplatine. Cela permettrait d’orienter ou non un patient vers le protocole de 

chimiothérapie FOLFOX. Nous souhaitons également identifier des traitements susceptibles 

d’être utilisés pour soigner les patients ne répondant pas à l’oxaliplatine. 

Dans un premier temps, nous avons caractérisé une voie de signalisation impliquée 

dans la réponse des cellules tumorales colorectales à l’oxaliplatine. Nous avons étudié les 

mécanismes de régulation existants entre les calpaïnes et la NADPH oxydase NOX1 et nous 

avons évalué le rôle de cette régulation des ROS produits par Nox1 dans la signalisation 

cellulaire conduisant à la mort ou à la survie cellulaire suite au traitement à l’oxaliplatine. 

Dans un second temps, nous avons approfondi notre étude sur la résistance au 

traitement et sur la régulation de cette voie de signalisation dans la réponse à l’oxaliplatine. 

Nous avons réalisé un screening de différentes chimiothérapies pour voir s’il était possible 

d’induire la mort cellulaire dans nos cellules résistantes à l’oxaliplatine. Ce screening nous a 

permis de montrer que nos cellules résistantes à l’oxaliplatine sont particulièrement sensibles 

à la gemcitabine. Nous avons ensuite caractérisé les différentes voies de signalisation 

impliquées dans la cytotoxicité induite par la gemcitabine. 

 

Objectif de l’étude 
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1 Introduction 
Le rôle des ROS dans l’efficacité des traitements chimiothérapeutiques a été suggéré 

depuis longtemps. Il a été ainsi montré que l’oxaliplatine induit une production des ROS dans 

les cellules tumorales colorectales ce qui conduit à la mort de ces dernières. 

Des travaux au sein de notre équipe ont mis en évidence dans les cellules 

d’adénocarcinome de colon HT29-D4 une implication des ROS produits par NOX1 dans la 

réponse à l’oxaliplatine (Dahan et al. 2009). De plus des travaux complémentaires réalisés au 

laboratoire ont montré qu’une inhibition des calpaïnes augmentait la production de ROS dans 

les cellules tumorales colorectales.  

Dans ce contexte, nous avons émis l’hypothèse que les calpaïnes pourraient être 

impliquées dans la résistance des cellules tumorales colorectales à l’oxaliplatine via une 

régulation de l’activité de NOX1. Pour les cellules sensibles à l’oxaliplatine (Figure 46), les 

calpaïnes présenteraient une activité normale, tout comme NOX1 qui produirait les ROS 

nécessaires aux effets cytotoxiques de l’oxaliplatine. Dans le même temps, la voie NF-B 

resterait inhibée par la protéine IB. Ainsi la balance entre la survie cellulaire et la mort 

cellulaire tendrait vers la mort cellulaire. Pour les cellules résistantes, les calpaïnes seraient 

surexprimées et/ou suractivées, entrainant la dégradation des protéines associées à NOX1, 

comme NOXO1 ou p47phox. De la même manière les calpaïnes pourraient dégrader Tiam1, 

substrat connu des calpaïnes, et ainsi inhiber Rac1 et donc indirectement NOX1. La 

production de ROS serait réduite ce qui inhiberait les effets cytotoxiques de l’oxaliplatine. 

Parallèlement, les calpaïnes dégraderaient la protéine IB ce qui lèverait l’inhibition de NF-

B, augmentant la survie cellulaire. La balance entre la survie et la mort cellulaire serait alors 

en faveur de la survie. Cette hypothèse initiale est présentée dans la figure 43.  

 

 

Chapitre 5 

Reversion of resistance to oxaliplatin by inhibition of p38 MAPK 

in colorectal cancer cells lines: Involvement of the calpain/Nox1 

pathway 
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Figure 43 : Hypothèse initiale de notre étude 

 

2 Dans des lignées cellulaires présentant la mutation BRAF V600E 

2.1 Introduction 

Afin de vérifier notre hypothèse, nous avons sélectionné des lignées résistantes à 

l’oxaliplatine à partir de deux lignées cellulaires d’adénocarcinome colique : les HT29-D4 et 

les RKO. La lignée HT29-D4 est un clone issu de la lignée HT29 et obtenu dans notre 

laboratoire (Fantini et al. 1986). Les deux lignées choisies présentent toutes les deux la 

mutation BRAF V600E, elles diffèrent cependant, entre autres, par le statut mutationnel de 

p53. En effet, les cellules HT29-D4 présentent la mutation p53 R273H tandis que les RKO 

expriment la p53 sauvage. 

Nous avons alors testé la régulation de la production de ROS en présence de 

l’oxaliplatine sur les cellules sensibles et résistantes. Nous avons également étudié la 

régulation des calpaïnes sur cette production de ROS. Nous avons enfin étudié l’implication 

de différentes voies de signalisation dans cette régulation calpaïnes/NOX1 et dans la survie 

cellulaire. 
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2.2 Article 1 (publié dans Oncotarget 2017) 
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Introduction 

 

Colorectal cancer (CRC) became a major cancer due to its increasing frequency and its 

mortality. It is currently the third most common cancer in the world, with nearly 1.4 million 

new cases diagnosed in 2012 [1]. The average 5-year survival rate is about 52%, however 

major disparities are observed, depending on the CRC stages [1]. A quarter of the patients are 

diagnosed at the metastatic stage and 50% will develop metastasis [2]. At this stage, the 

survival rate is only 13.1% in the USA (National Cancer Institute) and less than 10% in 

Europe (6.6 % in England, National Cancer Intelligence Network, 2009, and 8.1% in France, 

Institut National du Cancer, 2012). 

At metastatic stage, CRC is usually treated with multidrug chemotherapies, such as FOLFIRI 

and FOLFOX regimens. These first-line treatments, constituted of 5-fluorouracil (5-FU), 

folinic acid and irinotecan or oxaliplatin (L-OHP), have equivalent efficacies which remain 

unfortunately low due to the therapeutic escape of tumor cells. Oxaliplatin is a third-

generation platinum-based alkylating agent which induces the formation of intra- and inter-

strand bridges between guanines leading to the inhibition of DNA replication and synthesis. 

The oxaliplatin monotherapy has a very low activity with an objective response rate not 

exceeding 10%, while the combination of oxaliplatin with 5-FU and folinic acid strongly 

improves the treatment efficiency, increasing the objective response rate up to 58% [3]. 

However, around 50% of the patients develop resistances to this chemotherapy protocol 

leading to treatment failure [4]. It is thus critical to identify the actors of these resistances, 

particularly to oxaliplatin, to improve the treatment efficiency and to predict the tumor cell 

response. 

Our previous works have highlighted the crucial role played by Nox1 and the reactive oxygen 

species (ROS) in the response of CRC cells to oxaliplatin [5]. In tumor cells, the main sources 

of ROS are the mitochondrial respiratory chain and NADPH oxidases (Nox) [6]. The five 

identified Nox isoforms (from Nox1 to Nox5) are non-mitochondrial multi-protein enzymes 

associated with the plasma membrane. They produce superoxide ions by oxidizing the 

NADPH coenzyme with the help of associated proteins. Nox1 isoform is associated with four 

proteins that are necessary for its activity: p22phox, Rac1, NoxO1 (NADPH oxidase 

organizer 1) and NoxA1 (NADPH oxidase activator 1). Nox1 is localized in the invagination 

of the plasma membrane (caveolae) as well as on the endosome surface, allowing the enzyme 

to produce extracellular and endoplasmic ROS. Nox1 has numerous functions and regulates 

many fundamental physiological processes as well as pathological phenomena. NADPH 
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oxidases present tissue-specific expression patterns and Nox1 isoform is strongly expressed in 

the colon and generally overexpressed in colorectal tumor cells [7]. Due to its implication in 

CRC cell response to oxaliplatin, it is crucial to have a better understanding of Nox1 activity 

and role, however the regulation of this enzyme remains unclear. 

In this work, we have studied the implication of calpains in the regulation of Nox1 activity. 

The calpain family consists of 15 calcium-dependent cysteine proteases (from calpain 1 to 

calpain 16), which are classified according to their tissue expression. We can distinguish 

ubiquitous calpains such as calpain 1 and calpain 2, and tissue-specific calpains such as 

calpain 9 which is expressed mainly in the digestive tract (and under-expressed in CRC cell). 

Calpains 1 and 2 activities are mainly regulated by calcium and by their specific inhibitor, 

calpastatin [8]. Calpain 2 is also regulated by ERK and PKA phosphorylations and by its 

localization at the membrane [9–11]. These calpains are broad-spectrum enzymes, cleaving 

cytoskeletal proteins (such as talin, vinculin, etc.), transcription factors (p53, c-fos...) or 

enzymes (caspases, Rho A, Rac ...) [8,12]. The diversity of these substrates explains the large 

number of physiological and pathological phenomena in which calpains are involved. This is 

notably the case for cancers since several studies have shown an involvement of calpains in 

tumor invasion and in angiogenesis but also in the response to chemotherapy. However, their 

roles seem to be antinomic according to cancers. Indeed, calpains are involved in the 

cytotoxic effects of genistein and trastuzumab in breast cancer, and of cisplatin in melanoma 

and ovarian cancer [13–15], while calpain 2 is implicated in the resistance of CRC cells to 

irinotecan [16]. 

Based on these data and on our previous work, we have studied the implication of Nox1 and 

calpains in the resistance of CRC cells to oxaliplatin. After establishing oxaliplatin-resistant 

colorectal cancer lines, we observed that these cell lines showed an increase in Nox1 and 

calpain activity. In sensitive cells, calpains inhibit Nox1 activity by cleaving NoxA1 leading 

to the transient production of ROS necessary for oxaliplatin cytotoxic effects. In contrast, in 

resistant cells the activation of calpains is responsible for the increase of Nox1 without 

inducing mortality under treatment with oxaliplatin. Kinomic approach allowed us to 

demonstrate the activation of an escape route to cell death secondary to the overactivation of 

Nox1 in resistant cells. Our results confirm that the production of ROS by Nox1 is necessary 

for the efficacy of oxaliplatin. However, in resistant cells, adaptive mechanisms are developed 

downstream of Nox1 to limit the oxaliplatin-induced cytotoxicity. Taken together, our data 

show that the new identified calpain/Nox1/p38 MAPK pathway could be an interesting 
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therapeutic target to improve oxaliplatin-based treatment efficiency and a predictive marker 

of oxaliplatin resistance. 

 

Results  

 

Selection of cells resistant to oxaliplatin 

 

We selected oxaliplatin-resistant colorectal cancer cells by growing HT29-D4 and 

RKO cells in the presence of increasing concentrations of oxaliplatin (see Material and 

Methods section). The selection allowed us to obtain two different sub-lines for HT29-D4 that 

will be called HT29-D4 Rox1 (Rox1) and HT29-D4 Rox2 (Rox2) and two sub-lines for RKO 

(RKO Rox1 and RKO Rox2).  These cells are considered resistant as they are able to grow in 

culture medium containing 2 µM of oxaliplatin, this concentration corresponding to the 

clinically relevant plasma concentration of patients treated with oxaliplatin. This 2 µM 

concentration was thus used in all our experiments. 

Cytotoxicity assays show that Rox1 and Rox2 cells are resistant to oxaliplatin in 

comparison to the sensitive HT29-D4 cells (Figure 1A-1B). Indeed, low oxaliplatin 

concentrations (0.25 and 0.5 μM, inferior to 2 µM) has no significant effects on the resistant 

cells, their survival rates remaining between 96 and 99%. On the opposite, the viability of 

sensitive cells is impacted, decreasing to 83% at 0.25 μM and 65% at 0.5 μM (Figure 1A). 

The IC50 of oxaliplatin is 0.8 ± 0.2 μM for HT29-D4 cells compared to 5.2 ± 0.6 μM for Rox1 

and 6.3 ± 0.9 μM for Rox2 cells (p<0.05, Figure 1B). These significant differences confirm 

the resistance of our selected cells to oxaliplatin. Similar results were obtained with RKO 

cells (supplemental Figure 1). 

To get closer to the tumor environment, the cytotoxic effects of oxaliplatin were also 

studied in a 3D cell culture model. For HT29-D4 cells, the IC50 of oxaliplatin is 2.1 ± 0.1 μM, 

this value is increased to 5.8 ± 0.1 μM and 4.4 ± 0.4 μM for Rox1 and Rox2 cells, 

respectively (Figure 1D-1E). Spheroids growth in sensitive and resistant cell lines over time 

were presented in supplemental figure 2. These results confirmed the resistance of our cells, 

with similar profils in 2D and 3D experiments. 
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Figure 1: Validation of the resistance status of the selected cells. 

The HT29-D4, HT29-D4-Rox1 (Rox1) and HT29-D4-Rox2 (Rox2) cells were submitted to a 

72-hour cytotoxicity assay in 2 dimensions (2D, A) and in 3 dimensions (3D, spheroids, D). 

The IC50 of oxaliplatin were then calculated using the Chou and Talalay’s method in 2D (B) 

and 3D models (E). The effects of oxaliplatin on spheroids are illustrated in C. Asterisks 

indicate a statistical significance with p<0.05.  
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Figure S.1: Determination of the resistance status of selected cells. 

RKO, RKO-Rox1 (Rox1) and RKO-Rox2 (Rox2) were submitted to 72-hour cytotoxicity 

assays to oxaliplatin (A). The IC50 were calculated using the Chou and Talalay’s method (B). 

Asterisks indicate a statistical significance with p<0.05. 

 

Nox1 isoform is necessary for oxaliplatin cytotoxicity 

 

Our previous works have shown that ROS produced by Nox1 are necessary for 

oxaliplatin-induced cytotoxicity [5]. Treatment of cells with apocynin (0.5 mM) confirmed 

that ROS production impacts oxaliplatin cytotoxicity in sensitive cells but also in resistant 

cells. Apocynin increased the IC50 of oxaliplatin for HT29-D4 from 0.9 ± 0.1 μM to 5.6 ± 0.7 

μM (Figure 2A). The IC50 of oxaliplatin for Rox1 cells was increased from 5.2 ± 0.6 μM to 

27.5 ± 2.3 μM in the presence of this inhibitor (Figure 2A). Similar results were obtained with 

Rox2 cells (Figure 2A). The repression of Nox1 expression leads to a significant decrease of 

oxaliplatin efficiency, the IC50 increasing from 5.9 ± 0.5 μM for Rox1 cells transfected with 

control siRNA to 75.8 ± 5.0 μM with siRNA directed against Nox1. The IC50 for Rox2 cells 

were similarly modified increasing from 9.1 ± 1.4 μM to 74.0 ± 8.2 μM (Figure 2B). We have 

then compared the expression levels of the different proteins constituting Nox1 complex in 

these cells. Our results show no significant difference in the expression of Nox1 and NoxO1 

between sensitive and resistant cells (Figure 2C). However, the expression of NoxA1 was 

increased by 31.5% and 32.9% in Rox1 and Rox2 cells, respectively (Figure 2C, 

Supplemental Figure 3C). The effects of oxaliplatin on Nox1 expression were also studied. As 

shown in Figure 2D, oxaliplatin has no significant effect on Nox1 expression in our resistant 

and sensitive cells.  
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We have then studied Nox1 activity by measuring the superoxide production. Our 

different cell lines were treated with oxaliplatin and the superoxide production was monitored 

over the time using lucigenin chemiluminescence. Our results show that in the absence of 

oxaliplatin superoxide production is strongly and significantly increased in our resistant cells, 

reaching 182.4 ± 18.7% for Rox1 cells and 210.0 ± 21.9% for Rox2 cells (p<0.05, Figure 2E). 

Similar data were obtained with RKO cells, the superoxide production increasing to 275.4 ± 

24.8% for RKO Rox1 cells and to 275.0 ± 37.1% for RKO Rox2 cells (Supplemental Figure 

4A). The repression of Nox1 expression using siRNA induced strong reductions of the 

superoxide production, showing clearly that Nox1 is the major source of superoxide 

production in our cells and that Nox1 is responsible for the increases observed in the resistant 

cells (Figure 2E).  

We have then studied the effects of oxaliplatin on the superoxide production in our 

sensitive and resistant cells. The kinetic study of superoxide production shows that oxaliplatin 

stimulates significantly Nox1 activity in sensitive cells after 45 minutes and 4 hours of 

treatment, the superoxide production reaching 159.2 ± 28.7% and 199.8 ± 40.7%, 

respectively. Superoxide production is then reduced, returning to regular levels after 24 hours 

(Figure 2E). In resistant cells, opposite effects are observed. In Rox1 cells, superoxide 

production is significantly reduced by oxaliplatin, decreasing from 182.4 ± 18.7 % to 135.0 ± 

15.1 % after 45 minutes and to 129.1 ± 24.3% after 4 hours. Similarly, the superoxide 

production of Rox2 cells decreased from 210.7 ± 21.9% to 139.7 ± 13.4% and 139.3 ± 26.6% 

when oxaliplatin is added for 45 minutes or 4 hours, respectively (Figure 2E). Like for 

sensitive cells, superoxide production returns to regular levels after 24 hours. 

 Extracellular H2O2 production was measured using Amplex Red fluorescence, in the 

same conditions than for superoxides (the H2O2 production of untreated HT29-D4 cells was 

set to 100%). In the absence of oxaliplatin, extracellular H2O2 production was strongly and 

significantly increased in our resistant cells, reaching 171.2 ± 17.6% for Rox1 cells and 178.0 

± 14.0% for Rox2 cells (p< 0.05, Figure 2F). The results obtained for the cells transfected 

with the siRNA against Nox1 show that Nox1 activity is required for the production of H2O2. 

Indeed, the inhibition of Nox1 expression reduces the H2O2 production by 50% in the 

sensitive cells and by more than 65% in the resistant ones. A kinetic study of oxaliplatin 

effects was also performed. The results show that the peroxide production is stimulated by 

oxaliplatin in sensitive cells for short time treatments, like it was observed for superoxide 

production previously. The production is then reduced and returns to regular levels after 24 

hours. In resistant cells, oxaliplatin strongly stimulates the production of H2O2 after 45 
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minutes and 4 hours, as shown in Figure 2F. Unlike what was observed with sensitive cells, 

the peroxide production is maintained at high levels even after 24 hours of treatment.  

