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PREAMBULE

Notre laboratoire s’intéresse au rdle des mitochondries dans la sensibilité/résistance
aux agents anticancéreux. Les résultats de ces derniéres années ont conduit a envisager
la mitochondrie comme une cible potentielle pour le traitement des cancers.

En effet, la mitochondrie a une place privilégiée dans la signalisation cellulaire, au
carrefour de la survie et de la mort de la cellule. La mitochondrie est un organite, (1) qui
est capable d’intégrer une multitude de signaux en amont, en particulier ceux
déclenchés par le stress (2) qui, consécutivement, est capable de moduler le
métabolisme énergétique au travers la production d’ATP, en assimilant une multitude de
substrats tels que le pyruvate, la glutamine et les acides gras. La mitochondrie participe
également a la biosynthese de macromolécules essentielles pour la prolifération des
cellules cancéreuses, au travers des voies anaboliques et cataboliques. (3) qui, participe
activement aux différentes formes de mort cellulaire. Ainsi selon la réponse génerée, la
mitochondrie intervient dans la décision de vie et de mort de la cellule. Le travail
présenté ici s’'inscrit directement dans cette thématique en se focalisant sur I'implication

de la mitochondrie dans la réponse aux stress réticulaires.
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Facteurs exfrinséques RTK

Vie/Mort cellulaire ¢

Figure 1: Implication de la mitochondrie dans la réponse aux stress cellulaires.

La mitochondrie est capable d’intégrer une multitude de signaux internes et externes
qui vont moduler le métabolisme énergétique. En fonction des signaux intégrés et de
leur intensité, la mitochondrie va permettre la vie ou la mort de la cellule.
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PARTIE 1 : ROLE DE LA MITOCHONDRIE DANS LE
CANCER

La tumorigenese est un processus multi étape au cours duquel de nombreuses
altérations génétiques conduisent a la transformation progressive de cellules normales
en cellules cancéreuses. A I'heure actuelle, on dénombre pas moins de 200 types de
cancers différents traduisant ainsi une grande diversité causée a la fois par une
hétérogénéité entre les tumeurs mais également au sein d’'une méme tumeur
(Giampazolias E et al, 2016). En dépit de cette diversité, il a été démontré que les
cellules cancéreuses partagent des caractéristiques communes. En effet, les cellules
cancéreuses ont la capacité de résister a la mort cellulaire, de métastaser, d'induire
I'angiogenése, d’échapper au systeme immunitaire, ont une instabilité génétique ainsi
qu’'une reprogrammation de leur métabolisme énergétique (Hanahan, D et al, 2011).
Chacun de ces changements physiologiques acquis durant le processus de tumorigenése
représente une cible thérapeutique pour le traitement des cancers.

Depuis quelques années, des études se portent sur un organite qui aurait un roéle clé

dans la plupart des caractéristiques citées par Hanahan, la mitochondrie.

La mitochondrie est un organite pluripotent capable de contrdler a la fois la vie et la
mort cellulaire. En effet, la mitochondrie constitue la source principale de génération
d’ATP et est impliquée dans des voies anaboliques et cataboliques multiples. Outre son
role métabolique, il a été démontré que la mitochondrie est fortement impliquée dans la
réponse aux stress cellulaires en engendrant notamment l'autophagie ou encore
I'apoptose.

L’'implication de la mitochondrie dans ces processus est essentielle pour maintenir
I'homéostasie cellulaire, en effet, il a été démontré que des défauts mitochondriaux ou
des altérations des voies de signalisations convergeants ou provenant de la
mitochondrie engendrent des pathologies chez 'homme et notamment le cancer
(Galluzzi L et al,, 2012). Il apparait clairement que par son role multiple, la mitochondrie

constitue une cible thérapeutique prometteuse dans le traitement des cancers.

27



1. La mitochondrie au carrefour de la survie et de la mort

cellulaire

1.1. Implication de la mitochondrie dans la mort cellulaire :

1.1.1. Implication de la mitochondrie dans 'apoptose :

La mort cellulaire programmée (MCP) ou apoptose est un processus physiologique
impliqué notamment dans I'embryologie, le développement du systeme nerveux mais
également dans I’élimination de cellules potentiellement dangereuses pour I'organisme.
L’apoptose est accompagnée de modifications morphologiques caractéristiques telles
qu’un rétrécissement cellulaire, un bourgeonnement membranaire mais également une
condensation chromatinienne. Cette mort cellulaire implique I'activation de protéases
spécifiques appelées caspases responsables de la dégradation des composants
cellulaires. Les caspases sont présentes dans la cellule sous forme de précurseurs
inactifs ou zymogenes. On définit des caspases initiatrices dont les caspases 2, 8 et 9
activées par autoclivage et des caspases effectrices comme les caspases 3, 6 et 7 activées
par les caspases initiatrices.

Deux voies principales apoptotiques ont été décrites : la voie extrinseque ou voie des
récepteurs de mort induite par l'interaction d’un ligand avec un récepteur et la voie
intrinséque ou voie mitochondriale induite de facon autonome suite a divers stress
cellulaires tels que la privation en nutriments, un stress calcique ou des dommages a
I’ADN. Il a été mis en évidence que ces deux voies peuvent étre finement régulées par la

mitochondrie (Green DR et al,, 2015).

1.1.1.1. L’apoptose mitochondriale :

L’apoptose intrinseque ou mitochondriale est induite a la suite de diverses
perturbations intracellulaires. Elle est caractérisée par la formation d’'une plateforme
d’activation appelée apoptosome, nécessaire au déroulement de I’apoptose.

Lors de l'apoptose mitochondriale, le cytochrome c est relargué de I'espace
intermembranaire mitochondrial (EIMM) versle cytosol. 1l va se lier aux protéines
APAF1 (Apoptotic protease - activating factor 1) qui constituent la plateforme

d’assemblage de 'apoptosome. Ce complexe multiprotéique va permettre I'activation de
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la caspase 9 qui induira par la suite le clivage et 'activation des caspases effectrices,

responsables de la dégradation des composants cellulaires lors de I'apoptose (Figure 2).

Stimuli dpopftigues

Dommages ADN
Mangue de nutriments
Stress réticulaire

FAMILLE BCL-2

Smac/Diablo
&é @

& — @ —i
Og xIAPs

Omi/HirA2

APOPTOSOME

APOPTOSE

Figure 2: I'apoptose mitochondriale.

L’apoptose mitochondriale est induite suite a divers stress tels que les dommages a ’ADN, le
manque de nutriments et le stress réticulaire. En réponse a ces stimuli apoptotiques, la
mitochondrie va déclencher l'apoptose en favorisant la MOMP permettant le relargage du
cytochrome c et de facteurs solubles de 'EIMM vers le cytosol. Le cytochrome c va aller se lier
aux protéines APAF1 formant ainsi I'apoptosome, plateforme permettant le recrutement et
I'activation de la caspase initiatrice 9. La caspase 9 activée va pouvoir a son tour activer les
caspases effectrices comme la caspase 3 et induire 'apoptose. L’apoptose est régulée par les
facteurs solubles Smac/Diablo, Omi/HtrA2 et xIAPS relargués suite a la MOMP mais également
par la famille des protéines Bcl-2.

Dans les cellules saines, le cytochrome c est retrouvé uniquement dans I'EIMM. Son
interaction avec APAF1 implique la perméabilisation de la membrane mitochondriale
(MOMP : mitochondrial outer membrane permeabilization) induite par les stimuli

apoptotiques.
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En plus d’induire le relargage du cytochrome c, la MOMP induit la libération de toutes
les protéines solubles de I'EIM. Parmi ces protéines, on retrouve des négatifs de
I'apoptose, les protéines xIAPs (X-linked inhibitor of apoptosis). Ces protéines sont
composées d'un domaine BIR qui permet l'interaction et l'inhibition des caspases,
notamment les caspases 3, 7 et 9; mais également d’'un domaine E3 ubiquitine Ligase
qui va permettre d’ubiquitinyler les caspases favorisant ainsi leur dégradation
protéasomale. De plus, il a été démontré que ces protéines favorisent I'activation d'un
facteur impliqué dans la survie, le facteur NFxB. Les IAPs (x-IAPs ou c-IAPs) sont
régulées négativement par les protéines Smac/Diablo et Omi/HtrA2. En effet, il a été
démontré que Smac/Diablo interagit avec les IAPs ce qui permet de liberer les caspases
séquestrées. Omi/HtrA2 quant a elle, est une sérine protéase mitochondriale qui va
cliver de facon irreversible les [APs (Vasudevan V et al,, 2015).

La MOMP est régulée finement par de nombreuses protéines ayant un role majeur dans
le déroulement de I'apoptose mitochondriale : les protéines de la famille Bcl-2 (B cell

Lymphoma-2) (Galluzi L et al., 2012) (Green DR et al., 2015).