Taken together, these data indicate that oxaliplatin stimulates Nox1 activity in 

sensitive cells to increase transiently ROS production and thus induce cell death. Our data 

also show that ROS production is over activated and dysregulated in our resistant cells.  

 

Figure 2: Implication of Nox1 in oxaliplatin-induced ROS production and cytotoxicity. 

The effects of oxaliplatin on cell viability were studied with HT29-D4, Rox1 and Rox2 cells 

treated with apocynin (A) or transfected with control siRNA (si Control) or Nox1 specific 

siRNA (si Nox1) (B). HT29-D4, Rox1 and Rox2 cells were lysed, and equal amounts of 

cellular proteins were processed for immunoblotting using the antibodies against Nox1, 

NoxA1, NoxO1 and GAPDH (C). HT29-D4, Rox1 and Rox2 cells were transfected with 
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control siRNA (si Control) and Nox1 specific siRNA (si Nox1). The cells were lysed, and 

equal amounts of cellular protein were processed for immunoblotting using the antibodies 

against Nox1 (D). Transfected cells were also seeded in white 96-well plates to perform 

lucigenin assays (E) and in black 96-well plates to perform Amplex red assay (F). These cells 

were treated with 2 µM oxaliplatin over time (- untreated, 45 minutes (45 min), 4 hours (4h) 

and 24 hours (24h)). Asterisks indicate a statistical significance with p<0.05. 

 

 

Figure S.3: Expression of the components of Nox1 complex. 

The expressions of Nox1 (A), NoxO1(B) and NoxA1 (C) were quantified from the bands 

obtained by Western blotting. Asterisks indicate a statistical significance with p<0.05. 
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Figure S.4: Sensitive and resistant RKO cells behave as sensitive and resistant HT29-D4. 

RKO, RKO-Rox1 and RKO-Rox2 cells were seeded in white 96-well plates to perform 

lucigenin assays in the absence (Control) or in the presence of oxaliplatin (A). RKO, RKO-

Rox1 and RKO-Rox2 cells were seeded in black 96-well plates to perform calpain activity 

assays in the absence (Control) or in the presence of oxaliplatin (B). RKO, RKO-Rox1 and 

RKO-Rox2 cells were transfected with control siRNA (si Control), calpain 1 specific siRNA 

(si Calpain 1), calpain 2 specific siRNA (si Calpain 2) or both siRNAs (si Calpain 1/2). The 

cells were seeded in white 96-well plates to perform lucigenin assays (C). Asterisks indicate a 

statistical significance with p<0.05. 
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Calpain activity and roles are modified in resistant cells in comparison to sensitive cells 

 

Recent studies have identified calpain 2 as an actor of the resistance of colorectal 

cancer cells to irinotecan [16], we have thus studied the potential implication of ubiquitous 

calpains in the resistance to oxaliplatin. Firstly, the expression of calpains 1 and 2 was 

compared between sensitive and resistant cells. Our results show no significant difference in 

the expression level of these two proteases (Figure 3A, Supplemental Figure 5A-5B). 

However, as calpains are enzymes regulated notably by calcium and phosphorylations, their 

activity may not be correlated with their expression. Calpain activity was thus measured in 

our sensitive and resistant cells using the fluorescent substrate t-boc-LM-CMAC (calpain 

activity in HT29-D4 cells was fixed at 100%). Our results show a strong and significant 

stimulation of calpain activity in the resistant cells. Indeed, calpain activity reached 193.0 ± 

9.8% for Rox1 cells and 185.1 ± 9.4% for Rox2 cells (Figure 3B). Oxaliplatin has no effect 

on calpain activity, in sensitive and in resistant cells. Very similar results were obtained with 

sensitive and resistant RKO cells (Supplemental Figure 4B). These data indicate that the 

stimulation of calpain activity observed in the resistant cells is constitutive and does not 

depend on the presence of oxaliplatin. 

To identify the calpain isoform responsible for this increase of activity, the experiment 

was repeated using cells transfected with siRNAs directed against calpain 1 and/or 2. The 

efficacy of these siRNAs was confirmed and the under expression was maintained after 96 

hours (Figure 3C). The activity assays carried out with these transfected cells show that the 

two isoforms are equally involved in the increase of activity observed with the resistant cells 

and that there is no isoform specifically responsible for this phenomenon (Supplemental 

Figure 5C). To identify the potential roles played by calpains in the resistance to oxaliplatin, 

cytotoxicity assays were performed with HT29-D4, Rox1 and Rox2 cells under-expressing 

calpain 1 and/or 2. Our results obtained with the sensitive cells show that the repression of the 

expression of calpain 1 or both calpains reduces the IC50 of oxaliplatin in comparison to cells 

transfected with control siRNA (Figure 3D). Indeed, the IC50 of oxaliplatin in HT29-D4 cells 

was reduced from 1.2 ± 0.1 μM with control siRNA to 0.6 ± 0.1 μM with siRNA against 

calpain 1 and to 0.5 ± 0.1 μM with the siRNA directed against the two isoforms (Figure 3C). 

No significant difference was observed when repressing calpain 2 expression. On the 

opposite, in resistant cells our results show that the repression of calpain expression leads to 

an increase of the IC50 of oxaliplatin (Figure 3C). The IC50 values are increased from 6.4 ± 1.9 

μM for Rox1 and 5.9 ± 0.6 μM for Rox2 cells, to 18.7 ± 2.9 μM and 26.0 ± 1.2 μM when 
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calpain 1 expression is repressed. The inhibition of calpain 2 expression has stronger effects, 

the IC50 of oxaliplatin reaching 46.6 ± 2.9 μM for the Rox1 and 96.0 ± 4.1 μM for Rox2 

(Figure 3C). The inhibition of the two calpains gives results close to those obtained with the 

siRNA directed against calpain 1.  

Taken together these results show that calpains reduce oxaliplatin effects in the 

sensitive cells while they are required for oxaliplatin-induced cytotoxicity in the resistant 

cells.   

 

Figure 3: Study of calpain expression, activity and implication in oxaliplatin-induced 

cytotoxicity.  

HT29-D4, Rox1 and Rox2 cells were lysed and equal amounts of proteins were processed for 

immunoblotting using the antibodies against calpain 1, calpain 2 and GAPDH (A). HT29-D4, 

Rox1 and Rox2 cells were seeded in black 96-well plates to perform calpain activity assays 

with (Oxaliplatin) or without oxaliplatin (Control) (B). HT29-D4, Rox1 and Rox2 cells were 

transfected with control siRNA (si Control), calpain-1 specific siRNA (si Calpain 1), calpain 

2 specific siRNA (si Calpain 2) or both siRNAs (si Calpain 1/2). The cells were lysed and 

equal amounts of proteins were processed for immunoblotting using antibodies against 
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calpain 1 and calpain 2 (C). The transfected cells were also seeded to perform 72-hour 

cytotoxicity assays (C). Asterisks indicate a statistical significance with p<0.05. 

 

 

Figure S.5: Expression and activity of the ubiquitous calpains. 

The expressions of calpain 1 (A) and calpain 2 (B) were quantified from the bands obtained 

by Western blotting. HT29-D4, Rox1 and Rox2 cells were transfected with control siRNA or 

with siRNAs directed against calpain 1 and/or calpain 2. The cells were seeded on black 96-

well plates and calpain activity was measured using t-boc. The activity was expressed as a 

percentage (C). Asterisks indicate a statistical significance with p<0.05. 

 

Calpain regulation involves calcium and PKC delta  

 

We have then studied the activation of calpains to identify the actors responsible for 

the stimulation of calpain activity observed in the resistant cells. As shown in Figure 3A, the 

expression of the calpain isoforms is not responsible for the increased activity. It is well 
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known that calpains can be activated by calcium and that calpain 2 activity is stimulated by 

ERK/MAPK pathway. We have thus studied these two activation pathways.  

We have firstly performed calpain activity assays in our cells treated with or without 

PD98059, a specific ERK/MAPK pathway inhibitor. The results show that PD98059 has no 

significant effect on calpain activity in sensitive and resistant cells. Indeed, in sensitive cells 

PD98059 reduced calpain activity only from 100% to 96.8 ± 2.5%. In the same manner, the 

inhibitor reduced the activity from 155.8 ± 11.3% to 149.2 ± 13.1% in Rox1 cells and from 

164.7 ± 12.9% to 156.1 ± 10.4% in Rox2 cells (Figure 4A). These data clearly indicate that 

the ERK/MAPK pathway is not responsible for the calpain activity increase observed in our 

oxaliplatin resistant cells. 

We therefore carried out calpain activity assays with our HT29-D4, Rox1 and Rox2 

cells, treated or not with DPI (10 µM), a specific inhibitor of Nox enzymes. As shown in 

Figure 4B, no significant effect on calpain activity was observed. The activity was only 

reduced from 100% to 90.9 ± 8.5% in sensitive cells, from 193.0 ± 9.8% to 184.2 ± 5.1% in 

Rox1 cells, and only slightly increased from 190.5 ± 9.4% to 198.5 ± 23.3% in Rox2 cells 

(Figure 4B). These data clearly indicate that ROS produced by Nox1 do not regulate calpain 

activity in our cells. 

Intracellular calcium levels were then measured using FURA2-AM. Firstly, our results 

show clearly that oxaliplatin induces a strong increase of the intracellular calcium 

concentration in the sensitive HT29-D4 cells. The relative concentration was indeed increased 

from 100% to 221.7 ± 9.6% by oxaliplatin (Figure 4C). Our data show also that intracellular 

calcium levels are increased in the resistant cells and that oxaliplatin has no effect on calcium 

concentration in these cells. In Rox1 cells, the relative calcium concentration was measured at 

221.7 ± 9.6% in the absence of oxaliplatin and 250.8 ± 18.4% in the presence of this 

chemotherapy agent (Figure 4C). Similarly, in Rox2 cells calcium concentration was not 

impacted by oxaliplatin, increasing only from 233.5 ± 15.4% to 236.9 ± 23.3%. These data 

show that the intracellular calcium concentration is constitutively increased in the cells 

resistant to oxaliplatin, and suggest that this increase could be responsible for calpain over-

activation. 

As shown in Figure 4D, the inhibition of PKC leads to an increase of calpain activity 

in both the sensitive and resistant cells. In HT29-D4, the activity (fixed at 100% for the 

control siRNA) was significantly increased to 133.1 ± 15.9% when PKC expression is 

repressed. Calpain activity was also increased from 168.9 ± 10.0% and 185.1 ± 9.3% to 214.1 
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± 12.6% and 234.7 ± 14.9% in Rox1 and Rox2 cells, respectively (Figure 4D). These results 

demonstrate that PKC regulates negatively calpain activity. 

 

Figure 4: Regulation of calpain activity. 

HT29-D4, Rox1 and Rox2 cells were seeded in black 96-well plates to perform calpain 

activity assays in the absence (control) or in the presence of a MEK inhibitor (PD98058, 2.5 

µM) (A). Calpain activity was measured like previously (A) with cells incubated in the 

absence (Control) or in the presence of an inhibitor of ROS (DPI, 5 µM) (B). HT29-D4, Rox1 

and Rox2 cells were treated with (Oxaliplatin, 2 µM) or without oxaliplatin (Control) and 

incubated with 10 µM of FURA-2-AM to measure the intracellular concentration of calcium 

(C). HT29-D4, Rox1 and Rox2 cells were transfected with control siRNA (si CTRL) or PKC 

d specific siRNA (si PKC delta) and seeded in black 96-well plates to perform calpain activity 

assays (D). Asterisks indicate a statistical significance with p<0.05. 

 

Calpains regulate Nox1 activity in both sensitive and resistant cells 

 

We then investigated the existence of a potential regulation between calpains and 

Nox1.  
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We have thus studied the effects of the inhibition of calpain expression on the production of 

ROS by Nox1. For this purpose, ROS measurements were performed using our sensitive and 

resistant cells transfected with siRNA directed against calpain 1 and/or 2. The ROS 

production of the cells transfected with the control siRNA was set at 100%. Interestingly, we 

have observed opposite regulations depending on the resistance status of our cells. In the 

sensitive cells, we have clearly observed that the inhibition of ubiquitous calpain expression 

leads to a strong and significant increase of the production of ROS. Indeed, the inhibition of 

calpain 1 and calpain 2 expression increases the production of ROS from 100% to 173.5 ± 

24.1% and 177.6% ± 15.3%, respectively (Figure 5A). The repression of both calpain 

expression leads to a major peak of ROS production (245.5 ± 31.8%, Figure 5A). We have 

also confirmed that these increases of ROS production are depending on Nox1 activity (data 

not shown). Surprisingly, opposite effects were observed in resistant cells, as the down-

regulation of calpain expression induced a strong inhibition of ROS production. In Rox1 cells, 

the repression of calpain 1 and calpain 2 reduced ROS production from 100% to 79.9 ± 7.6% 

and 67.2% ± 7.6%, respectively (Figure 5A). In Rox2 cells, we observed a 31% decrease of 

ROS production with the siRNA directed against calpain 1 and a 42% decrease with the 

siRNA directed against calpain 2. In the presence of both siRNA, the production was 

decreased to 29.6 ± 2.6% for Rox1 and 58.9 ± 5.6% for Rox2 (Figure 5A). As shown in 

Supplemental Figure 4C, the same regulations were observed in RKO cells. 

As we have shown that PKC regulates negatively calpain activity, we have studied 

the effects of the inhibition of PKC expression on ROS production. Like with the siRNA 

directed against calpains, we have observed opposite effects in the sensitive and the resistant 

cells. A significant decrease in ROS production was observed in the sensitive cells, from 

100% to 59.8 ± 9.7%, while in resistant cells the production was increased from 225.3± 5.2% 

to 291.9 ± 5.0% and from 262.7 ± 12.2% to 322.3 ± 2.7% for Rox1 and Rox2 cells, 

respectively (Figure 5B).  

Taken together, these data prove the existence of a regulation of Nox1 activity by the 

two ubiquitous calpains, in both sensitive and resistant cells. However, this regulation is 

inverted according to the sensitivity of the cells to oxaliplatin, calpains repressing Nox1 

activity in sensitive cells and stimulating this activity in resistant cells.   

 

Calpains inhibit Nox1 in sensitive cells through NoxA1 degradation 
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To characterize the regulation of Nox1 activity by calpains, we have studied the 

expression of the proteins constituting Nox1 complex, particularly the activator NoxA1. We 

have transfected sensitive and resistant cells with the siRNA directed against calpain 1 and 

calpain 2 and we have observed the effects of a 24-hour treatment with oxaliplatin on NoxA1 

expression. The results show that oxaliplatin induces a strong decrease of NoxA1 expression 

in both the sensitive and the resistant cells. However, the effects of oxaliplatin are limited in 

the resistant cells in comparison to the sensitive cells, in which NoxA1 protein is not 

detectable after the oxaliplatin treatment (Figure 5C). The repression of ubiquitous calpain 

expression induces an increase of NoxA1 expression in the sensitive cells and limits the 

effects of oxaliplatin. In the resistant cells, the same phenomenon is observed at a weaker 

extent. These results suggest that calpains could regulate Nox1 through the degradation of 

NoxA1. To confirm this regulation, NoxA1 was purified by immunoprecipitation and then 

incubated in the presence of purified calpain 1. Our results show that the presence of calpain 1 

induces the appearance of a second band around 49 kDa, very close to the band corresponding 

to the full length NoxA1 (51 kDa; Figure 5D). Calpains would thus cleave NoxA1 at its 

extremities, as predicted using the SVM prediction model (Supplemental Figure 6A). To 

characterize this cleavage, we have performed the same experiment using a NoxA1 protein 

modified by the addition of a DDK tag at its N-terminal extremity. The effects of the 

incubation of the immunoprecipitated NoxA1 with the purified calpain 1 were observed using 

an antibody directed against the DDK tag. The results are similar to those obtained using the 

endogenous NoxA1, showing two bands, the upper one corresponding to the full length 

NoxA1 at 51 kDa and the smaller one to the cleaved NoxA1 (Figure 5E). As the cleaved 

NoxA1-DDK is also observed around 49 kDa, we can thus conclude that calpains are cleaving 

NoxA1 at its C-terminal extremity. This C-terminal part is known to be involved in the 

binding of NoxO1, required for the activation of Nox1 (Supplemental Figure 6B). 
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Figure S.6: NoxA1 is cleaved by calpains in its C-terminal part. 

Calpain cleavage of NoxA1 was predicted using SVM prediction model (on 

http://calpain.org/predict.rb?cls=substrate). The cleavage was predicted to occur at the C-

terminal end of NoxA1 (A), in the SH3 domain, known to be involved in the interaction with 

NoxO1 (B). 

 

 

http://calpain.org/predict.rb?cls=substrate)
http://calpain.org/predict.rb?cls=substrate)
http://calpain.org/predict.rb?cls=substrate)
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Calpains activate Nox1 in resistant cells through Src activation 

 

The direct cleavage of NoxA1 by calpains is responsible for the repression of Nox1 

activity in sensitive cells, however this cleavage is very limited in the resistant cells and 

cannot be responsible for the activation of Nox1 by calpains observed in these cells. Src is 

known to be a potential activator of Nox1, we have thus characterized the activation of Nox1 

by calpains by studying Src implication.  

We have firstly studied the potential involvement of Src kinases in the regulation of 

ROS production by using a specific inhibitor of these enzymes. Our results show that Src 

inhibitor has no significant effect on the production of ROS in the sensitive cells (production 

increased from 100% to 104.1 ± 3.2%), whereas significant inhibitions were observed in our 

resistant cells (Figure 5F). The production of ROS was decreased from 231.0 ± 10.5 to 141.8 

± 4.0% for Rox1 cells and from 242.0 ± 5.9% to 140.7 ± 2.1% in Rox2 cells (Figure 5F). It is 

well known that Src is regulated by phosphorylation, the kinase activity of this enzyme is 

notably repressed by a phosphorylation on the tyrosine 527. We have therefore studied the 

phosphorylation status of Src in our cells transfected with a control siRNA or with siRNA 

directed against the ubiquitous calpains. Our results show that Src is less phosphorylated on 

the Y527 in our resistant cells than in the sensitive cells, suggesting that Src is more active in 

our Rox1 and Rox2 cells. The repression of calpain expression induces a strong 

phosphorylation of Src in our three sub-lines (Figure 5G). 