Dans le lymphome a cellules B a été découvert une nouvelle translocation entre les
chromosomes 14 et 18 t (14 ;18) qui place le gene de Bcl-2 a la suite du promoteur de la
chaine lourde des immunoglobulines permettant la surexpression de la protéine Bcl-2.
Cette protéine permet d’augmenter la survie de ces cellules en inhibant 'apoptose.
Environ 25 variants de cette protéine avec des degrés d’homologie différents ont été
découverts constituant les membres de la famille Bcl-2 ; Ces protéines pouvant étre soit
pro ou antiapoptotiques (Hata AN et al., 2015).

Les membres de la famille Bcl-2 sont définis par la présence de courtes séquences
conservées BH (Bcl-2 Homology) (BH1, BH2, BH3 et BH4) d’environ 20 acides aminés
ainsi qu'un domaine transmembranaire a l'exception des protéines BH3-only. La
présence ou non de ces domaines va déterminer la fonction apoptotique de la protéine.
Ces protéines sont réparties en 3 catégories : les protéines antiapoptotiques telles que
les protéines Bcl-2, Bcl-XL (B-cell Lymphoma-Extra Large) et Mcl-1 (Myeloid Cell
Leukemia 1); les protéines proapoptotiques effectrices Bax et Bak et les protéines BH3-
only telles que Bim, Bid, Bad, NOXA et PUMA (p53 Upregulated Modulator of Apoptosis)
(Figure 3).
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‘ Les protéines de la famille Bcl-2 ‘
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Figure 3: Classification des protéines de la famille Bcl-2.

On distingue les protéines antiapoptotiques telles que Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1; les protéines
proapoptotiques effectrices comme Bax, Bak et Bok et les protéines BH3-Only proapoptotiques
regroupant notamment NOXA, PUMA, Bad et Bim.

e La formation d’'un pore Bax/Bak induit la MOMP

Il existe une balance entre les protéines Bcl-2 pro et antiapoptotiques déterminant la vie
ou la mort de la cellule. En condition normale, les protéines antiapoptotiques vont étre
majoritaires et vont séquestrer les protéines proapoptotiques. Cette situation est
contrebalancée lors de stimuli apoptotiques permettant ainsi d’induire la MOMP et

I'apoptose. La MOMP est finement régulée par les protéines de la famille Bcl-2.

En effet, la MOMP est induite par les protéines proapoptotiques effectrices: les
protéines Bax et Bak. La protéine Bak est localisée de facon constitutive sur la MEM
tandis que Bax est cytosolique. Lors de stimuli apoptotiques, la protéine Bax va étre
activée et rejoindre Bak sur la MEM. Cette activation va conduire a leur oligomérisation
formant ainsi un pore permettant la MOMP et le relargage du cytochrome c de I'EIMM
vers le cytosol. L'oligomérisation et 'activation des protéines Bax et Bak sont finement

régulées a la fois par les protéines pro et antiapoptotiques.
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En effet, les protéines proapoptotiques BH3-only vont permettre d’induire la MOMP via
'interaction directe avec les effecteurs Bax et Bak et de facon indirecte en séquestrant
les protéines antiapoptotiques Bcl-2. On définit 2 groupes de protéines BH3-only : les
BH3-only activatrices comme Bim et Bid qui vont activer directement les protéines Bax
et Bak et les BH3-only sensibilisatrices comme Bad et NOXA qui vont activer la MOMP
uniquement de fagon indirecte, en séquestrant les protéines antiapoptotiques. Il a été
démontré qu’'en fonction de leur concentration, les BH3-only activatrices peuvent
également séquestrer les protéines antiapoptotiques Bcl-2 dans le but d’inhiber la
MOMP.

A contrario, les protéines antiapoptotiques Bcl-2 localisées au niveau de la membrane
mitochondriale vont inhiber 'oligomérisation de Bax/Bak, tout d’abord en séquestrant
Bax, empéchant ainsi la MOMP ; mais également en séquestrant les protéines BH3-only
activatrices (Bhola PD et al., 2016) (Siddiqui WA et al., 2016) (Figure 4).

Aujourd’hui, le déroulement de la MOMP est relativement controversé. En effet, une
seconde hypotheése explique ce phénomeéne: le phénomene de transition de

perméabilité mitochondriale (MPT : Mitochondrial permeability transition).

e Phénomene de transition de perméabilité mitochondriale

Ce phénomeéne est causé par une augmentation brutale de la perméabilité de la
membrane interne mitochondriale (MMI) aux solutés. Cela aboutit a une chute du
potentiel de membrane mitochondrial (Ayym), un swelling mitochondrial et la rupture
de la membrane interne libérant ainsi les protéines solubles mitochondriales y compris
le cytochrome c.

Cette MTP aurait pour origine la formation d’'un méga canal appelé le pore de transition
de perméabilité (PTP). Le PTP est un gros complexe formé a la jonction de la MMI et de
la MME et composé de protéines comme les VDACs (Voltage dépendant anion channels),
I’Adenine Nucleotide transferase (ANT) et la cyclophiline D (CYPD) (Siddiqui WA et al,,
2015). 11 a été démontré que les protéines de la famille Bcl-2 peuvent interagir avec le
PTP. En effet, les protéines antiapoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL inhiberaient le VDAC et
I’ANT tandis que Bax coopérerait avec les membres du PTP pour induire la mort
cellulaire. Aujourd’hui le réle de la MPT dans 'apoptose est critiqué notamment du fait
que la chute du Aym peut se produire apres le relargage du cytochrome c dans certains

types d’apoptose suggérant alors que la MPT n’est pas forcément responsable de
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relargage du cytochrome c et donc de 'apoptose. (Tsujimoto Y et al., 2007). De plus, des
études réalisées sur des thymocytes, des hépatocytes, des cellules intestinales ou encore
des fibroblastes (MEFs) provenant de souris déficientes en CYPD montrent I'induction
d’apoptose en réponse a divers stimuli apoptotiques tels que les rayons X, le TNFa ou
encore l'étoposide. A 'heure actuelle, des études suggerent une participation de la
MOMP dans la mort cellulaire nécrotique plutét que dans la mort apoptotique
(Nakagawa T et al., 2005) (Baines CP et al., 2005). Bien que ces 2 hypotheses ne soient
totalement élucidées et comprises, il parait clair que les protéines de la famille Bcl-2

sont essentielles au controdle de la MOMP.

Bcl-2
BH3-only activatrice

Bcl-2
BH3-only sensibilisatrice

. K%) Stimuli apoptofiques (@/ _
Bax | A S |' ¥
Bak O A e Q Bax/Bak °
MOMP
A ®o
o
[#]

O BH3-only activatrices F Protéines antiapoptotiques Bcl-2 @ Oligomére Bax/Bak

<> BH3-only sensibilisatrices © Cytochromec A@ C  Smac, Omi et IAPs

Figure 4 : Régulation de la formation du pore Bax/Bak induisant la MOMP, par les
protéines de la famille Bcl-2.

La MOMP est finement régulée par la famille des protéines Bcl-2. En condition normale, les
protéines Bcl-2 antiapoptotiques majoritairement présentes inhibent a la fois I'oligomérisation
des effecteurs proapoptotiques Bax et Bak qui sont responsables directement de la MOMP, mais
également les protéines proapoptotiques BH3-only activatrices. Lors de stimuli apoptotiques, les
protéines proapoptotiques vont devenir majoritaires. Les protéines BH3-only sensibilisatrices
vont séquestrer les protéines antiapoptotiques inhibant leur activité et libérant les protéines
BH3-only activatrices qui vont pouvoir aller activer I'oligomérisation de Bax et BAK induisant la
formation d’un pore nécessaire a la MOMP.
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1.1.1.2. Amplification de la voie des récepteurs de mort par la

mitochondrie :

La voie des récepteurs de mort est causée par la liaison d'un ligand comme Fas-L ou le
TNF (Tumor Necrosis Factor) a des récepteurs de mort tels que Fas ou encore le TNFR.
Cette liaison conduit a la formation d’une plateforme protéique permettant le
recrutement et l'activation de la caspase 8. Suite a cette activation, la caspase 8 va
pouvoir activer les caspases effectrices et induire I'apoptose. Cette activation directe des
caspases effectrices par la caspase 8 est retrouvée dans les cellules dites de type I tels
que les lymphocytes.

Dans les cellules appelées de types II, telles que les cellules hépatiques et les cellules
pancréatiques (3, 'activation de la caspase 8 n’est pas suffisante pour activer les caspases
effectrices et 'apoptose. En effet, les procaspases effectrices sont régulées négativement
par la protéine xIAP empéchant ainsi leur activation. La caspase 8 va alors induire la
voie apoptotique mitochondriale en activant la protéine BH3-only Bid par clivage
protéolytique aboutissant a une protéine tronquée et active t-Bid qui va induire la
MOMP dépendante de Bax/Bak. La MOMP va induire le relargage des protéines Smac et

Omi qui sont des régulateurs négatifs de xIAP, ce qui va permettre I'activation des

caspases effectrices (Jost P] et al.,, 2009) (Green DR, et al,, 2015) (Figure 5).
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Figure 5 : Figure récapitulative sur les voies apoptotiques.