These data show that Src mediate the activation of Nox1 by calpains in our resistant 

cells. The over-activated calpains maintain Src in its unphosphorylated active form, thus 

leading to the activation of Nox1 and to the increase of ROS production.  
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Figure 5: Regulation of Nox1 by calpain. 

HT29-D4, Rox1 and Rox2 cells were transfected with control siRNA (si Control), calpain 1 

specific siRNA (si Calpain 1), calpain 2 specific siRNA (si Calpain 2) or with both siRNA (si 

Calpain 1/2). The cells were seeded in white 96-well plates to perform lucigenin assays (A), 

and in 6-well plates to perform Western blots after oxaliplatin treatment (2 µM) (C). HT29-

D4, Rox1 and Rox2 cells were transfected with control siRNA (si CTRL) or PKC d specific 

siRNA (si PKC delta) and seeded in a white 96-well plate to perform lucigenin assays (B). 

NoxA1 was immunoprecipitated from HT29-D4 lysates and incubated with purified calpain 1. 

The samples were then processed for immunoblotting using antibodies against calpain 1, 

NoxA1 and GAPDH (Control: total lysate before IP, D). HT29-D4 cells were transfected with 

a plasmid encoding NoxA1-DDK. The cells were lysed, and NoxA1 was immunoprecipitated 

(IP NoxA1) and incubated with purified calpain 1. The samples were then processed for 
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immunoblotting using antibodies against calpain 1, DDK tag and GAPDH (E). HT29-D4, 

Rox1 and Rox2 cells were seeded in white 96-well plates to perform lucigenin assays in the 

absence (Control) or in the presence of Src inhibitor (F). HT29-D4 (HT29), Rox1 and Rox2 

cells were transfected with control siRNA (si Control), or both calpain 1 and calpain 2 

specific siRNAs (si Calpain 1/2). The cells were then lysed and the proteins were processed 

for immunoblotting using antibodies against Src, p-Src (tyrosine 527) and GAPDH (G). 

Asterisks indicate a statistical significance with p<0.05. 

 

Src and p38 MAPK kinases are involved in the resistance to oxaliplatin 

 

To have a better understanding of the pathways involved in the resistance of our cells 

to oxaliplatin, we have performed a screening of the kinase activities of our sensitive and 

resistant cells, incubated in the absence or in the presence of oxaliplatin during 45 minutes 

and 4 hours. The kinase activity was measured using PamGene technology and the 

BioNavigator software. The data obtained in the absence of oxaliplatin clearly show that the 

activity of Src kinases is increased in the resistant cells in comparison to the sensitive cells 

(Figure 6A). Indeed, the kinases of the Src family were in the top kinase list with high 

specificity scores (1.47 for BLK, 0.80 for SRC and 0.40 for YES1) and high normalized 

kinase statistics (2.10, 2.02 and 1.82 for BLK, SRC and YES1, respectively). These data show 

that Src kinases are strongly activated in our resistant cells, confirming the results obtained by 

studying Src phosphorylation. The treatment of our cells with oxaliplatin for 4 hours induces 

a major and significant increase of p38 MAPK activity, as shown in Figure 6B. Indeed, the 

kinases of the p38 MAPK family were in the top list with high specificity scores (2.7 for 

p38 MAPK (MAPK 14), 1.9 for p38 MAPK (MAPK12) and 1.4 for p38 MAPK (MAPK 

11)) and high normalized kinase statistics (1.5, 1.5 and 1.3 for p38 MAPK, p38 MAPK and 

p38 MAPK, respectively; Figure 6B). These results show that p38 MAPK are activated by 

oxaliplatin in our resistant cells. p38 MAPK is well known to be strongly implicated in cell 

survival, notably in response to chemotherapy.  

To complete these data and observe the effects of oxaliplatin on the various signaling 

pathways, we performed a screening of signaling pathways using the Cell Signaling 

Technology PathScan (Figure 6, supplemental Figure 8). Our results show major 

modifications in the activation of several signaling pathways. First of all, oxaliplatin was able 

to induce the phosphorylation of p53 in both the sensitive and the resistant cells, but failed to 
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induce to cleavage of PARP in our resistant cells (Figure 6C-6D). Indeed, in the sensitive 

cells the cleavage of PARP was increased from 100% to 344.8 ± 3.7% by oxaliplatin. On the 

opposite, in Rox1 and Rox2 cells, the cleavage was reduced from 160.1 ±2.4% and 147.4 ± 

5.0% to 72.5 ± 16.8% and 86.7 ± 0.9%, respectively. These data were confirmed by Western 

blots (Figure 6D). The cleavage of caspase 3 was too weak to be analyzed (data not shown). 

This study using the PathScan also confirmed the results obtained for p38 MAPK using 

PamGene technology. Indeed, the oxaliplatin treatment induced a strong increase of p38 

MAPK phosphorylation in both Rox1 and Rox2 cells, by more than 2 folds, while it had no 

effect in the sensitive cells (Figure 6E-6F). The levels of phosphorylation of the other 

signaling pathways measured by the PathScan were too weak to be analyzed (data not 

shown).  

 

Figure 6: Comparison of HT29-D4, Rox1 and Rox2 signaling pathways. 
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HT29-D4 and Rox1 cells were seeded in 6-well plates and incubated in the absence or in the 

presence of 2 µM of oxaliplatin for 4 hours. The cells were lysed and 0.5 µg of proteins were 

used for PamGene kinase activity assay. The data were analyzed using the BioNavigator 

software to compare the kinase activity of HT29-D4 and Rox1. The top kinase lists obtained 

in the absence of in the presence of oxaliplatin are presented in A and B, respectively. A 

positive normalized kinase statistic value indicate a kinase activity higher for Rox1 than for 

HT29-D4. HT29-D4, Rox1 and Rox2 cells were seeded in 6-well plates and were treated in 

the absence (Control) or in the presence of 100 µM of oxaliplatin (Oxaliplatin) for 24 hours. 

The cells were then lysed and 37.5 µg of proteins were used for the PathScan assay. The data 

were analyzed and the phosphorylation levels of p53 (C) and p38 (E) as well as the cleavage 

of PARP (D) were compared. HT29-D4, Rox1 and Rox2 cells were seeded in 6-well plates 

and incubated in the absence (control) or in the presence of 100 µM of oxaliplatin. The cells 

were lysed and equal amounts of proteins were processed for immunoblotting using 

antibodies against GAPDH, PARP and cleaved PARP (Asp214) The effects of oxaliplatin 

were visualized by calculating the ratio between the treated and untreated cells (F). Asterisks 

indicate a statistical significance with p<0.05. 

 

 

Figure S.7: Signaling pathway study using PathScan Array. 

Target map of PathScan Array allowing the simultaneous detection of 18 important and well-

characterized signaling molecules when phosphorylated or cleaved (A). HT29-D4, Rox1 and 

Rox2 cells were seeded in 6-well plates and were incubated in the absence or in the presence 
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of oxaliplatin for 24 hours. The cells were then lysed and 37.5 µg of cellular proteins were 

used for the PathScan assay. The raw data were obtained using the G box imaging system (B). 

 

Figure S.8: Comparison of serine/threonine kinase activities in Rox1 treated with 

oxaliplatin. 

Rox1 cells were seeded in 6-well plate and treated with 2 µM of oxaliplatin during 45 

minutes, 4 hours and 24 hours. The cells were lysed and 0.5 µg of cellular protein were 

processed using the PamGene kinase activity assay. The kinase activities of untreated and 

treated Rox1 cells were compared. The kinases presenting the strongest modifications after 45 

minutes, 4 hours and 24 hours of treatment are presented in A, B and C, respectively. A 

positive normalized kinase statistic indicates a kinase activity increased by oxaliplatin 

treatment. 

 

p38 MAPK plays a major role in the resistance to oxaliplatin 

 

Our results obtained with PamGene technology and Cell Signaling PathScan suggest a 

potential implication of p38 MAPK pathway in the resistance of our cells to oxaliplatin. To 

confirm this involvement, we have studied the phosphorylation status of p38 MAPK in our 

sensitive and resistant cells. As shown in Figure 7A, p38 MAPK phosphorylation is weak in 
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both our sensitive and resistant cells. However, oxaliplatin induces the phosphorylation of p38 

MAPK in the resistant cells but not in the sensitive ones. These results confirm those obtained 

with the PathScan assay. 

We have then studied the effects of the down-regulation of Nox1 expression on the 

phosphorylation of p38 MAPK. Our results show that the inhibition of Nox1 expression has a 

very limited effect on the phosphorylation of the p38 MAPK in the sensitive cells (Figure 

7B). On the opposite, in Rox1 and Rox2 cells, the repression of Nox1 induces a very strong 

inhibition of the phosphorylation of p38 MAPK, even leading to the inhibition of p38 MAPK 

expression in Rox2 cells (Figure 7C-7D).  

As p38 MAPK pathway activation is well known to be involved in cell survival, we 

have studied the effects of a specific p38 MAPK inhibitor on the cytotoxic effects of 

oxaliplatin on our three sub-lines. The IC50 of oxaliplatin for HT29-D4 cells was not modified 

by the inhibitor, increasing only from 1.0 ± 0.3 μM in the absence of SB203580 to 1.2 ± 0.6 

μM in the presence of this inhibitor (Figure 7E). The involvement of p38 isoform in the 

resistance to oxaliplatin was confirmed using this inhibitor on resistant cells. Indeed, the 

repression of p38 activity induced a strong increase of oxaliplatin efficiency, the IC50 being 

reduced to 1.9 ± 0.6 μM for Rox1 and 2.8 ± 0.1 μM for Rox2 (p<0.05; Figure 7E).  

To understand how p38 MAPK acts on the effects of oxaliplatin, we analyzed the 

induction of apoptosis in our cells by studying the cleavage of PARP. As shown in Figure 7F, 

oxaliplatin was able to induce the cleavage of PARP in our sensitive cells, while it failed to do 

so in the resistant ones. However, we observed a strong induction of the cleavage of PARP in 

our resistant cells when the cells are treated with oxaliplatin in combination with p38 inhibitor 

SB203580 (Figure 7F).  

Taken together, these data show that the ROS produced by Nox1 in the resistant cells 

induced the activation of p38 MAPK leading to an inhibition of apoptosis and thus to cell 

survival.  

 

Discussion 

 

Resistance to chemotherapy is one of the major factors limiting the effectiveness of 

the treatments, particularly in colorectal cancer. Previous works have shown an important role 

of ROS (especially produced by Noxs and Duoxs) as they are necessary for the cytotoxicity of 

oxaliplatin [5,17,18] We showed here that the impact of ROS is also major in the context of 

colorectal cancer cells resistant to oxaliplatin. The inhibition of the production of ROS, 
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particularly by Nox1, induced a further increase of the IC50 values in the resistant cells. These 

results confirm that, as in sensitive cells, ROS from Nox1 are involved in the cytotoxicity of 

oxaliplatin. Paradoxically, resistant cells exhibit a basal level of ROS produced by Nox1 

almost twice as high as sensitive cells. However, the oxaliplatin treatment of the resistant cells 

leads to a reduction in the level of concomitant superoxide ion to an increase in the production 

of hydrogen peroxide inducing the activation of the survival pathways in the resistant cells. 

The activation of these survival pathways relies on the activation of p38 MAPK downstream 

of Nox1 in resistant cells. In agreement with this result, Shi et al. have shown that ROS can 

protect cells against oxaliplatin-induced cell death by activating autophagy [19]. 

The complexity of regulation of ROS, the diversity of species produced and the 

diversity of their cellular impact represents a limit to the use of modulators of oxidative stress 

for therapeutic purposes. To understand how to modulate oxidative stress to improve the 

effectiveness of anti-cancer therapies, numerous studies have focused on the role of 

superoxide and hydrogen peroxide. The intracellular concentration of H2O2 has been shown to 

be critical because it reaches the toxicity threshold in tumor cells. Increasing the level of H2O2 

for normal cells tends to stimulate proliferation whereas in cancer cells it slows down tumor 

proliferation and leads to the death of an apoptotic cell [20]. Conversely, any agent that 

decreases intracellular levels of H2O2 improves tumor growth [21]. Moreover, in tumor cells, 

it appears that a predominant increase of superoxide favors cell survival and oncogenesis 

whereas an inclination in favor of hydrogen peroxide prevents carcinogenesis by facilitating 

the signaling of cell death [22]. Our results on sensitive colorectal cancer cells are consistent 

with the mechanism previously described. The production of superoxide and hydrogen 

peroxide induced by oxaliplatin treatment promotes the cytotoxicity of oxaliplatin and 

depends mainly on the activation of Nox1 (Figure 2E and F). Furthermore, the increase in 

superoxide ion production in basal cell resistant cells is associated with a greater proliferation 

of cells on 3D culture models (Figure 1C). Our data add a new piece to the puzzle by showing 

that the transient increase of ROS production observed in sensitive cells leads to the activation 

of apoptosis, while superoxide ions will be extremely rapidly transmuted into peroxide in 

resistant cells, leading to cell survival. This study shows once again the double and antinomic 

role played by ROS in cancer and highlights the very fine limit of regulation existing in these 

cells [23,24]. These data are shown for an oxaliplatin concentration of 2 μM (toxic for 

sensitive cells and poor effect on resistant cells), which represents the plasma concentration in 

the treated patients. It should be noted that we have observed this dismutation like effect on 

sensitive cells at oxaliplatin concentrations of 100 μM but in this situation the shift of 
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superoxide to hydrogen peroxide induced cell death [5]. Thus, this phenomenon would be 

triggered at doses much higher than the plasma concentrations of oxaliplatin in the sensitive 

cells compared to the resistant cells. Finally, in our model, the production of H2O2 in our cells 

returned to the basal level at 24h of treatment and therefore does not seem compatible with an 

increase in Duox2 expression as observed in a recent study [17]. 

The level of expression of Nox1 and some of its regulatory partners is known to be 

increased in colorectal cancer and could explain the increase in Nox1 activity observed in our 

resistant cells [25,26]. In our study, we did not observe any increase in the expression of 

Nox1 or NoxO1 between resistant or sensitive cells under treatment with oxaliplatin. 

However, we observed a significant increase of NoxA1 expression in our resistant cells 

consistent with the observed increase in Nox1 basal ROS production.  

 In order to identify the signaling pathways involved in the resistance to oxaliplatin, 

we carried out kinomic screening using PamGene array and PathScan signaling array. Our 

data obtained using PamGene show an increase in Src kinase and p38 MAPK activation in the 

resistant cells, in comparison to the sensitive ones. Consistent with our result, p38 MAPK is 

strongly involved in cell survival and linked to the resistance to irinotecan and 5-FU in 

colorectal cancer cells [27,28]. Our data also show an absence of activation of the effectors of 

apoptosis in our resistant cells after treatment with oxaliplatin. There is indeed a decrease in 

the cleavage of PARP and an absence of cleavage of the caspase 3. There would therefore be 

a dysfunction at the level of one of the effectors of the apoptosis [29]. We also observed an 

increase of PRAS40 phosphorylation in our sensitive cells in the presence of oxaliplatin, 

while the phosphorylation of this protein was decreased in our resistant cells. This result is 

surprising as it was shown that a decrease of PRAS40 phosphorylation can increase apoptosis 

and reduce tumor development [30,31]. However, it has been shown that the decrease of 

PRAS40 phosphorylation can also prevent apoptosis in HeLa cells through Akt and/or Pim1 

activation [30]. Finally, we confirmed with the PathScan array that p38 MAPK activity was 

increased in resistant cells compared to sensitive cells. Several publications have highlighted 

the connection existing between the ROS produced by Nox1 and the activation of p38 MAPK 

[32]. We have observed that p38 MAPK was strongly phosphorylated and thus activated in 

our resistant cells. This activation of p38 MAPK is required for the resistance of cells to 

oxaliplatin as the use of a p38 MAPK inhibitor (SB203580;10 µM) strongly reduces the IC50 

of oxaliplatin for these cells. Using siRNA, we could show that the ROS produced by Nox1 

are required for the activation of p38 MAPK in the resistant cells.  
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 Previous works have highlighted that calpains have also antinomic roles in the 

response of cancer cells to chemotherapies. Indeed, it was shown that calpains are involved in 

both the cytotoxic effects induced by chemotherapy and the resistance to the treatments, 

depending on the type of cancer. In colorectal cancer, a recent study has shown that calpain 2 

is involved in the resistance of cancer cells to irinotecan [16]. To have a better understanding 

of the roles played by calpains in the resistance to oxaliplatin, we have compared the 

expression and activity of the ubiquitous calpains between our sensitive and resistant cells. 

Our data show that the expression levels of calpain 1 and calpain 2 are not modified but that 

their activity is strongly increased. Our results also show that both calpains are responsible for 

this activity increase. This calpain over-activation in our resistant cells can be surprising as 

several publications have shown that chemotherapy molecules can induce apoptosis by 

activating calpains via short-term induction of calcium influx [15,33]. Our data show that the 

inhibition of calpains in resistant cells induces a significant increase in their resistance. We 

can thus hypothesize that oxaliplatin activates calpains to induce the apoptosis of our resistant 

cells, but that dysfunctions in the apoptotic pathways lead to cell survival [29]. To complete 

these data, we have studied the different pathways that could be responsible for this calpain 

over-activation in our resistant cells. It is well known that calpains are activated by calcium 

and by ERK/MAPK pathway but it was also shown that ROS can regulate calpain activity 

[8,9,34,35]. Our results exclude the hypothesis of a stimulation of calpains due to the over-

production of ROS, as the inhibition of Nox1 by DPI had no effect on calpain activity. 

Similarly, the inhibition of MEK1 using PD98059 induced no change in the activity of 

calpains.  

Our data support the hypothesis of an activation of calpains by calcium influxes. Indeed, we 

have observed a significant increase of the intracellular concentration of calcium in our 

resistant cells in comparison to the sensitive ones. We were also able to show for the first time 

that PKC delta regulates negatively calpain activity. Indeed, an inhibition of PKC delta leads 

to a significant increase in calpain activity. However, complementary studies will be required 

to know if this regulation has a role in the development of the resistance to oxaliplatin and 

how this regulation is mediated. 

Our data exclude a regulation of calpain activity by Nox1-produced ROS in our cells, 

however it is possible that calpains regulate Nox1 activity. Several studies have highlighted 

the existence of regulatory links between calpains and NADPH oxidases, however these 

regulations are different depending on the cell types studied. As said before it was proved that 

ROS can regulate calpain activity [34,35], but the opposite was also shown. Chen and 
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colleagues have shown that the inhibition of calpains results in reduction of ROS [36]. In 

addition, some agents increase calpain activity via calcium, resulting in an inhibition of ROS 

production [37]. Silibinin was also shown to induce an increase of calpain activity leading to 

an increase of ROS production [38]. Our experimental data show that the repression of 

calpain expression, and therefore of calpain activity, leads to a strong inhibition of the 

production of ROS in our resistant cells. However, in our sensitive cells the inhibition of 

calpain 1 or both calpains 1 and 2 induced an increase of ROS production. These results show 

a positive regulation of Nox1 by the ubiquitous calpains in the resistant cells, while calpains 

are negatively regulating Nox1 in the sensitive HT29-D4 cells. We are thus showing for the 

first time an inversion of regulation of Nox1 by calpains according to the resistance status of 

our cancer cells. These observations are confirmed by the results that we obtained when 

inhibiting PKC delta expression. Indeed, the repression of PKC delta expression induced an 

increase of calpain activity in both our sensitive and resistant cells, leading to an increase of 

superoxide production in sensitive cells and to a decrease of this production in our resistant 

cells. 

 In order to have a better understanding of this inversion of regulation, we have 

studied and characterized both the inhibition of Nox1 by calpains in the sensitive cells and the 

activation observed in the resistant ones. Concerning the inhibition observed in the sensitive 

cells, we hypothesized that calpains could cleave one or several components of Nox1 

complex. Nox1 requires NoxA1, NoxO1 and Rac1 to be active. None of these proteins are 

known as calpain substrates. Tiam1, a Rac1 activator, was shown to be cleaved by calpains in 

fibroblasts [39], however no cleavage was observed in our cells (data not shown). Using a 

cleavage prediction program (CalCleave; calpain.org), we observed that only NoxA1 could be 

cleaved by calpains. This prediction correlates with our data. Indeed, we observed that 

oxaliplatin induced a disappearance of NoxA1 in our cells, however this depletion was 

partially inhibited when calpain expression was repressed. The depletion of NoxA1 could thus 

be the result of a degradation mediated by calpains. The incubation of immunoprecipitated 

NoxA1 with purified calpain 1 led to the appearance of a cleaved NoxA1 band, confirming 

the existence of one site of cleavage. The cleaved NoxA1 being around 49kDa, the cleavage 

site is located at one extremity of the protein. Using an immunoprecipitated DDK-tagged 

NoxA1 we could show that the cleavage is occurring at the C-terminus of NoxA1. This 

cleavage is thus occurring in a SH3 domain, known to be involved in the binding of NoxA1 to 

NoxO1 required for the activation of Nox1 (Supplemental Figure 5). It is the first time that 

NoxA1 is identified as a calpain substrate. This cleavage explains how calpains regulate 



  Résultats 

 144 

negatively Nox1 activity in our sensitive cells. In these cells, oxaliplatin induces a strong 

increase of ROS production by activating Nox1. Calpains, also activated by oxaliplatin, 

cleave NoxA1, thus inhibiting Nox1 and reducing ROS production to a regular level, as 

observed after a 24-hour treatment with oxaliplatin. This short-term peak of ROS production 

leads to cell apoptosis. In these cells, calpains and Nox1 are both involved in the cytotoxic 

effects of oxaliplatin.  

 In our resistant cells, the oxaliplatin-induced cleavage of NoxA1 by calpains is 

present however the increase of expression of NoxA1(Figure 2C, Supplemental Figure 3C) in 

this cells reduce the efficiency of this ROS production inhibition compared to sensitive cells. 

This difference could be due to different locations of calpains and NoxA1. Src kinase is an 

excellent candidate to explain this regulation. It is known that Src can phosphorylate NoxA1 

on tyrosine 110 in HT29 cells, thus increasing the production of ROS [40]. It was also 

previously shown that calpain 2 can induce the activation of Src kinase by cleaving PTP1B 

[41]. Src kinase activity is inhibited by a phosphorylation on tyrosine 527. PTP1B is a 

phosphatase, activated by calpain cleavage, known to dephosphorylate the tyrosine 527 of 

Src, leading to the kinase activation. We can thus hypothesize that calpain could induce Nox1 

activation by derepressing Src activity. As we showed that Src activity is decreased in 

resistant cell using the PamGene array, we confirmed that hypothesis by studying Src 

phosphorylation and by using Src inhibitor (Figure 5F-5G). Indeed, we have observed that Src 

is less phosphorylated and thus more active in our resistant cells compared to sensitive cells. 

Moreover, the inhibition of Src in these cells strongly reduced the production of ROS, while it 

has no effect in the sensitive cells. The implication of calpains in this phenomenon was 

confirmed using siRNA. The repression of ubiquitous calpain expression led to the 

phosphorylation of Src, and thus to its inactivation. Taken together our data clearly show that 

calpains inhibit Nox1 in the sensitive cells by cleaving NoxA1, while they activate Nox1 

activity by activating Src kinase. 

 Taken together, our results allow us to have a better understanding of the 

mechanism of resistance of cancer cells to oxaliplatin and to propose a new model presented 

in Figure 8. We could identify a new calpain/Nox1 pathway, regulated differently according 

to the resistance status of the cells. We have also identified NoxA1 as a new calpain substrate. 

In sensitive cells oxaliplatin induces the activation of Nox1 and thus the production of ROS. 

The activation of calpains leads to the cleavage and degradation of NoxA1, reducing Nox1 

activity and returning ROS production to regular levels. The short-term peak of ROS induces 

the activation of p53, PARP and caspase 3 leading to cell death. It is important to note that 
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p53 mutation status seems to have no impact on the resistance of our cell lines to oxaliplatin. 

Indeed we obtained similar results using HT29-D4 and RKO cells while these cells present a 

different p53 mutation status (R273H mutation in HT29-D4 cells, wild-type p53 in RKO 

cells). In the resistant cells, the strong calcium concentration induces calpain activation, 

leading to Src and thus Nox1 activation. The strong ROS production, maintained at high 

levels, induces the activation of p38 MAPK and thus cell survival. Our data also show that 

ROS are involved in both cell survival and cell death, per the level of their production. If the 

production is too low, oxaliplatin is unable to activate cell death, however if ROS production 

is too high, it leads to the activation of survival pathways through p38 MAPK activation. As 

p38 MAPK inhibitor are now under clinical evaluation for colorectal cancer treatment, it is 

interesting to consider that a strategy leading to maximize Nox1 activity associated to the 

inhibition of p38 MAPK would be beneficial for patients, particularly those resistant for 

oxaliplatin treatment. 

 

 

Figure 8: Proposed model for the regulation of oxaliplatin effects by calpains, Nox1 and 

p38 in sensitive and resistant colorectal cancer cells. 
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Material and methods 

 

Tumor cell lines and culture conditions 

 

Two human colon carcinoma cell lines, HT29-D4 and RKO, were routinely maintained in 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) containing 10% fetal bovine serum (FBS) 

(GIBCO Cell Culture systems, Invitrogen), supplemented with 2 mM L-glutamine, at 37°C in 

a humidified atmosphere with 5% CO2. HT29-D4 cell line was originally derived from HT29 

colon adenocarcinoma cell line [42].  

 

Reagents and antibodies 

 

Most of the reagents were supplied by Sigma-Aldrich.  

 The following reagents were used: oxaliplatin (L-OHP) stored at 5.4 mg/mL (12.5 mM) and 

used at different concentrations; apocynin, inhibitor of ROS production [43], stored at 100 

mM and used at 0.5 mM (concentration validated by previous works); DPI (Merck Millipore) 

inhibitor of ROS production, stored at 10 mM and used at 10 µM (concentration validated by 

previous works); the ML171 (Merck Millipore), a Nox1 specific inhibitor, stored at 10 mM 

and used at 1.5 µM (in agreement with the IC50 values provided by the manufacturer); the 

MDL28170 (Calbiochem, Merck Millipore), a specific calpain inhibitor, stored at 200 mM 

and used at 2.5 µM; the PD98059 (Calbiochem, Merck Millipore), a specific MEK1 inhibitor, 

the SB203580, a specific p38 MAPK inhibitor, stored at 10 mM and used at 10 µM. The 

following primary antibodies were used: anti-calpain1 (diluted at 1/1,000, ref. 2556, Cell 

Signaling Technology); anti-calpain 2 (diluted at 1/1,000, ref. 2539, Cell Signaling 

Technology); anti-DDK tag (FLAG) (diluted at 1/ 1,000, ref. TA50011, Origene 

Technologies); anti-GAPDH (1/20,000, ref. G8795); anti-Nox1 (1/1,000, ref. ab121009, 

Abcam); anti-NoxA1 (1/1,000, ref. ab68523, Abcam); for NoxA1 immunoprecipitation: anti-

NoxA1 (ref. H00010811-PW1, Abnova); anti-NoxO1 (1/1,000, ref. ab34761, Abcam); anti-

p38 MAPK (1/1,000, ref. sc-535, Santa Cruz); anti-phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) 

(1/500, ref. sc17852, Santa Cruz); anti-PARP and anti-cleaved PARP (1/1,000, ref. 9542 and 

9541, respectively, Cell Signaling Technology); anti-vinculin (1/20,000, ref. V9264). The 

HRP-coupled secondary antibodies were purchased from Cell Signaling Technology. 
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Selection of oxaliplatin-resistant cell lines 

 

Resistance to oxaliplatin (L-OHP) was induced by exposing the sensitive cells to increasing 

concentrations of the drug. The initial dose was 0.01 μg/mL and the final concentration, 

0.87 μg/mL (2 µM), corresponds to the clinically relevant plasma concentration of oxaliplatin 

[44]. The oxaliplatin concentration was increased every two passages in two different ways: 

rapidly (for Rox1 cells) and slowly (for Rox2 cells). For Rox1 cells, the concentration was 

doubled, while it was increased by 0.1 µg/mL (0.25 µM) for Rox2. Once selected, the 

resistant cells were grown in the regular culture medium supplemented with 0.87 μg/mL 

oxaliplatin. For both HT29-D4 and RKO cell lines two groups were considered for 

investigations: the parental cells and the chemo resistant cells (HT29-D4-Rox1 and 2, and 

RKO-Rox1 and 2). 

 

Cytotoxicity assay 

 

Cell viability was determined using the MTT assay. This assay is based on the ability of 

mitochondrial dehydrogenase enzyme to convert the yellow water-soluble tetrazolium 3-(4,5-

dimethyl-thiazolyl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) into violet formazan compound, 

whose absorbance is proportional to the amount of living cells. After counting and plating the 

sensitive or resistant (Rox) cells (50,000 cells/mL) in 96-well plates with DMEM culture 

medium, the cells were exposed to increasing concentrations of the drug (from 0 to 100 µM) 

for 72 hours. The culture medium was then replaced with DMEM containing 0.5 mg/mL 

MTT. After a 2-hour incubation, the cells were lysed and the formazan solubized using pure 

DMSO. The optical density (OD) was measured at 600 nm in a plate reader (Multiskan RC, 

Labsystems). The data were expressed as percentage of survival (using the untreated cells as 

100%) and subjected to statistical analysis (n = 5). The IC50 were determined using the Chou 

and Talalay method [45]. 

 

3D MTT assay 

 

After counting, the cells were seeded on a 96-well plate with round bottom, at a density of 

1,000 cells per well in a medium containing 20% methylcellulose (6 g/L). After a 72-hour 

incubation allowing the spheroid formation, the cells were treated with increasing 

concentrations of oxaliplatin (from 0.25 µM to 100 µM). The treatment was renewed every 72 
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hours during 15 days. The medium was then removed and cells were incubated in culture 

medium containing 0.5 mg/mL MTT for 24 hours (time required for the total coloring of the 

spheroid). Medium containing MTT was then removed and the cells were lysed with pure 

DMSO. The optical density was measured at 600 nm using a plate reader (Multiskan RC, 

Labsystems). The IC50 were determined by the method of Chou and Talalay [45]. In addition, 

pictures of cells were taken every day to follow the spheroid evolution. Their areas were 

calculated using the NIH ImageJ software. 

 

Preparation of cells extracts 

 

The cells were washed in ice-cold PBS (phosphate buffered saline) and lysed in hypotonic 

lysis buffer (Tris buffered saline (TBS) pH 7.5, 0.1% Sodium dodecyl sulfate (SDS), 1 mM 

EDTA, 1% Triton X-100; cocktails of protease and phosphatase inhibitors (Halt phosphatase 

and Halt protease inhibitor kits, Thermo Fisher Scientific). Lysates were centrifuged at 11,300 

g for 10 minutes at 4 °C to remove cell debris. A protein quantification assay was then 

performed using the Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad). Loading buffer 

(Laemmli sample buffer, 62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 25% glycerol, 2% (SDS); bromophenol 

blue, 350 mM dithiothreitol (DTT)) was added to the proteins and the samples were denatured 

at 95°C for 5 minutes. 

 

Western blotting 

 

Protein samples were loaded (30 μg/lane) and separated on 10% sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gels. The separated proteins were electrophoretically transferred on 

Nitrocellulose Blotting Membrane (Amersham Protan, GE Healthcare) using a transfer system 

(Bio-Rad). The membranes were incubated with blocking solution (5% nonfat milk) for 

1 hour and then incubated overnight with the proper primary antibodies. The membranes were 

then washed three times with a PBST solution (PBS plus 0.05% Tween20) and incubated with 

horseradish-peroxidase-conjugated secondary antibodies for 1 hour. The membranes were 

again washed three times with PBST, and revealed using chemiluminescence HRP substrate 

(Merck Millipore) and the G-Box (Syngene). The band intensities were quantified using the 

NIH ImageJ software. 
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Calpain activity assay 

 

The cells were seeded on a black bottom 96-well plate (20,000 cells per well). After 24 hours 

of culture, the cells were incubated with different treatments according to the experiment 

protocol. The cells were then incubated with 25 mM of t-boc-LM-CMAC, a fluorogenic 

calpain substrate provided by Invitrogen (Life Technologies). After a 25-minute incubation, 

the cells were washed with PBS and the fluorescence was quantified using a Fluoroskan (FL 

Fluoroskan Ascent, Labsystems; excitation wavelength: 355 nm, emission wavelength: 460 

nm). The cells were then fixed in 1% glutaraldehyde for 10 minutes and stained with crystal 

violet (0.1%) for 30 minutes. After several washes with PBS, cells were lysed in pure DMSO 

and the optical densities were measured using a plate reader (Multiskan RC, Labsystems). 

The results obtained with the t-boc-LM-CMAC were normalized using the crystal violet OD 

values. They were then compared to the control condition and expressed as a percentage. 

 

Measurement of superoxide production 

 

The cells were seeded on a white 96-well plate (20,000 cells per well). After 24 hours of 

culture, the cells were incubated with the different treatments according to the experiment 

protocol. The cells were then incubated with 1 mM of NADPH (cofactor of the NADPH 

oxidases) and 10 µM of lucigenin. The superoxide production was calculated by integrating 

the luminescence values measured every minute during a 45-minute period using a 

Fluoroskan plate reader (FL Fluoroskan Ascent, Labsystems). The cells were fixed with 

glutaraldehyde (1%) for 10 minutes and stained with crystal violet (0.1%) for 30 minutes. 

After several washes with PBS, cells were lysed in pure DMSO and the optical densities were 

measured using a plate reader (Multiskan RC, Labsystems). The results obtained with 

lucigenin (in RLU) were normalized using the crystal violet OD values. They were then 

compared to the control condition and expressed as a percentage. 

 

Measurement of intracellular H2O2  

 

The H2O2 generation was measured by dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2-DCFDA). 

After seeding of the cells in black 96-well plates (20,000 cells per well) and incubation for the 

desired time with the different treatments. The culture media were replaced by measurement 

buffer containing 10 µM of H2-DCFDA for 30 min. Cells were then washed with 
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measurement buffer without H2-DCFDA, and fluorescence was measured at 37°C using the 

Fluoroskan Ascent FL fluorimeter (excitation: 490 nm, emission: 538 nm; Labsystems, 

France). The H2O2 production was calculated by integrating the fluorescence values measured 

every minute during a 1-hour period. The results obtained with DCFDA (in RFU) were 

normalized using the crystal violet OD values (for crystal violet staining see description 

above). They were then compared to the control condition and expressed as a percentage. 

 

Measurement of extracellular H2O2  

 

The cells were seeded on a black 96-well plate (20,000 cells per well). After 24 hours of 

culture, the cells were incubated with the different treatments according to the experiment. 

The cells were then treated with 50 µM Amplex Red reagent and 0.1 U/mL HRP (Amplex 

Red Hydrogen Peroxide/peroxidase Assay Kit, Invitrogen, USA) and were incubated at room 

temperature for 30 minutes protected from the light. The fluorescence was measured at 37°C 

using POLARstar Omega (excitation: 560 nm, emission: 590 nm; BMG LabTech, Germany). 

The results were normalized using the crystal violet OD values, compared to the control 

condition and expressed as a percentage. 