L’apoptose peut étre induite par la voie mitochondriale (voie intrinseque) mais également par la
voie des récepteurs de mort (voie extrinséque). La voie mitochondriale est induite suite a
différents stress tels que les dommages a ’ADN, le manque de nutriments et le stress réticulaire.
Lors de stimuli apoptotiques, la cellule va induire I'expression de protéines proapoptotiques qui
vont inhiber les protéines antiapoptotiques permettant ainsi la MOMP et le relargage du
cytochrome c et de facteurs protéiques solubles. Le relargage du cytochrome ¢ va conduire a
'activation de la caspase initiatrice 9 au travers la formation de 'apoptosome. La caspase 9 va
ensuite pouvoir activer les caspases effectrices comme la caspase 3 et donc induire la mort
cellulaire. La voie des récepteurs de mort est induite suite a la fixation d'un ligand comme Fas-L
a un récepteur de mort Fas. Cette liaison va permettre la formation d’'un complexe DISC formé de
la protéine FADD et de procaspase 8 permettant 'activation de cette derniére. La caspase peut
ensuite activer la caspase 3 et induire 'apoptose. Dans certains types cellulaires, I'activation de
la caspase 8 n’est pas suffisante pour induire la mort, alors la caspase 8 va cliver une protéine
BH3-only Bid (Forme tronquée t-Bid) et induire la voie mitochondriale afin de permettre
I'apoptose. Lors de la MOMP, il y a libération de régulateurs négatifs de I'apoptose comme les
protéines xIAPs mais également libération de régulateurs positifs de I'apoptose, les protéines
Smac/Diablo et Omi/HtrA2. De plus, les endonucleases G et la protéine AIF sont également
libérées permettant la dégration de I’ADN.
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1.1.1.3. Dérégulation du processus apoptotique dans le cancer

Il est relativement bien connu que le processus apoptotique est dérégulé dans diverses
pathologies comme les cancers ou la suppression de la signalisation apoptotique
contribue significativement a la carcinogenese et a la progression tumorale (Hata AN et
al, 2015). Les cellules cancéreuses vont développer des mécanismes leur permettant
d’échapper a 'apoptose notamment en inhibant I'apoptose mitochondriale.

Pour cela, elles vont développer des mécanismes pour prévenir la MOMP ainsi que des

mécanismes en aval de la MOMP, inhibant les caspases (Figure 6).

e Perte du suppresseur de tumeur p53:

La protéine p53 est un facteur de transcription essentiel a la vie de la cellule. Il permet
de répondre aux stress cellulaires tels que les dommages a I'’ADN en induisant
I'expression de la protéine p21 permettant ainsi l'arrét dans le cycle cellulaire. P53 va
alors permettre la réparation des dommages causés en induisant l'expression de
nombreuses protéines. Cependant, lorsque les dommages -cellulaires sont trop
importants, il va étre capable d’induire la mort de la cellule par apoptose notamment au
travers la transcription des protéines PUMA (Nakano K et al.,, 2001) et NOXA (Oda E et
al., 2000) et au travers la répression de Bcl-2 (Miyashita T et al.,, 1994). Il a également
été démontré que p53 peut interagir directement avec les protéines Bcl-2 et Bcl-XL afin
d’'inhiber leur activité, mais également avec Bax induisant ainsi la MOMP et I'apoptose
(Marchenko ND et al., 2014). Cependant, la protéine p53 est mutée dans plus de 50%

des cancers et cette mutation prévient I'apoptose induite par les dommages a I’ADN.
e Surexpression des protéines antiapoptotiques Bcl-2 :

Les cellules cancéreuses sont caractérisées par la surexpression des protéines
antiapoptotiques de la famille Bcl-2. Cette surexpression peut avoir une origine
transcriptionelle et post-transcriptionnelle. En effet, il a été démontré que le facteur de
transcription NFkB (Nuclear Factor kB) permet la survie des cellules B et T en
augmentant la transcription des genes codant pour les protéines Bcl-2, Bcl-XL et Al

(Kucharczak ] et al., 2003). Outre la dérégulation transcriptionnelle, il a été démontré
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que l'inhibition de mi-RNA réprimant l'expression de Bcl-2 dans le cancer du sein
(Mobarra N et al,, 2015) et dans la leucémie lymphoide chronique (LLC) (Cimmino A et
al, 2005) permet une stabilisation de Bcl-2 et favorise la tumorigenése. Dans une autre
étude, il a été démontré que I'épissage alternatif de Mcl-1 permet de générer un variant
capable de séquestrer et d’inhiber Bim favorisant ainsi la résistance de cellules de
neuroblastomes a 'apoptose (Hagenbuchner J et al., 2013).