 

Cell transfection 

 

HT29-D4 sensitive and resistant cells were transfected with siRNAs directed against calpain 1 

and/or 2 and against Nox1 (a scramble siRNA was used as a control). The 22-nucleotide long 

siRNA used in these experiments were purchased from Qiagen (siRNA calpain 1 target 

sequence: 5'-TAGGATCATCAGAAACACAA-3'; siRNA calpain 2 target sequence: 5'-

CTCGGAGGCCATCACGTTTCA-3'; siRNA Nox1: target sequence not provided by the 

supplier). Transfections were performed by electroporation using the Nucleofector 

Technology (Lonza). Different experimental procedures were compared to optimize the 

transfection protocol used (3 million cells, 100 µL of Nucleofector T, 300 nM siRNA, W-017 

program). After electroporation, the cells were seeded in complete culture medium and 

incubated for 24 hours. The cells were then used in the different experiments. A part of the 

cells was seeded separately to monitor the transfection efficiency by Western blot. 

 

Immunoprecipitation and in vitro calpain degradation 
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NoxA1 immunoprecipitation was performed on HT29-D4 cells, transfected or not with the 

plasmid containing NoxA1-DDK gene. The cells were washed with cold PBS and incubated 

in RIPA buffer (Tris-HCl 50 mM, NP-40 1%, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 150 

mM NaCl, 2 mM EDTA, protease and phosphatase inhibitors (Halt protease and Halt 

phosphatase inhibitor cocktails, Thermo Fisher Scientific)) for 30 minutes at 4°C. After 

scrapping, the samples were sonicated for 20 seconds. Centrifugation was then carried out at 

10,000 g for 10 minutes at 4°C. The lysates were incubated overnight at 4°C with 0.5 µg of 

primary antibody directed against NoxA1 (Abnova). The next day, 60 µg of protein A-

sepharose beads (Roche) were added to the lysates and incubated for 1 hour at 4°C. The 

lysate-antibody-bead mixtures were centrifuged at 200 g for 5 minutes at 4°C and the beads 

were washed with RIPA buffer twice. To achieve in vitro calpain degradation, the beads were 

resuspended in a calcium buffer (50 mM HEPES pH 7.0, 50 mM NaCl, 1 mM CaCl2, 1 mM 

DTT). Five micrograms of purified calpain 1 (Calbiochem, Merck Millipore) were then added 

to the samples. Control samples without purified calpain were also prepared. The samples 

were incubated at 37°C for an hour, with regular stirring. After addition of Laemmli sample 

buffer, the samples were boiled at 95°C for 5 minutes and centrifuged at 11,300 g for 10 

minutes. The supernatants were then used to perform Western blots.  

 

Measurement of cytosolic calcium variation  

 

The cells, treated or not, were incubated in the Fura-2AM loading solution consisted of 

standard extracellular saline (SES; 10 mM HEPES pH 7.4, 135 mM NaCl, 5mM KCl, 1.2 mM 

MgCl2, 2 mM CaCl2, 1 mM bicarbonate and 5 mM glucose) with 0.1% BSA and 10 µM Fura-

2AM (Thermo Fischer Scientific) at 37°C for 30 min. The loading solution was then removed 

and the cells were equilibrated in fresh SES buffer for 15 min and detached using trypsin. The 

fluorescence of the cell suspensions (1 mL) was recorded using a SFM 25 (Kontron 

Instruments; excitation wavelengths: 340 and 380 nm, emission wavelength: 510 nm). The 

changes in the intracellular calcium concentration were monitored using the Fura-2 340/380 

fluorescence ratio. 

 

Intracellular signaling array 

 

The PathScan Intracellular signaling array kit from Cell Signaling Technology was used to 

investigate the modification of the signaling pathway activation. After a 24-hour incubation in 
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the presence or in the absence of oxaliplatin, the cells were lysed with the lysis buffer 

supplied in the kit complemented with protease and phosphatase inhibitors (Halt phosphatase 

and Halt protease inhibitor cocktails, Thermo Fisher Scientific). The lysates were centrifuged 

at 2,000 g for 3 minutes at 4°C. The supernatant was removed and the proteins were 

quantified using the Precision Red Advanced Protein Assay from Cytoskeleton, Inc. The 

samples were diluted in lysis buffer to obtain a final concentration of 1.2 mg/mL in 50 µL. 

The slides were saturated for 15 minutes with a saturation buffer provided in the kit and 50 

µL of the lysates were added to the different wells. After an overnight incubation at 4°C, the 

wells were washed during 5 minutes three times. The slides were incubated with the detection 

antibody provided in the kit for 1 hour at room temperature. After washing, the slides were 

treated with HRP-coupled streptavidin (provided in kit) for 30 minutes at room temperature. 

After another series of washes, the chemiluminescence was revealed using the 

Lumiglo/peroxide detection kit (provided by the manufacturer) and observed with the 

Syngene G-Box. The intensity of the chemiluminescence was quantified with NIH ImageJ 

software. After subtraction of the intensity of the negative control, the results were expressed 

as percentage using the positive control as 100%. 

 

Kinase activity assay  

 

To study the kinase activity, the Protein Tyrosine Kinase (PTK) and the Serine-Threonine 

Kinase (STK) assays from PamGene were used. The HT29-D4 or HT29-D4-Rox1 cells were 

treated with oxaliplatin for different incubation times, collected and lysed using the M-PER 

lysis buffer (Thermo Fisher Scientific). A protein quantification assay was then performed 

using the Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad). 5 µg and 1 µg were loaded on 

Protein Tyrosine Kinase and Serine-Threonine Kinase Pamchips, respectively. The 

phosphorylation of PamChip peptides were monitored by the PamStation® 12, following the 

provided protocols (PamGene). The images were quantified using BioNavigator software 

(PamGene). 

 

Statistical analysis 

 

For kinomic analysis, image analysis and signal quantification were performed using the 

BioNavigator® software (PamGene). Peptides that showed kinetics (increase in signal 

intensity in time) were preselected (“QC list”). For each peptide, the comparisons between 
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sensitive and resistant cells were performed using ANOVA. Kinexus Kinase Predictor was 

used to determine putative upstream kinases. 

The Student’s t-test was used to compare the means and to determine whether the differences 

observed in our experiments were significant or not. All data were made in triplicate and were 

repeated at least three times except for the PathScan array. The difference is considered to be 

significant when the p value is less than 0.05 (significativity greater than 95%). In our figures, 

the values represent the mean plus or minus the standard deviation and the significance is 

represented by an asterisk (*). 
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3 Dans des lignées cellulaires exprimant BRAF sauvage 

3.1 Introduction 

De manière à étudier le rôle potentiel de la mutation BRAF V600E dans la résistance à 

l’oxaliplatine nous avons sélectionné des cellules résistantes à cette chimiothérapie à partir 

d’une autre lignée cellulaire d’adénocarcinome colique, les Caco-2. Contrairement aux HT29-

D4 et aux RKO, ces cellules expriment la forme sauvage de BRAF.  

Nous avons alors étudié la régulation de la production de ROS en présence de 

l’oxaliplatine dans les cellules sensibles et résistantes. Nous avons également étudié la 

régulation de cette production de ROS par les calpaïnes. L’implication des différentes voies 

de signalisation impliquées dans cette régulation calpaïnes/ NOX1 et dans la survie cellulaire 

a également été étudiée. 

 

3.2 Résultats 

3.2.1 Sélection des cellules résistantes 

Afin d’établir cette lignée résistante à l’oxaliplatine nous avons cultivé des cellules 

Caco-2 sensibles en présence de concentrations croissantes d’oxaliplatine (comme pour les 

cellules HT29-D4 ou RKO). La sélection nous a permis d’obtenir une sous-lignée que l’on 

nommera Caco2-Rox. Les cellules résistantes obtenues prolifèrent de manière similaire aux 

cellules sensibles et aucune modification morphologique n’a été observée (données non 

présentées).  

Des tests de cytotoxicité ont été réalisés pour confirmer la résistance des cellules 

Caco-2-Rox. Nos résultats confirment cette résistance, l’IC50 de l’oxaliplatine étant supérieure 

pour les Caco-2-Rox par rapport aux Caco-2 sensibles (Figure 1 A). L’IC50 des cellules Caco-

2 est de 0,9 ± 0,2 µM, cette valeur est significativement augmentée à 23,1 ± 2,4 µM pour les 

cellules Caco2-Rox (p<0.05) (Figure 1 B). 
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Figure 1 : Réponse des Caco-2 et des Caco-2-Rox à l’oxaliplatine. 

Des tests de cytotoxicité ont été réalisés avec les cellules Caco-2 et Caco-2-Rox. Les courbes 

de survie sont présentées en (A). Les IC50 ont été calculés grâce à la méthode de Chou and 

Talalay (B). Les astérisques représentent la significativité (p< 0,05). 

 

3.2.2 Implication des ROS et des calpaïnes dans la résistance à l’oxaliplatine 

Afin d’appréhender le rôle joué par les ROS dans la résistance à l’oxaliplatine, nous 

avons réalisé des tests de cytotoxicité en présence d’un agent antioxydant, l’apocynine, utilisé 

à une concentration n’ayant aucun impact sur la viabilité cellulaire (0,5 mM). Nos résultats 

montrent que la résistance des cellules Caco-2-Rox est fortement augmentée en présence 

d’apocynine. L’IC50 des cellules Caco-2-Rox est augmentée de 23,1 ± 2,4 µM en absence 

d’apocynine à 107,8 ± 6,1 µM en présence de cet inhibiteur (Figure 2B). Des données 

similaires ont été obtenues avec les cellules Caco-2, pour les courbes de survie ainsi que pour 

l’IC50 (0,9 ± 0,2 µM et 10,0 ± 1,8 µM en absence et en présence d’apocynine respectivement ; 

Figure 2D). Ces données indiquent que les ROS ne sont pas responsables de la résistance et 

sont au contraire nécessaires à la cytotoxicité de l’oxaliplatine même dans les cellules 

résistantes. 

Afin d’étudier l’implication des calpaïnes dans la résistance à l’oxaliplatine, nous 

avons réalisé des tests de cytotoxicité sur les cellules Caco-2 et Caco-2-Rox en présence d’un 

inhibiteur de l’activité des calpaïnes, le MDL28170 à 2,5 µM. Nos résultats montrent 

qu’aucune différence n’est observée en présence de cet inhibiteur. En effet, l’IC50 des cellules 

Caco-2 passe de 0,9 ± 0,2 µM en absence de l’inhibiteur à 1,2 ± 0,3 µM en sa présence 

(Figure 2B). Des données similaires ont été obtenues avec les cellules Caco-2-Rox, pour les 

courbes de survie ainsi que pour l’IC50 (23,1 ± 2,4 µM et 23,8 ± 4,8 µM en absence et en 
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présence de MDL28170 respectivement ; Figure 2D). Ces données indiquent que les 

calpaïnes ne sont pas responsables de la résistance à l’oxaliplatine aussi bien dans les cellules 

sensibles que dans les cellules résistantes. 

 

Figure 2 : Implication des ROS et des calpaïnes dans la réponse des cellules Caco-2 et 

Caco-2-Rox à l’oxaliplatine. 

Des tests de cytotoxicité à l’oxaliplatine ont été réalisés en présence d’inhibiteur de ROS 

(apocynin) et d’inhibiteur de l’activité des calpaïnes (MDL28170). Les courbes de survie sont 

présentées en A et C. Les IC50 ont été calculés grâce à la méthode de Chou and Talalay (B, 

D). Les astérisques représentent la significativité (p< 0,05) 

 

3.2.3 Implication de Nox5 dans la production de ROS 

Afin d’étudier l’implication des ROS dans la résistance à l’oxaliplatine, nous avons 

mesuré la production de ROS des cellules Caco-2 et Caco-2-Rox en utilisant la lucigénine. 

Nous avons également étudié l’expression des composants du complexe NOX1 ainsi que celle 

de NOX5 par Western blot. Nos résultats montrent une diminution significative de la 

production de ROS dans les cellules Caco-2-Rox, elle est en effet de 28,2 ± 8,8 % par rapport 

aux Caco-2 dont la production est fixée à 100 % (Figure 3A). Nos données montrent 

également qu’il n’y a aucune modification de l’expression de NOX1, cependant l’expression 
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de NOXA1 semble modifiée. En effet le niveau d’expression de NOXA1 augmente dans les 

cellules Caco-2-Rox, comme nous l’avions observé précédemment dans les cellules HT29-D4 

et RKO résistantes (Figure 3B).  L’expression de NOX5 est également impactée. Elle est 

fortement diminuée dans les cellules Caco-2-Rox (Figure 3C). Cette variation d’expression 

étant corrélée à la diminution de production de ROS, nous pouvons supposer que les ROS 

mesurés sont produits par NOX5, et que la diminution observée est due à la réduction 

d’expression de cette isoforme. 

 

 

Figure 3 : Production de ROS dans les cellules Caco-2 et Caco-2-Rox 

Une mesure de la production de ROS a été réalisé avec les cellules Caco-2 et Caco-2-Rox en 

utilisant la lucigénine (A). Les cellules Caco-2 et Caco-2-Rox (Rox) ont été incubées avec 2 

µM d’oxaliplatine (oxaliplatin) puis lysées et les niveaux d’expression de la GAPDH, de 

NOX1, de NOXA1 et de p47 phox ont été étudiés par Western blot (B). L’expression de 

NOX5 a également été étudiée (C). Les astérisques représentent la significativité (p< 0,05). 

 

3.2.4 Étude de l’activité des calpaïnes  

Nous avons mesuré l’activité des calpaïnes dans nos cellules sensibles et résistantes à 

l’oxaliplatine en utilisant le t-boc-LM-CMAC. Nous avons également étudié l’expression des 

calpaïnes ubiquitaires dans nos cellules Caco-2 et Caco-2-Rox par Western blot. Nos résultats 

montrent une augmentation significative de l’activité des calpaïnes dans les cellules Caco-2-

Rox, elle passe en effet de 100 % dans nos cellules sensibles à 161,3 ± 41,6 % dans nos 

cellules résistantes (Figure 4A). Cette augmentation de l’activité des calpaïnes d’un facteur 

A B

*

GAPDH

Nox5

36 kDa

85 kDa

Caco-2
Caco-2

RoxC



  Résultats 

 161 

1,6 n’est pas due à une augmentation d’expression. En effet l’expression de la calpaïne 1 et 

celle de la calpaïne 2 ne varient pas dans nos cellules (Figure 4B). Nous avions observé 

précédemment une dégradation de NOXA1 par les calpaïnes. Pour voir si ce phénomène 

existe dans les cellules Caco-2 nous avons induit une sous-expression des calpaïnes dans nos 

cellules sensibles et résistantes en utilisant des siRNA. Nos données montrent aucune 

modification de l’expression de NOX1 en présence de siRNA dirigées contre les calpaïnes 

mais, comme pour les cellules HT29-D4 et RKO, l’expression de NOXA1 est impactée, elle 

augmente dans les cellules sensibles et résistantes quand l’expression des calpaïnes est réduite 

(Figure 4B).  NOXA1 serait donc un substrat des calpaïnes également dans les cellules Caco-

2. Nos données confirment également la surexpression de NOXA1 dans les cellules 

résistantes. L’expression de NOX5 semble également être augmentée dans les cellules Caco-

2-Rox en présence de siRNA dirigés contre les calpaïnes (Figure 4B). Ces données indiquent 

que les calpaïnes serait liées une nouvelle fois à la production de ROS dans les cellules 

résistantes. 

 

 

Figure 4 : Activité des calpaïnes dans les cellules Caco-2 et Caco-2-Rox. 

L’activité des calpaïnes a été mesurée dans les cellules Caco-2 et Caco-2-Rox en utilisant le t-

boc-LM-CMAC (A). Les cellules Caco-2 et Caco-2-Rox ont été transfectées avec 200 nM de 

siRNA contrôle (si CTRL) ou de siRNA dirigées contre les calpaïnes 1 et 2 (siCAPN) puis 

lysées. Un Western blot a été réalisé en utilisant des anticorps dirigés contre la GAPDH, 

NOX1, NOXA1, la calpaïne 1 (CAPN1), la calpaïne 2 (CAPN2) et NOX5 (B). Les 

astérisques représentent la significativité (p< 0,05). 
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4 Conclusion de la première partie 
 

Voici les résultats principaux obtenus dans cette première partie de notre étude : 

 

✓ Nous avons confirmé que la production de ROS par NOX1 est nécessaire aux effets 

cytotoxiques de l’oxaliplatine dans les cellules tumorales colorectales. La production 

de ROS est cependant fortement augmentée dans nos cellules résistantes présentant la 

mutation BRAF V600E. Elle est à l’inverse diminuée dans celles exprimant la forme 

sauvage de BRAF, mais ce serait NOX5 qui serait impliquée et non NOX1. L’activité 

des calpaïnes est également augmentée dans nos cellules résistantes à l’oxaliplatine, 

surtout dans celles présentant la mutation BRAF V600E. Une inhibition des calpaïnes 

ou de NOX1, qu’elle soit chimique ou par le biais de traitement anti-sens, conduit à 

une augmentation de la survie cellulaire signifiant que ces enzymes restent 

indispensables à la mort cellulaire. Les calpaïnes et les NOX ne semblent pas être de 

bonnes cibles thérapeutiques pour améliorer l’efficacité de l’oxaliplatine, ces enzymes 

sont trop finement régulées et des modifications mal contrôlées de leurs activités 

pourraient avoir des effets opposés à ceux souhaités. 

 

✓ Les calpaïnes ubiquitaires sont impliquées dans la régulation de la production de ROS 

dans les cellules sensibles à l’oxaliplatine. En effet les traitements anti-sens dirigées 

contre les calpaïnes 1 et 2 induisent une augmentation de la production de ROS dans 

ces cellules. Les deux isoformes sont impliquées dans cette régulation de la production 

de ROS. 

 

✓ Les calpaïnes ont un rôle inversé entre cellules sensibles et cellules résistantes. En 

effet les mêmes traitements anti-sens dirigés contre les calpaïnes 1 et 2 dans les 

cellules résistantes induisent une diminution de la production des ROS. Cependant ces 

résultats n’ont été obtenus que dans les cellules présentant la mutation BRAF V600E, 

laissant supposer une régulation liée à cette mutation. 

 

✓ La régulation négative de la production de ROS par les calpaïnes dans les cellules 

sensibles se fait par un clivage de NOXA1, la protéine activatrice de NOX1. Nos 

résultats montrent que ce clivage de NOXA1 pourrait se faire sur le domaine SH3. Ce 

domaine permettant l’interaction avec NOXO1, le clivage empêcherait donc de ce fait 
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la mise en place du complexe NOX1-NOXO1-NOXA1 et ainsi la production de ROS. 

En inhibant l’activité de NOX1, cette dégradation empêcherait que la production de 

ROS ne se maintienne à un haut niveau et serait responsable du côté transitoire du pic 

de ROS induit par l’oxaliplatine. 

 

✓ La régulation positive de la production de ROS par les calpaïnes dans les cellules 

résistantes ayant une mutation BRAF V600E se fait par le biais de l’activation des Src 

kinases. En effet un traitement anti-sens des calpaïnes ubiquitaires conduit à une 

augmentation de la phosphorylation inhibitrice des Src kinases. De plus, une inhibition 

des Src kinases par le biais d’un agent inhibiteur chimique conduit à une diminution 

de la production de ROS dans les cellules résistantes. Cette diminution est importante 

puisqu’elle permet de redescendre à une production de ROS équivalent à la production 

basale observée dans les cellules sensibles. Les calpaïnes, suractivées dans les cellules 

résistantes, lèvent l’inhibition de Src ce qui conduit à une activation de la production 

de ROS. Les Src kinases sont donc des cibles thérapeutiques potentielles et des 

inhibiteurs de ces enzymes pourraient être utilisés comme adjuvants 

chimiothérapeutiques potentiels pour les patients présentant des tumeurs résistantes à 

la chimiothérapie FOLFOX et ayant la mutation BRAF V600E. Des études 

précliniques sont en cours de validations, cependant elles ne prennent pas en compte le 

statut mutationnel des patients. 

 

✓ La production de ROS induite par l’activation des Src kinases dans les cellules 

résistantes à l’oxaliplatine conduit à l’activation de la p38 MAPK. En effet, une 

inhibition de l’expression de la protéine NOX1 conduit à une diminution de la 

phosphorylation activatrice de p38 MAPK. Ce phénomène n’est observé que dans les 

cellules résistantes à l’oxaliplatine. De plus, nous avons observé via différentes 

techniques (PathScan, PamGene, Western blots) une augmentation soit de la 

phosphorylation activatrice soit directement de l’expression de p38 MAPK au cours 

du temps après traitement à l’oxaliplatine dans les cellules résistantes. Cette 

augmentation de l’activité de la p38 MAPK conduit à un contournement de la voie 

apoptotique. En effet, une inhibition chimique de cette p38 MAPK dans les cellules 

résistantes conduit à un retour à des IC50 proches de celles des cellules sensibles. Nous 

pouvons aussi voir que cette inhibition de la p38 MAPK permet une ré-activation de la 

voie apoptotique, puisque nous pouvons observer à nouveau un clivage de PARP dans 
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ces cellules résistantes traitées à la fois avec l’inhibiteur de p38 MAPK et avec 

l’oxaliplatine. Ainsi p38 MAPK pourrait être une cible thérapeutique potentielle et ses 

inhibiteurs de potentiels agents chimiothérapeutiques associés à FOLFOX pour les 

patients ne répondant pas à ce protocole et présentant une mutation BRAF V600E. 

 

✓ La mutation BRAF V600E semble impliquée, plus ou moins directement, dans ces 

régulations que nous avons observées dans les HT29-D4 et dans les RKO. En effet, les 

cellules Caco-2 qui n’ont pas cette mutation ne présentent pas les mêmes régulations. 

La production de ROS n’évolue pas dans le même sens dans ce cellules et l’isoforme 

NOX5 semble joué un rôle dans ces cellules à la place de NOX1. Des études 

complémentaires restent cependant nécessaires pour pouvoir valider cette hypothèse. 
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1 Introduction 
 

Dans la première partie de notre étude, nous avons décrit le mécanisme de résistance mis 

en place par les cellules tumorales colorectales pour échapper aux traitements basés sur 

l’oxaliplatine. Nous avons ainsi mis en évidence les rôles cruciaux joués par les calpaïnes 

ubiquitaires, les Src kinases et p38 MAPK dans l’inhibition de l’apoptose dans les cellules 

résistantes à l’oxaliplatine. Les calpaïnes, suractivées dans ces cellules, lèvent l’inhibition des 

Src kinases, ce qui conduit à une activation de NOX1 et à une forte production de ROS. Les 

hauts niveaux de ROS qui en résultent induisent l’activation de p38 MAPK et ainsi la survie 

des cellules résistantes.  

Le but de cette deuxième partie de notre étude a donc été d’identifier des moyens de 

contourner ce mécanisme de résistance de manière à optimiser l’efficacité de l’oxaliplatine. 

Pour cela nous avons analysé la réponse de nos cellules sensibles et résistantes à l’oxaliplatine 

face à différentes chimiothérapies ayant déjà une autorisation de mise sur le marché (AMM). 

L’objectif est de proposer des traitements existants de rechange pour contrer la résistance à 

l’oxaliplatine et ainsi mieux traiter les patients ne répondant pas aux traitements. Cette étude 

nous permettra également de savoir si le mécanisme de résistance que nous avons identifié 

permet aux cellules résistantes à l’oxaliplatine de survivre à d’autres traitements. 

 

Cette deuxième partie de notre étude nous a permis de montrer que nos cellules 

résistantes à l’oxaliplatine sont également résistantes à de nombreuses autres chimiothérapies. 

De manière surprenante ces cellules sont sensibles à la gemcitabine, cette chimiothérapie 

étant même plus efficace sur les cellules résistantes à l’oxaliplatine que sur les sensibles. 

Nous avons montré que la gemcitabine inhibe mTor, Akt et surtout p38 MAPK, ce qui 

conduit à une activation de l’apoptose et donc à la mort des cellules.  

 

 

 

Chapitre 6 

Gemcitabine: an alternative treatment for patients with  

oxaliplatin resistant colorectal cancer  
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2 Article 2 (en préparation) 
 

 

Introduction 

 

Colorectal cancer is one of the most frequent cancer worldwide (1). The mortality rate 

of this cancer is also one of the strongest, especially due to the resistance of the advanced 

stages to the different chemotherapy protocols. Despite the different advances in combination 

chemotherapies, the five-year survival rate for metastatic cancer remains very low, around 

13% for the US (National Cancer Institute) and less than 10% for Europe. 

The treatment of metastatic colorectal cancer is based on poly-chemotherapies. These 

poly-chemotherapies are usually composed of 5-fluoro-uracil, folinic acid and oxaliplatin 

and/or irinotecan (2). These poly-chemotherapies can be coupled to monoclonal antibodies 

such as cetuximab, however their efficacy strongly depends on the mutations observed in the 

tumor cells (3,4). The treatment failure is not only due to the mutational status of the patient 

but also, in around 50% of case, to the development of resistance to chemotherapies (5). It is 

thus crucial to decipher the resistance mechanisms developed by the cancer cells and to 

identify therapeutic targets. It is also essential to identify treatments capable of countering the 

resistance to chemotherapy. 

There are several mechanisms of resistance to chemotherapy, some of them are 

specific to the molecules, and others are common to all chemotherapies. The dysregulation of 

the influx or efflux systems is one of the most well-known mechanism (6,7). It leads to a 

decrease of the drug availability and therefore to a limited response to the treatment. There are 

also specific mechanisms allowing the cells to resist to the apoptotic processes induced by 

chemotherapies. In the case of oxaliplatin, it was shown that the increase of the expression of 

two inhibitors of apoptosis, survivin and BIRC6, leads to the resistance to this drug in 

colorectal cancer cells (8,9). In our previous work, we have selected oxaliplatin-resistant cells 

from different colorectal cancer cell lines and identified the actors involved in the resistance. 

Using our resistant cells, we have highlighted the existence of a calpain/NOX1/Src kinase 

pathway responsible for the activation  of the anti-apoptotic p38 MAPK (10). We have clearly 

identified p38 MAPK as a potential therapeutic target and recent studies have also came to the 

same conclusion, showing that the isoform p38 MAPK  could be a good target in colorectal 

cancer (11). However, inhibiting directly p38 MAPK is complicated because of the too wide 
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spectrum of action of its inhibitors (12). It is therefore important to identify treatments 

inducing the inhibition of the p38-mediated survival in a more “controlled” manner.  

In this study, we have studied the cytotoxic effects of several chemotherapy agents on 

our oxaliplatin-resistant colorectal cancer cells. We have observed that only gemcitabine is 

able to specifically induce the apoptosis of our oxaliplatin-resistant cells. Our results show 

that gemcitabine decreases Akt and p38 MAPK phosphorylations, thus enhancing the 

apoptosis by inhibiting the survival pathways. On the opposite, gemcitabine has only limited 

effects on the cells sensitive to oxaliplatin. We are also showing that the combination of 

oxaliplatin and gemcitabine is not a good solution as these two drugs have antagonist effects 

in our resistant cells. Taken together, our data show that gemcitabine, a drug rarely used to 

treat colorectal cancer, could be an alternative treatment to oxaliplatin when the colorectal 

cancer cells are not responding to this chemotherapy. 

 

Material and methods 

 

Tumor cell lines and culture conditions 

The three human colon carcinoma cell lines used in this study (HT29-D4, Caco-2 and RKO) 

were routinely maintained in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) supplemented 

with 10% fetal bovine serum (FBS) (GIBCO cell culture systems, Invitrogen, UK) and 2 mM 

L-glutamine. For Caco-2 the medium was also supplemented with non-essential amino acids. 

The cells were grown at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2. HT29-D4 cell line 

was originally derived from HT29 colon adenocarcinoma cell line (13). The selected 

oxaliplatin-resistant cells are cultured in the same way, with the same medium supplemented 

with 2 μM of oxaliplatin. 

Reagents and antibodies 

The following reagents were used: oxaliplatin (L-OHP, Sigma-Aldrich , USA) stored at 5.4 

mg/mL (12.5 mM);  gemcitabine, (gemcitabine hydrochloride, Sigma-Aldrich , USA) stored 

at 30 mg/mL (100 mM); doxorubicin (doxorubicin hydrochloride solution, Sigma-Aldrich , 

USA) stored at 2 mg/mL (3.5 mM); 5-fluoro-uracil (Sigma-Aldrich, USA) stored at 130 

mg/mL (1 M), etoposide (Sigma-Aldrich, USA) stored at 25 mg/mL (42.4 mM); vincristine 

(vincristine sulfate salt, Sigma-Aldrich, USA) stored at 1 mg/mL (1 mM); paclitaxel stored at 

1 mg/mL (1.2 mM); all these chemotherapies were used at different concentrations; The 

following primary antibodies were used for Western blotting: anti-Akt (diluted at 1/1 000, ref. 

9272, Cell Signaling Technology, USA); anti-phospho-Akt (Ser473) (diluted at 1/1 000, ref. 
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9271, Cell Signaling Technology, USA); anti-GAPDH (1/20 000, ref. G8795, Sigma-Aldrich, 

USA); anti-p38 (1/1 000, ref. sc-535, Santa Cruz, USA); anti-phospho-p38 (Thr180/Tyr182) 

(1/500, ref. sc17852, Santa Cruz, USA); anti-p70S6K (1/1 000, ref. 9202, Cell Signaling 

Technology, USA) anti-phospho-p70S6K (Thr 389)  (1/1 000, ref. 9205, Cell Signaling 

Technology, USA). The HRP-coupled secondary antibodies were purchased from Cell 

Signaling Technology (USA). 

 

Cytotoxicity assay 

Cell viability was determined using the MTT assay. After counting and plating the sensitive 

or resistant (Rox) cells (5 × 104 cells/mL) in 96-well plates with DMEM culture medium, the 

cells were exposed to increasing concentrations of the drug (from 0 to 100 µM or nM 

according to the drugs) for 72 hours. The culture medium was then replaced with DMEM 

containing 0.5 mg/mL MTT. After a 2-hour incubation, the cells were lysed and the formazan 

solubized using pure DMSO (Sigma-Aldrich, USA). The optical density (OD) was measured 

at 600 nm in a plate reader (Multiskan RC, Labsystems, USA). The data were expressed as 

percentage of survival (using the untreated cells as 100%) and subjected to statistical analysis 

(n = 5). The IC50 were determined using the Chou and Talalay method (14). 

 

Combination index analysis 

After counting and plating the sensitive or resistant (Rox) cells (5 × 104 cells/mL) in 96-well 

plates with DMEM culture medium, the cells were exposed to oxaliplatin and gemcitabine, 

either alone or in combination, according to the protocol as described (15). Drug synergism 

studies were carried out using CompuSyn software version 1.0 (Ting Chao Chou and Nick 

Martin, Paramus, NJ, 2005). Combination index (CI) was measured based on mass action law 

of degree of drug interaction according to Chou and Talalay. Dose effect curve and 

Combination index were generated through CompuSyn. The combination index values were 

generated using the formula CI = (D)1/(Dx)1+(D)2/(Dx)2, (Dx)1 or (Dx)2 representing the 

dose of drug 1 or 2 in a combination needed for achieving the same efficiency as that of the 

single drug 1 or 2 at D1 or D2, respectively. CI<1 indicates drug synergism, CI>1 indicates 

drug antagonism and CI=1 shows additive effects. 

 

Annexin V-FITC assay for apoptosis 

The sensitive and resistant (Rox) cells were seeded into 6-well plates at a density of 5 × 105 

cells per well. After 24 hours of incubation, the cells were treated with oxaliplatin and 
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gemcitabine for 48 hours. After treatment, cells were harvested by trypsinization and stained 

with Annexin V/ FITC and propidium iodide (PI) in binding buffer according to the 

manufacturer protocol (ThermoFisher Scientific, Cat No V13242). Cells were analyzed using 

flow cytometer (…).  

 

Kinase activity assay  

To study the kinase activity, the Protein Tyrosine Kinase (PTK) and the Serine-Threonine 

Kinase (STK) assays from PamGene (The Netherlands) were used. The HT29-D4 or HT29-

D4-Rox1 cells were treated with gemcitabine for 4 hours, collected and lysed using the M-

PER lysis buffer (Thermo Fisher Scientific, USA). A protein quantification assay was then 

performed using the Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, USA). Five µg and 1 

µg were loaded on Protein Tyrosine Kinase and Serine-Threonine Kinase Pamchips, 

respectively. The phosphorylation of PamChip peptides were monitored by the PamStation® 

12, following the provided protocols (PamGene, The Netherlands). The images were 

quantified using BioNavigator software (PamGene, The Netherlands). 

 

Western blotting 

Protein samples were loaded (30 μg/lane) and separated on 10% sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gels. The separated proteins were electrophoretically transferred on 

Nitrocellulose Blotting Membrane (Amersham Protan, GE Healthcare, USA) using a transfer 

system (Bio-Rad, USA). The membranes were incubated with blocking solution (5% nonfat 

milk) for 1 hour and then incubated overnight with the proper primary antibodies. The 

membranes were then washed three times with a PBST (PBS plus 0.05% Tween20) solution 

and incubated with horseradish-peroxidase-conjugated secondary antibodies for 1 hour. The 

membranes were again washed three times with PBST, and revealed using 

chemiluminescence HRP substrate (Merck Millipore, USA) and the G-Box (Syngene, UK). 

The band intensities were quantified using the NIH ImageJ software (USA). 

 

Statistical Analysis 

The Student test (t-test) was used to compare the means and whether the differences observed 

in our experiments were significant. All data were made in triplicate and were repeated at 

least three times except for the PathScan array. The difference is said to be significant when 

the value of p is less than 0.05 (significativity greater than 95%). In our figures, the 
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significance is represented by an asterisk (*). In addition, the values represent the mean plus 

or minus the standard deviations. 

For kinomic analysis, image analysis and signal quantification were performed using the 

BioNavigator® software (PamGene), Peptides that showed kinetics (increase in signal 

intensity in time) were preselected (“QC list”). Resistant cells statuts were evaluated for each 

peptide using ANOVA. Kinexus Kinase Predictor was used to determine putative upstream 

PTK or upstream STK. 

 

Results and Discussion 

 

Screening of different chemotherapy efficacies 

In order to identify a chemotherapy agent able to induce the apoptosis of our 

oxaliplatin-resistant cells, we have performed cytotoxicity assays with the following 

molecules: 5-fluoro-uracil (5-FU), etoposide, vincristine, paclitaxel, doxorubicin and 

gemcitabine. The IC50 values of all the different chemotherapies, except gemcitabine, are 

indexed in Figure 1A. We have clearly observed that our different oxaliplatin-resistant cells 

are also resistant to all these chemotherapies. Indeed the IC50 values are 3 to 6 times higher 

for our oxaliplatin-resistant cells in comparison to the corresponding sensitive cells. These 

data could suggest the existence of a multi-drug resistance mechanism in our Rox cells, 

allowing the extraction of the chemotherapies from the cytoplasm of the cells and thus their 

therapeutic escape (16). However, we have observed in our previous study that the resistance 

depends on p38 MAPK activity and that their apoptotic functions are restored in the presence 

of a p38 MAPK inhibitor (10). 

Moreover, our oxaliplatin-resistant cells are sensitive to one of the chemotherapy 

agent. Indeed, gemcitabine is able to induce cell death in our Rox cells (Figure 1B, D and F). 