La surexpression des protéines antiapoptotiques peut également avoir une origine post
traductionnelle. En effet, ces protéines peuvent étre sujettes a des mécanismes de
phosphorylation induits par des voies de signalisation impliquées dans la tumorigenese.
En effet, il a été démontré que la protéine ERK permet la phosphorylation de Bcl-2
augmentant ainsi sa stabilité dans les cellules myéloides (Deng X et al, 2000)

(Breitschopf K et al,, 2000).

e Altération des effecteurs apoptotiques Bax/Bak:

Dans les cellules cancéreuses, les effecteurs apoptotiques impliqués dans la MOMP vont
étre dérégulés dans le but d’inhiber I'apoptose. En effet la perte génomique de Bax et
Bak a été observée dans une variété de cancers. De plus, il a été démontré que Bak et
Bak peuvent étre phosphorylées dans différents cancers tels que le cancer du sein, de la
prostate, du colon ou encore le cancer du poumon empéchant ainsi le déroulement de

I'apoptose (Fox JL etal., 2015) (Xin M et al.,, 2005).

e Diminution de I'’expression des protéines BH3-Only :

En plus d’augmenter l'expression des protéines antiapoptotiques, les cellules
cancéreuses présentent une diminution de 'expression des protéines proapoptotiques
BH3-only dans le but ultime d’échapper a I'apoptose. Cette inhibition d’expression peut
se faire au travers des mécanismes de délétions alléliques. La délétion de PUMA a été
observée dans les cellules souches hématopoiétiques ou encore dans les maladies
neurodégénératives permettant une protection contre l'apoptose induite par les
radiations ou un stress réticulaire (Shao L et al, 2010) (Kieran D et al., 2007). Une
délétion de Bim a également été observée dans le cancer du poumon et dans les

leucémies myéloides chroniques (LMC) (Wu SG et al., 2016) (Ko TK et al., 2016).
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L’expression des protéines BH3-only peut étre également altérée au travers des
mécanismes de phosphorylation. En effet, la protéine Bim peut étre phosphorylée par
ERK sur les résidus Ser55/65/73 dans des fibroblastes (MEFs). Cette phosphorylation
est associée a la dégradation de Bim et donc I'inhibition de 'apoptose (Hubner A et al,,

2008).

ATorigine, la MOMP est vue comme un point de non retour. Cependant il a été démontré
que les neurones ou encore les cellules tumorales peuvent subir la MOMP et survivre.
Cette survie nécessite une inhibition des caspases.

L’'inhibition des caspases peut se faire (i) au travers l'altération de l'apoptosome
notamment via la dégradation protéasomale du cytochrome c ainsi que le silencing ou la
phosphorylation inhibitrice de APAF1. La formation de I'apoptosome peut également
étre compromise par la surexpression des inhibiteurs des clIAP1 et 2, les protéines
Smac/Diablo et Omi/Htra2. (ii) Directement par les xIAPs surexprimées (Lopez | et al,,

2015).
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Figure 6 : Mécanismes d’échappement a 'apoptose.

Le processus apoptotique est dérégulé dans les cellules cancéreuses. Au cours de la
transformation tumorale, les cellules cancéreuses acquierent des caractéristiques particuliéres
dont celle de I'échappement a 'apoptose. Pour permettre I’échappement a 'apoptose, elles vont
développer des stratégies comme la perte du suppresseur de tumeur p53, une dérégulation de la
balance protéines antiapoptotiques/proapoptotiques en faveur de I'expression des protéines
antiapoptotiques. Les effecteurs protéiques impliqués dans la MOMP, Bax et Bak peuvent étre
également dérégulés par des évenements de phosphorylation. En Aval de la MOMP, il a été
démontré qu'une dégradation du cytochrome c ainsi que le silencing de APAF1 altérent la
fonctionnalité de I'apoptosome. L’expression des caspases peut étre également inhibée par la
surexpression des protéines xIAPs et par I'inhibition des protéines Smac/Diablo et Omi/HtrA2.
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1.1.2. Implication de la mitochondrie dans d’autres types de mort

cellulaire :

1.1.2.1. Lanécrose régulée ou nécroptose

La nécrose est souvent caractérisée comme une mort cellulaire passive et accidentelle.
Cependant de nombreuses études ont démontré que la nécrose peut étre induite et étre
régulée comme l'apoptose, bien qu’elle soit indépendante des caspases. Cette nécrose
régulée porte le nom de nécroptose (Figure 7).