Gemcitabine is an antimetabolite chemotherapy agent with clinical activity against a number 

of solid tumors (17,18). The IC50 of gemcitabine is 7.6 ± 1.6 nM, 12.5 ± 1.1 nM and 11.6 ± 

2.0 nM for sensitive cells HT29-D4, RKO and Caco-2 cells respectively, compared to 1.9 ± 

0.6 nM and 3.2 ± 0.8 nM for HT29-D4 Rox1 and RKO Rox1 respectively; 1.9 ± 0.5 nM and 

1.9 ± 0.6 nM for HT29-D4 Rox2 and RKO Rox2 cells respectively (p<0.05, Figure 1C-E); 

and 2.4 ± 0.5 nM for Caco-2-Rox (p<0.05, Figure 1G). The cytotoxic effects of gemcitabine 

are clearly stronger when the cells are resistant to oxaliplatin. This phenomenon is 

independent of the mutational status of the cells, as similar results are obtained with HT29-

D4, RKO and Caco-2 cells. Gemcitabine could thus be a new therapeutic option for patients 
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who do not respond to the conventional chemotherapy regimen for metastatic colorectal 

cancer. Many clinical studies are underway to see the effectiveness of these treatments 

(19,20). 

 

Analysis of the efficacy of gemcitabine and oxaliplatin combination treatments 

As oxaliplatin and gemcitabine have cytotoxic effects on our sensitive and resistant 

cells respectively, we have studied the effects of treatments combining these two drugs. We 

have firstly measured the viability of our  HT29-D4 sensitive and resistant cells after 

treatment with the two different chemotherapies, alone or combined. 

As previously observed, oxaliplatin decreases significantly the sensitive cell viability 

after 72 hours of treatment (2 µM of oxaliplatin), the cell viability being reduced from 100% 

to 45.6 ± 3.5% (Figure 2A). On the opposite, gemcitabine has no significant effect on these 

sensitive cells, their viability decreasing only to 77.4 ± 2.5% in the presence of 10 nM of this 

drug. No additional cytotoxicity was observed when the two chemotherapies are combined. 

Indeed, the sensitive cell viability is decreased to 46.3 ± 1.4% (Figure 2A). This value is not 

significantly different to the results obtained with the oxaliplatin alone. 

Opposite effects were observed for the resistant HT29-D4 cells. In Rox1 cells, the 

viability was significantly and similarly reduced by gemcitabine and the combination 

treatment, decreasing from 100 % to 25.3 ± 3.8 % after incubation with 10 nM of gemcitabine 

and to 30.7 ± 1.1% in the presence of the two chemotherapies (Figure 2A). There is no 

significant difference between these two conditions. As previously observed, oxaliplatin is 

unable to induce cell death in our Rox cells. Very similar results were obtained with the Rox2 

cells. Cell viability is reduced from 100% to 38.2 ± 3.4% and 35.9 ± 1.6% by gemcitabine and 

by the combination treatment, respectively. Oxaliplatin has no effect on these cells, the 

viability being at 102.1± 0.6% (Figure 2A).  

Seeing no major difference in the cytotoxicity of the chemotherapies when they are 

used alone or combined, we have analyzed the interactions of these two drugs using 

CompuSyn software. The CompuSyn software allowed us to compare the fractions of the 

sensitive and resistant cells affected by oxaliplatin and/ or gemcitabine. The affected fractions 

were calculated according to the doses of the chemotherapy (0.25 IC50, 0.5 IC50, IC50, 2 IC50 

and 4 IC50). We observed that the affected fractions were higher in the sensitive cells for the 

combination of the low doses of chemotherapy, indeed for the quarter of the IC50 47% of the 

cells were affected by the combination treatment, compared to 12% and 6% for oxaliplatin 

and gemcitabine respectively. The same observations are observed for concentrations superior 
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to the IC50. However, at high doses (two times and four times the IC50), the affected fractions 

were higher for the chemotherapies used separately (Figure 2B). For the resistant cells, we 

observed that the affected fractions were higher when the chemotherapies are used alone 

(Figure 2B). 

The combination indexes (CI) were then calculated using CompuSyn software. A CI 

lower than 1 indicates drug synergism, a CI higher than 1 indicates drug antagonism and a CI 

= 1 shows additive effects. As for the affected fractions we have observed differences 

between the sensitive and the resistant cells. In the case of sensitive cells, the CI value is 

lower than 1 for all concentrations except for the highest dose (CI of 2.5, Figure 2C). For our 

oxaliplatin-resistant cells, we observed CI values higher than 1 for all the conditions, the 

values reaching 1.84 for Rox2 and 2.03 for Rox1 (Figure 2C). However the hypothetical 

values proposed by the CompuSyn software show that a combination of low doses could be 

synergistic, however with no major effect on the affected fraction. The same data were 

obtained with the two other cell types, RKO and Caco-2 (data not show). 

Our data are very interesting as they are showing that the combination of gemcitabine 

and oxaliplatin, also called GEMOX, is only effective for low doses in sensitive cells and 

very low doses in resistant cells. These data explain why the combination protocol GEMOX 

is not effective to treat colorectal cancer and why the results of the clinical studies are 

negative (21).Therefore, it would be more interesting to treat patients with oxaliplatin-

resistant cancer with only a regimen of gemcitabine to eliminate oxaliplatin-resistant cells and 

then with FOLFOX protocol to eliminate the sensitive cells.  

 

Analysis of apoptosis induction 

An annexin-V/PI double staining assay was performed to analyze the ability of 

oxaliplatin and gemcitabine to induce the apoptosis in our HT29-D4 sensitive and resistant 

cells. This double staining assay detects the presence of phosphatidylserine translocation to 

the outer leaflet of the plasma membrane in apoptotic cells. During apoptosis, translocated 

phosphatidylserine conjugates with FITC-labeled annexin-V to emit fluorescence that can be 

detected. PI is a vital fluorescent dye is used for the evaluation of cellular viability. The 

results obtained for HT29-D4, Rox1 and for Rox2 are presented in Figure 3A-C. The 

statistical analyses are summarized in Figure 3 D-E. 

Our results clearly show that oxaliplatin is able to strongly induce apoptosis in the 

sensitive HT29-D4 cells, the values for early and late stage of apoptosis increasing from 5.6% 

and 4.9% in control to 17.6% and 9.7% after a 48-hour incubation in the presence of 



  Résultats 

 173 

oxaliplatin. On the opposite, oxaliplatin is unable to induce the apoptosis of our resistant cells, 

the values of both the early and late stage of apoptosis remaining unchanged.  In the absence 

of treatment, the values for early and late apoptosis are 2.6% and 1.8% for Rox1 and 1.9% 

and 2.2% for Rox2, respectively, in the presence of oxaliplatin, these values are 3.8% and 

3.9% for Rox1 and 3.2% and 3.9% for Rox2, respectively. 

For the sensitive cells treated with gemcitabine, modifications were observed only for the late 

stage of apoptosis. The proportions of early and late apoptotic cells reach from 5.6% and 

4.9% in control to 5.0% and 10.1% after a 48-hour treatment with gemcitabine, respectively. 

In resistant cells, the proportions of both early and late apoptotic cells are higher in the 

presence of gemcitabine than in its absence, the values increasing from 2.6% and 1.8% for 

Rox1 and 1.9% and 2.2% for Rox2 respectively, to 5.3% and 16.6% for Rox1 and 4.3% and 

13.5% for Rox2 respectively. 

To confirm the induction of apoptosis by oxaliplatin in our sensitive cells, and by 

gemcitabine in our resistant cells, we have studied the cleavage of PARP. We have clearly 

observed that oxaliplatin is only able to induce the cleavage of PARP and thus the induction 

of apoptosis in our sensitive cells (Figure 3F). No modification of PARP cleavage was 

observed in these cells in the presence of oxaliplatin. On the contrary, the cleavage of PARP 

is induced by gemcitabine only in the oxaliplatin-resistant cells, while no cleavage is observed 

in the sensitive cells. 

Studies have shown that different platinum salts, including oxaliplatin, induce 

apoptosis via caspase activation (22). Resistance to oxaliplatin can therefore be done through 

a decrease in these apoptotic pathways. Regulators of the intrinsic apoptotic pathway, whether 

proapoptotic like Bad, Bak, and Bax, or anti-apoptotic like Bcl-2, Bcl-x1, and Mcl-1, may 

also play a role in drug resistance. A loss of the protein Bax will thus induce a greater 

resistance (23). Regulators of the extrinsic apoptotic pathway may also be involved, such as 

the TNFR1, Fas / CD95, TRAIL, DR4 and DR5 death receptors, and the Bid protein. A 

decrease in the expression of the protein Bid will thus lead to a strong resistance to oxaliplatin 

(24). The resistance to oxaliplatin may also be due to the over-expression of c-FLIP which 

will lead to the activation of the XIAP protein and the Akt pathway (25). However, our data 

clearly show that our oxaliplatin-resistant cells present no modification or dysregulation of 

these apoptotic pathways. Indeed, the apoptosis can still be induced in these cells, notably by 

gemcitabine.  

 

Cell signaling pathway screening and analysis 
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To have a better understanding of the pathways involved in the induction of apoptosis 

by gemcitabine in our resistance cells, we have performed a screening of the kinase activities 

of our sensitive and resistant cells incubated in the presence of gemcitabine for 4 hours. The 

kinase activities were measured using PamGene technology and the BioNavigator software. 

In our previous study, we have shown using this same technology that Src kinases and p38 

MAPK were upregulated in our resistant cells and that these kinases were implicated in the 

survival of these cells.  

Our data obtained in the PTK analysis clearly show that the activity of Src kinases is 

strongly decreased by gemcitabine in the resistant cells in comparison to the sensitive cells 

(Figure 4A). Indeed, the kinases of the Src family are in the top kinase list with high 

specificity scores (1.2 for SRC) and high normalized kinase statistics (1.0 for SRC). These 

data show that Src kinases are strongly inhibited by gemcitabine in our resistant cells. 

Moreover, the STK analysis shows that the treatment of our resistant cells with gemcitabine 

induces a major and significant decrease of p38 MAPK activity, as shown in Figure 4B. 

Indeed, the kinases of the p38 MAPK family are in the top list with high specificity scores 

(2.2 for p38 MAPK (MAPK 14), 1.7 for p38 MAPK (MAPK12) and 2.2 for p38 MAPK 

(MAPK 11)) and high normalized kinase statistics (1.3 for all of them; Figure 4B). Moreover, 

this STK analysis also shows that the activity of the kinases of mTor/Akt/P70S6 pathway is 

reduced in the presence of gemcitabine in the resistant cells in comparison to sensitive cells 

(Figure 4C). Despite a low normalized kinase statistic for this pathway (0.3, 0.1, 0.4 and 0.1 

for AKT3, AKT1, mTOR/FRAP and p70S6Kb, respectively), these results show that Src 

kinase, mTor/Akt/P70S6 kinase pathway and p38 MAPK are strongly inhibited by 

gemcitabine in our resistant cells. This mTor/Akt/P70S6 kinase pathway and p38 MAPK are 

well known to be strongly implicated in cell survival, notably in response to chemotherapy.  

To confirm these data, we studied the phosphorylation of these kinases by Western 

blots. Our results show major modifications in the activation of these signaling pathways. 

First of all, gemcitabine was able to induce the phosphorylation of p38 MAPK in both the 

sensitive and the resistant cells, but failed to keep it to a strong level in our resistant cells 

(Figure 4D). Indeed, in the sensitive cells the phosphorylation of p38 MAPK was increased 

by gemcitabine after 45 minutes of treatment and stays elevated after 4 hours and 24 hours of 

incubation. On the opposite, in Rox1 and Rox2 cells, the phosphorylation was increased after 

a 45-minute treatment but was then reduced after 4 hours and 24 hours of treatment. 

Similarly, gemcitabine induced a strong increase of Akt and p70S6 kinase phosphorylation in 

our sensitive cells. On the opposite, these phosphorylations were reduced by gemcitabine in 
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our oxaliplatin-resistant cells (Figure 4D). The phosphorylation levels of these kinases were 

also studied in our other cell lines. Similar effects were observed for p38 MAPK and Akt in 

RKO cells and only for Akt in Caco-2 cells (data not shown). 

Consistent with our result, p38 MAPK and Akt pathway are strongly involved in cell 

survival and linked to the resistance to irinotecan and 5-FU in colorectal cancer cell (26–29). 

Our data obtained using PamGene show a decrease in Src kinase and p38 MAPK activation in 

the resistant cells, in comparison to the sensitive ones. This is very interesting as our previous 

works have shown that these kinases are intimately involved in the resistance to oxaliplatin, 

with calpains and NOX1 (10). By reducing Src and p38 MAPK activities, gemcitabine 

prevents the inhibition of the apoptotic pathway and thus leads to the induction of apoptosis in 

our oxaliplatin-resistant cells. The activation of Akt was previously shown to be involved in 

the resistance of tumor cells to gemcitabine. Our data also show that gemcitabine induces the 

apoptosis  of our oxaliplatin-resistant cells by inhibiting the Akt / mTor / p70S6 kinase 

pathway, while the activation of this same pathway in our sensitive cells allows them to 

survive to this treatment (30,31). Preclinical studies have shown the efficacy of a 

chemotherapy protocol combining gemcitabine and the Akt inhibitor LY2780301 on patients 

with solid tumors mutated on PI3K (32). This study was carried out on several types of solid 

tumors, however only two patients of this cohort had a colorectal cancer. Our HT29-D4 and 

RKO cell lines have a PI3K mutation, P449T and H1047R respectively, while the Caco-2 cell 

line has a wild-type PI3K (33). Thus, it would be interesting to study the efficacy of a 

LY2780301 – gemcitabine combination treatment on these three cell lines.  

Taken together, our results allow us to have a better understanding of the mechanism 

allowing colorectal cancer cells to resist to oxaliplatin treatment and to propose a new 

therapeutic protocol (Figure 5). We have indeed proved that gemcitabine could be a potential 

therapeutic option to treat patients with an oxaliplatin-resistant form of colorectal cancer. 

However this chemotherapy agent should not be used for patients responding correctly to 

oxaliplatin. Indeed, gemcitabine induces the activation of p38 MAPK and Akt in the cells 

sensitive to oxaliplatin, leading to cell survival. The data that we have obtained previously 

and the results presented in this study clearly identify Akt, p38 MAPK and Src kinases as 

potential therapeutic targets. While p38 MAPK and Src inhibitors are currently under clinical 

evaluation for colorectal cancer treatment (11,34), we are showing that gemcitabine could 

also be useful to maximize the inhibition of these kinases and thus beneficial for patients, 

particularly those presenting a resistance to oxaliplatin treatment. 
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Figure legends 

 

Figure 1: Screening of different chemotherapy efficacies. The HT29-D4, HT29-D4-Rox1 

(Rox1), HT29-D4-Rox2 (Rox2), RKO, RKO-Rox1 (Rox1), RKO-Rox2 (Rox2), Caco-2 and 

Caco-2-Rox cells were submitted to 72-hour cytotoxicity assays to 5-fluoro-uracil, etoposide, 

vincristine, paclitaxel, doxorubicin and gemcitabine (C, E and G respectively to cells). The 

IC50 values of 5-fluoro-uracil, etoposide, vincristine, paclitaxel, doxorubicin (A) and 

gemcitabine (D, F and H respectively to cells) were then calculated using the Chou and 

Talalay’s method.  

 

Figure 2: Analysis of gemcitabine and oxaliplatin interactions 

The HT29-D4, HT29-D4-Rox1 (Rox1) and HT29-D4-Rox2 (Rox2) cells were submitted to 

72-hour cytotoxicity assays to oxaliplatin or/and gemcitabine (A). The combination status of 

oxaliplatin and gemcitabine (B and C) was then calculated using the Chou and Talalay’s 

method with CompuSyn software. The HT29-D4, Rox1 and Rox2 cells were submitted to 72-

hour cytotoxicity assays using different concentrations of the drugs alone (LOHP, gem) or in 

combination (LvsG). The concentrations were determined according to the IC50. The results 

obtained with CompuSyn (fraction affected (Fa) and the combination index (CI)) are 

presented in B and C.  

 

Figure 3: Analysis of the induction of apoptosis by oxaliplatin and gemcitabine 

Flow cytometry analysis of Annexin-V-FITC and propidium iodide staining. Representative 

dot plots of HT29-D4 (A), Rox1 (B) and Rox2 (C) incubated a 48-hour to oxaliplatin 

(oxaliplatin) and to gemcitabine (gemcitabine). The early and late apoptosis (D and C 

respectively) values of the different conditions were submitted to a diagram. Values are 

means ± standard error (error bars) (n=3). HT29-D4, Rox1 and Rox2 cells were seeded in 6-

well plates and incubated in the absence, or in the presence of 2 µM of oxaliplatin or 10 nm of 

gemcitabine. The cells were lysed and equal amounts of proteins were processed for 

immunoblotting using antibodies against GAPDH, PARP and cleaved PARP (Asp214) (E). 
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Figure 4: Screening of gemcitabine effects on signaling pathways 

HT29-D4 and Rox1 cells were seeded in 6-well plates and incubated in the presence of 10 nM 

of gemcitabine for 4 hours. The cells were lysed and 0.5 µg of proteins were used for 

PamGene kinase activity assay. The data were analyzed using the BioNavigator software to 

compare the kinase activity of HT29-D4 and Rox1. The top kinase lists of PTK and STK 

analysis obtained in the presence of gemcitabine are presented in A, B and C, respectively. A 

negative normalized kinase statistic value indicates a kinase activity higher for HT29-D4 than 

for Rox1. The cells were incubated in the absence (CTRL) or in the presence of 2 µM of 

oxaliplatin for 45 minutes (45m), 4 hours (4h), 24 hours (24h). The cells were lysed and equal 

amounts of proteins were processed for immunoblotting using antibodies against Akt, 

phospho-Akt (ser 473), p70S6K, phospho-p70S6K (thr389), GAPDH, p38 MAPK and 

phospho-p38 MAPK (thr180/tyr182) (D). 

 

Figure 5: Schematic model of gemcitabine effects in colorectal cancer cells sensitive or 

resistant to oxaliplatin.  
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3 Conclusion de la deuxième partie 
 

Voici les résultats principaux obtenus dans cette deuxième partie (article en préparation) : 

 

 

✓ Les cellules résistantes à l’oxaliplatine sont également résistantes à plusieurs autres 

chimiothérapies. Les tests de cytotoxicité avec les différentes drogues montrent, en 

effet que les cellules résistantes ont toujours une IC50 supérieure à celle des cellules 

sensibles et cela pour tous les types cellulaires étudiés. Cette IC50 est généralement 3 à 

6 fois plus élevées. Ces données montrant une multi-résistance laissaient supposer un 

mécanisme de résistance non spécifique, potentiellement basé sur des canaux de 

relargage des chimiothérapies. 

 

✓ Les cellules résistantes à l’oxaliplatine sont sensibles à la gemcitabine et elles 

présentent une sensibilité accrue par rapport aux cellules sensibles à l’oxaliplatine. En 

effet, l’IC50 des cellules résistantes est 5 fois inférieur à l’IC50 des cellules sensibles. 

Ces données montrent que nos cellules résistantes à l’oxaliplatine ne sont pas 

résistantes à toutes les chimiothérapies. 

 

✓ La combinaison GEMOX (gemcitabine et oxaliplatine) n’entraine pas une synergie 

mais au contraire un antagonisme dans les cellules. En effet, les tests de combinaison 

réalisés grâce au logiciel CompuSyn montrent que dans les cellules sensibles, il n’y a 

une possibilité de synergie qu’à faibles doses inférieures à l’IC50, tandis qu’aux doses 

les plus fortes les deux drogues sont antagonistes. Dans les cellules résistantes, les 

deux drogues sont antagonistes, seules les très faibles doses seraient synergiques mais 

cela reste une extrapolation informatique des données.  

 

✓ La gemcitabine induit l’apoptose des cellules résistantes à l’oxaliplatine. Des analyses 

annexine V/PI, qui permettent de différencier apoptose et nécrose, nous ont montré 

que la gemcitabine était capable d’activer l’apoptose dans nos cellules résistantes, 

tandis qu’elle n’est pas capable de le faire dans nos cellules sensibles. Ces données 

montrent que la résistance à l’oxaliplatine de nos cellules n’est pas due à des défauts 

des voies apoptotiques, puisque l’apoptose reste inductible, mais bien à un 

contournement par activation de voies de survie. 
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✓ La voie Akt est activée par la gemcitabine dans les cellules sensibles à l’oxaliplatine, 

ce qui explique l’absence d’induction de l’apoptose dans ces cellules. 

 

✓ Dans les cellules résistantes, la gemcitabine inhibe la voie de résistance à 

l’oxaliplatine calpaïne/Src/NOX1/p38 MAPK identifiée dans la première partie de 

cette étude. En effet, la gemcitabine réduit l’activation des kinases Src, p38 MAPK et 

Akt dans les cellules résistantes à l’oxaliplatine. 

 

✓ La gemcitabine induit l’apoptose des cellules résistantes à l’oxaliplatine en inhibant 

les voies de survie suractivées lors du développement de la résistance. 

 

✓ Akt, p38 MAPK et Src sont des cibles thérapeutiques intéressantes pour traiter les 

patients atteints d’un cancer colorectal et ne répondant pas aux protocoles contenant 

de l’oxaliplatine. En inhibant ces kinases, la gemcitabine est une solution potentielle à 

la résistance à l’oxaliplatine.
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Les études réalisées précédemment au laboratoire ont mis en évidence une forte 

implication de NOX1 dans la réponse des cellules tumorales colorectales à l’oxaliplatine 

(Dahan et al. 2009), mais aussi l’implication de celle-ci et des calpaïnes dans les étapes de 

migration des cellules tumorales (Sadok et al. 2008; Leloup et al. 2010). Les travaux 

présentés dans ce manuscrit avaient pour objectif premier de montrer l’implication potentielle 

de NOX1 et des calpaïnes dans la résistance à l’oxaliplatine. Cependant, comme pour toute 

bonne thèse, l’hypothèse de départ a été grandement modifiée. Nous allons donc maintenant 

faire un résumé de toutes les données obtenues au cours de cette thèse et bien sûr les discuter. 

 

➢ Implication de la voie calpaïne/NOX1 dans la résistance à l’oxaliplatine 

 

Les résultats obtenus en comparant les cellules sensibles et cellules résistantes à 

l’oxaliplatine nous ont permis de mettre en évidence une toute nouvelle voie de signalisation 

mettant en jeu les calpaïnes et NOX1. Nos résultats montrent qu’il existe une régulation de 

l’activité de NOX1 par les calpaïnes puisqu’une inhibition des calpaïnes dans nos cellules 

sensibles et résistantes entraine des variations importantes de la production de ROS. Nous 

avons ainsi observé une régulation négative de NOX1 par les calpaïnes dans les cellules 

sensibles, à l’inverse une régulation positive a été observée dans nos cellules résistantes. C’est 

la première fois qu’une telle inversion de régulation est observée. Il a noté que contrairement 

à certaines études nous n’avons observé aucune régulation de l’activité des calpaïnes par les 

ROS. Nous avons poursuivi l’étude en observant les différences de régulation qui existaient 

entre les cellules sensibles et les cellules résistantes. Nous avons ainsi pu mettre en évidence, 

pour la première fois, une régulation directe des calpaïnes sur le complexe NOX1 via le 

clivage de la protéine NOXA1 dans les cellules sensibles à l’oxaliplatine. NOXA1 se rajoute 

donc à la longue liste des substrats des calpaïnes ubiquitaires. La régulation est différente 

dans les cellules résistantes où les calpaïnes lèvent l’inhibition des Src kinases qui régulent à 

leur tour la production de ROS en activant NOX1. Ces ROS vont rapidement se dismuter et 

permettre l’activation de p38 MAPK et ainsi la survie des cellules. 

 

Conclusion générale & perspectives 



  Conclusion générale & perspectives 

 188 

Pour compléter nos travaux réalisés sur cette régulation de NOX1 par les calpaïnes, il 

serait intéressant d’étudier cette voie de signalisation de façon plus détaillée dans les cellules 

résistantes. Nous pourrions ainsi essayer de comprendre pourquoi NOXA1 n’est pas clivée 

dans ces cellules. Nous pourrions aussi mener une étude sur les mécanismes de régulation des 

calpaïnes sur les Src kinases en étudiant les différentes phosphatases impliquées dans la 

déphosphorylation du résidu tyrosine 527 dont la phosphorylation est inhibitrice. Des études 

réalisées précédemment ont identifié PTP1B, mais ces résultats sont à vérifier dans nos 

conditions (Cortesio et al. 2008). Nous pourrions également étudier la phosphorylation des 

protéines associées à NOX1, telle que NOXA1 ou p47phox, par les Src kinases (Gianni et al. 

2010), de manière à mieux comprendre les mécanismes d’augmentation de production de 

ROS. La dismutation rapide des ions superoxydes doit être également étudiée dans nos 

cellules de manière à savoir par exemple si la superoxyde dismutase (SOD) extracellulaire 

SOD3 est impliquée (Lim et al. 2010). SOD3 pourrait être surexprimée dans les cas de 

résistance à l’oxaliplatine permettant la dismutation de l’ion superoxyde et ainsi induire 

l’activation de p38 MAPK (Pekarčíková et al. 2016). De plus, si cette SOD3 est surexprimée 

au niveau extracellulaire, cette surexpression pourrait être étudiée dans le sang des patients 

après un traitement à l’oxaliplatine. La présence ou l’absence d’augmentation d’expression de 

la SOD3 pourrait alors servir pour prédire la réponse au traitement.  

Nous pourrions également étudier de manière plus détaillée le clivage de NOXA1 par 

les calpaïnes. Nos résultats et le logiciel CalCleave nous ont permis de montrer que le clivage 

intervient dans la partie C-terminal à environ 2 kDa de l’extrémité. Cependant nous ne savons 

au niveau de quelle séquence exactement ce clivage a lieu. Nous ne savons pas non plus dans 

quel domaine. C’est pourquoi des études de spectrométrie de masse seraient intéressantes à 

réaliser. Nous pourrions ainsi connaitre plus précisément les mécanismes d’interaction de 

NOXA1 clivé avec les protéines du complexe NOX1 soit NOX1 lui-même soit NOXO1. 

 

➢ Implication des mutations de BRAF et de PI3K dans les différents 

mécanismes de résistance 

 

Cette étude nous a permis de voir les différences de régulation des voies de 

signalisation de résistance à l’oxaliplatine entre cellules HT29-D4, RKO et Caco-2. Nos 

résultats montrent des modifications de la production de ROS dans les différentes cellules 

résistantes HT29, RKO et Caco-2. Cependant des différences existent entre les différents 

types cellulaires. Nos mesures de production de ROS par lucigénine, nous ont montré une 
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augmentation de la production de ROS dans les cellules résistantes HT29-D4 et RKO, mais à 

l’inverse nous avons observé une diminution de cette production de ROS dans les cellules 

résistantes Caco-2. Cette diminution de la production de ROS pourrait être expliquée par la 

diminution d’expression de l’isoforme NOX5 que nous avons observée dans les cellules 

résistantes à l’oxaliplatine Caco-2-Rox. Cela signifierait que la production de ROS des 

cellules Caco-2 serait due à l’activité de NOX5, alors que NOX1 est responsable de la 

production dans les cellules HT29-D4 et RKO. Ces cellules présentes des profils mutationnels 

différents qui expliquer ces différences de production de ROS. En effet les cellules HT29-D4 

et RKO présentent des mutations sur BRAF et sur la PI3K alors que les cellules Caco-2 

expriment les formes sauvages de ces deux protéines (Ahmed et al. 2013). Il a été montré 

qu’une inhibition de l’expression de BRAF V600E conduisait à une augmentation de la 

production de ROS (Fukuyo et al. 2008; Halliwell 1999) et au contraire qu’une inhibition de 

la PI3K empêcherait la translocation des facteurs cytosoliques de NOX, conduisant à une 

diminution de la production de ROS (Nakanishi et al. 2014). 

Nous pouvons donc supposer que ces deux mutations impacteraient la production de 

ROS dans nos différentes cellules résistantes et notamment l’isoforme responsable de cette 

production. La mutation BRAF V600E entraine une inhibition de la production intracellulaire 

de ROS, or les différentes isoformes de NOX5 peuvent être exprimées dans les membranes 

intracellulaires telles que celles du réticulum endoplasmique et des mitochondries (données 

préliminaires). Ces différentes études n’ont pas pris en compte que les ROS extracellulaires, il 

serait donc intéressant de vérifier cette production de ROS (Fukuyo et al. 2008; Halliwell 

1999). Les mutations activatrices de la PI3K induisent la phosphorylation des facteurs 

cytosoliques du complexe NOX1 et augmenterait donc la production de ROS par cette 

isoforme (Nakanishi et al. 2014). Ainsi les mutations de BRAF et de PI3K pourraient 

favoriser la production de ROS par l’isoforme NOX1 tandis que l’expression des protéines 

BRAF et PI3K sauvages favoriserait la production dépendante de NOX5. 

L’étude de ce projet pourrait se faire en plusieurs points : 

− Nous pourrions étudier l’implication de NOX5 dans la réponse à l’oxaliplatine en 

utilisant des cellules Caco-2 KO pour NOX5 (cellules déjà obtenues au laboratoire grâce 

à la technologie CRISPR/Cas9). 

 

− Nous pourrions aussi étudier l’implication de la mutation PI3K en transfectant des 

cellules Caco-2 avec un plasmide permettant l’expression inductible de la protéine PI3K 

présentant une mutation activatrice. Cela nous permettrait de contrôler l’expression de la 
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protéine PI3K et ainsi suivre la production de ROS par lucigénine, mais aussi, de suivre 

la phosphorylation des différents facteurs cytosoliques du complexe NOX1 et ainsi 

vérifier que la production de ROS est bien dépendante de NOX1. 

 

− Nous pourrions aussi utiliser des lignées isogéniques BRAF V600E Caco-2 et Caco-2-

Rox. La production de ROS intra- et extracellulaire serait analysée pour identifier toutes 

les modifications induites par la mutation. Nous pourrions ainsi voir si la mutation 

impacte l’expression et l’activité de NOX5 dans ces cellules. Nous pourrions également 

transfecter ces cellules avec un plasmide permettant l’expression inductible de la PI3K 

mutée (activée) et observer les changements induits sur la voie calpaïne/NOX1.  

 

➢ Etude de l’efficacité d’une association d’inhibiteurs de Src et de p38 

MAPK avec le traitement FOLFOX 

 

Un des objectifs de cette étude concernant l’implication de la voie calpaïne/NOX1 

dans la résistance à l’oxaliplatine était d’en identifier les acteurs et de trouver des inhibiteurs 

pour contrer cette résistance afin de soigner au mieux le patient. Pour cela, nous avons inhibé 

les calpaïnes et NOX1 dans nos cellules résistantes, cependant les résultats n’étaient pas ceux 

attendus, les inhibitions étant bien trop drastiques. Ces enzymes étant intimement liées à la 

mise en place de l’apoptose (Ito et al. 2016; Matsuno et al. 2012; Huang et al. 2017; Li et al. 

2009) et à la réponse à l’oxaliplatine dans les cellules tumorales colorectales (Dahan et al. 

2009), il semble compliqué de les moduler directement et de manière suffisamment précise 

pour optimiser l’efficacité du traitement. L’étude de cette voie de signalisation, nous a 

cependant permis de mettre en évidence l’implication de deux autres acteurs de résistance à 

l’oxaliplatine. En effet, p38 MAPK et Src sont deux kinases impliquées dans cette voie. Nos 

résultats sur l’inhibition de p38 MAPK en présence d’oxaliplatine montre clairement un 

retour à l’apoptose de nos cellules résistantes. 

Pour compléter les travaux réalisés sur ces deux kinases, il serait intéressant d’étudier 

les effets de l’inhibiteur de Src kinase sur la réponse des cellules résistantes à l’oxaliplatine. 

Pour se faire nous pourrions refaire des tests de cytotoxicité en présence de cet inhibiteur. 

Ensuite, des études de synergie entre l’oxaliplatine et ces deux inhibiteurs de Src et de p38 

MAPK, pourraient être réalisées dans le but de connaître les concentrations suffisantes pour 

induire la mort cellulaire dans nos cellules résistantes. Ces résultats pourront être transposé à 

des souris avec des greffes sous-cutanées de nos cellules résistantes et cellules sensibles. Pour 
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aller encore plus loin nous pourrions étudier avec des cliniciens les effets d’un traitement 

inhibiteur de Src kinase et/ou de p38 MAPK avec le protocole FOLFOX sur des patients 

ayant les mutations PI3K activatrice et/ou BRAF V600E. 

 

➢ La gemcitabine, une thérapie de remplacement pour les tumeurs 

résistantes à FOLFOX ? 

 

Le « screening » de différentes chimiothérapies nous a permis de montrer que nos 

cellules résistantes à l’oxaliplatine sont également résistantes à de nombreuses autres 

chimiothérapies. Cependant une chimiothérapie sort du lot, en effet la gemcitabine, à l’inverse 

des autres chimiothérapies, est efficace sur les cellules résistantes à l’oxaliplatine. Elle 

présente même une efficacité accrue sur ces cellules par rapport aux cellules sensibles. Nous 

avons montré par différentes techniques (Western blot et annexine V/PI) que la gemcitabine 

est capable d’induire un retour de l’apoptose dans nos cellules résistantes, ce qui prouve qu’il 

n’y a pas dans nos cellules de défaut dans les mécanismes apoptotiques, contrairement à ce 

que certaines études suggèrent (Gourdier et al. 2002 ; Köhler et al. 2008). Cette voie 

apoptotique activée pourrait venir d’une sous-activation de deux voies de signalisation 

impliquées dans la survie cellulaire, la voie Akt et la voie p38 MAPK. Ces deux voies de 

signalisation sont souvent impliquées dans les résistances aux traitements dans différents 

types de cancer (Paillas et al. 2011; Gao et al. 2002; Igea and Nebreda 2015; Massihnia et al. 

2017; Wang et al. 2017; Kim et al. 2008). Notre étude des interactions oxaliplatine – 

gemcitabine, sur les cellules sensibles et sur les cellules résistantes, a montré que ces deux 

drogues ont un effet antagoniste dans nos cellules résistantes, ce qui permet d’expliquer que le 

protocole GEMOX n’a pas fait ces preuves en étude clinique (Ziras et al. 2006). La 

gemcitabine serait plus efficace utilisée seule pour traiter les cellules résistantes à 

l’oxaliplatine. 

 

Cependant plusieurs points restent à analyser : 

− L’activation de l’apoptose doit être mieux analysée. D’autres tests sur l’activation de 

l’apoptose doivent être réalisés, nous pourrions ainsi étudier l’activation des caspases 

3 et 7 ou la condensation de la chromatine avec le DAPI. Les voies de signalisation de 

l’apoptose doivent également être étudiées, comme la voie mitochondriale apoptotique 

qui peut être modulée par Akt (Zhang et al. 2017; Sun et al. 2017). 
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− Une analyse de l’efficacité de traitements combinant la gemcitabine et des inhibiteurs 

d’Akt et/ou de p38 MAPK devrait être réalisée. En effet les voies de signalisation Akt 

et p38 MAPK étant augmentées dans les cellules sensibles en présence de 

gemcitabine, une inhibition permettrait à ces cellules de retrouver un statut pro-

apoptotique et ainsi conduire à leur mort cellulaire. Une étude préclinique étudie déjà 

cette possibilité (Angevin et al. 2017), cependant elle ne porte pas uniquement sur le 

cancer colorectal. Nous pourrions par exemple étudier l’effet de la combinaison du 

LY2780301 (un inhibiteur de p70S6K et Akt) et de la gemcitabine sur les patients ne 

répondant pas aux différents protocoles chimiothérapeutiques. 

 

− Actuellement une étude sur l’animal est en train d’être réalisée au laboratoire, de façon 

à confirmer nos observations réalisées in cellulo. Cette étude va être aussi couplée à 

une analyse d’immunofluorescence pour observer les modifications de 

phosphorylation des protéines Akt et p38 MAPK. Si cette étude montre des effets 

positifs, nous pourrions discuter avec les cliniciens pour de futures mises en place de 

protocoles de traitement. 
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