Les inducteurs de nécroptose sont nombreux et variés. Parmi eux, l'activation des
récepteurs au TNFaq, les récepteurs des cellules T (T cell receptors), les récepteurs Toll-
Like (TLR) mais également les stress métaboliques et génotoxiques. Ce type de mort
cellulaire implique la formation d'un complexe mutiprotéique appelé « nécrosome »
formé des protéines kinases RIPK1 (Receptor interacting protein kinase), RIPK3 et
MLKL (Mixed lineage kinase domain-like). Sous l'action du TNFa et lorsque la caspase 8
est inhibée, le TNFR va recruter les protéines kinases RIPK1 et RIPK3 qui vont alors se
phophoryler. La phosphorylation de RIPK3 sur la Ser227 chez 'homme va ensuite
permettre la phosphorylation (sur Ser345, Ser 347 et Thr349 chez 'homme) et le
recrutement de la kinase MLKL pour former le nécrosome (Vanden Berghe T et al,
2014).

Des études montrent que la mitochondrie serait impliquée dans la nécroptose. En effet,
lors de la nécroptose, il y a une augmentation de la production de ROS (Especes
réactives de l'oxygene) responsables entre autres de la peroxydation lipidique des
membranes. La peroxydation lipidique a pour conséquence d’augmenter la perméabilité
de la membrane mitochondriale, ce qui permet le relargage du facteur AIF qui va
pouvoir entrer dans le noyau et cliver 'ADN.

Il a été démontré que I'augmentation de la production de ROS mitochondriaux est due a
une dysfonction mitochondriale induite lors de la nécroptose (Su Z et al., 2015). En effet,
dans les cellules épithéliales bronchiques humaines BEAS-2B, il a été mis en évidence
que l'altération de la fonction mitochondriale via l'utilisation de CCCP (découplant
mitochondrial) ou d’oligomycine A (inhibiteur de la FO-F1 ATPase) se traduit par une
diminution de la respiration mitochondriale et une chute de la production d’ATP

aboutissant a I'induction de mort cellulaire nécroptotique (Koo M] et al., 2016). Dans
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d’autres études, comme dans les cellules de fibrosarcome, il a été montré que STAT3
(Signal Transducer and Activator of Transcription 3) peut étre phosphorylée par RIPK1
lors de nécroptose induite par le TNFa ce qui a pour conséquence d’'induire son
interaction avec GRIM-19 (sous unité du CI mitochondrial) et de permettre sa
translocation dans la mitochondrie. Cette translocation mitochondriale de STAT3 va
conduire a la production de ROS mitochondriaux et a la mort (Shulga N et al,, 2012).
Dans le lymphome de Hodgkin, I'inhibition des voies PI3K (Phosphoinositide 3-Kinase)
et ERK (Extracellular signal-regulated Kinase) se traduit par la mort cellulaire
nécroptotique des cellules. Cette nécroptose est associée a une dysfonction
mitochondriale et a I'augmentation de la production de ROS puisque la necrostatin-1
(inhibiteur de la nécroptose) abolit les effets (Locatelli SL et al.,, 2016).

En plus de la production de ROS, le niveau d’ATP cytosolique chute également. Ceci est
di a une diminution du transport d’ATP de la mitochondrie vers le cytosol ainsi qu’au
fait que le fonctionnement de la PARP1, tres active lors de la nécroptose, consomme
beaucoup d’ATP. Outre la production de ROS et la chute d’ATP, des mécanismes de
fission mitochondriale - dépendante de DRP1 (Dynamin Related Protein 1) sont induits
lors de la nécroptose. Ceci est permis via l'induction de la protéine mitochondriale
PGAM qui est activée par le nécrosome et qui en retour va activer DRP1 (Su Z et al,,
2015).

La nécrose est souvent caractérisée par l'ouverture du pore de transition de
perméabilité mitochondriale (MPT). L'ouverture de ce mégacanal est entre autres
responsable de la chute du potentiel de membrane mitochondrial, de l'altération de
I’0xPHOS mitochondriale, de la production de ROS et du swelling mitochondrial. Ce MPT
se compose entre autres de la CYPD qui semble étre importante pour la nécroptose
puisque le KO de CYPD dans des MEFs atténue la mort cellulaire nécroptotique induite

par le TNFa (He S et al., 2009).
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Figure 7: Implication de la mitochondrie dans la nécroptose.

La nécroptose nécessite la formation d'un complexe appelé «nécrosome» composé des
protéines RIPK1, RIPK3 et MLKL. Une fois activée, le nécroptosome peut induire la mort en
permettant notamment des altérations mitochondriales. En effet, lors de la nécroptose, la
production de ROS induit la peroxydation lipidique des membranes mais également une
diminution du potentiel de membrane mitochondrial de méme que l'ouverture du pore de
transition, ce qui permet entre autres la libération des protéines AIF. Lors de la nécroptose, il est
également observé une augmentation de la fission mitochondriale dépendante de DRP1.

1.1.2.2. Laferroptose

En 2012, le laboratoire de Stockwell a décrit une nouvelle forme de mort cellulaire
programmée, la ferroptose. La ferroptose se distingue morphologiquement des autres
types de mort comme I'apoptose ou la nécrose. Par exemple, les cellules ferroptotiques
sont caractérisées par l'absence de rupture ou bourgeonnement de la membrane
plasmique, ce qui est le cas lors de nécrose et apoptose, respectivement. Elles posseédent

un noyau de taille normale et une absence de modification chromatinienne. Cependant,
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les mitochondries, elles, sont de petites tailles avec une diminution voire une disparition
des crétes mitochondriales (Xie Y et al.,, 2016).

La ferroptose est déclenchée par des conditions ou des molécules qui inhibent la
synthese de glutathion ou l'expression/activité de la Glutathion Peroxydase 4 (GPX4)
(Figure 8).

L’'inhibition de la synthese de glutathion notamment par l'erastine (inhibiteur du
systéme antiport cystine/glutamate Xc*) ou I'inhibition de I'expression/activité de GPX4
par un inhibiteur spécifique RSL3 (Ras Selective Lethal 3) dans les cellules de leucémie
lymphoide aigue (LAL) aboutie a I'accumulation de dérivés issus de la peroxydation
lipidique au niveau de la membrane plasmique, permise par 'accumulation d’especes
réactive de 'oxygene (ROS) (Dachert | et al., 2016). Cette forme de mort cellulaire est
dépendante du métabolisme du Fer, qui va permettre au travers du cycle de Fenton de
générer des ROS. Les chélateurs de Fer comme la deferoxamine (DFO), les antioxydants
comme l'a-tocophérol et la vitamine E (Carlson BA et al, 2016) mais également les
inhibiteurs de la peroxydation lipidique comme la ferrostatine, la liproxstatine et le
zileuton inhibent la ferroptose induite par l'erastine et par le RSL3 montrant bien
I'importance de ROS et du Fer pour la ferroptose (Cao JY et al., 2016).

Si ce type de mort reste encore relativement peu connu, certaines études tendent a
penser que la mitochondrie pourrait y participer. Tout d’abord, I’erastine, inducteur de
ferroptose est capable de lier directement le VDAC2/3 dans les cellules BJeLR.
L’expression du VDAC serait également une composante importante pour la sensibilité a
I'erastine (Xie Y et al., 2016) puisque le KO de VDAC2/3 conduit a une résistance a la
ferroptose induite par 'erastine.

Bien que I'essentiel des ROS produits lors de la ferroptose semble provenir du Fer (via la
réaction de Fenton), certaines études suggerent que la mitochondrie pourrait contribuer
en partie a cette production de ROS. En effet, certaines études comme celles de I'équipe
de Jiang (Gao M et al., 2015) démontrent que I'utilisation mitochondriale de la glutamine
au travers la glutaminolyse permet d’induire des ROS participant a la ferroptose. Ceci a
été démontré via l'abolition de la ferroptose suite a linhibition de I'OxPHOS
mitochondriale par I'oligomycine A. Une autre étude, dans le carcinome hépatocellulaire
humain a démontré que la protéine mitochondriale CISD1 (CDGSH Iron Sulfur Domain
1) protege de la ferroptose induite par la peroxydation lipidique mitochondriale. La

protéine CISD1 est fréquemment mutée dans ’hépatocarcinome (Yuan H et al,, 2016). Le

43



role de la péroxydation des lipides mitochondriaux dans la ferroptose est relativement
peu connu cependant une étude a montré que I'inhibition spécifique de la peroxydation
lipidique mitochondriale par [lutilisation d’inhibiteurs ciblant le nitroxyde
mitochondrial permet d’inhiber la mort cellulaire ferroptotique dans différentes lignées
de cellules cancéreuses (Krainz T et al., 2016). Le role de ROS mitochondriaux dans la
ferroptose reste cependant trés controversé notamment par le fait que la sonde sensible

aux ROS d’origine mitochondrial reste non oxydée dans les cellules traitées a I’erastine.
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Figure 8: Induction de la ferroptose par inhibition de la syntheése/regénération de
glutathion.

L’erastine, inhibiteur de XCT- et le composé RSL3, inhibiteur de GPX4 sont connus pour induire
la ferroptose. En effet, 'inhibition de la synthese/regeneration de GSH permet I'accumulation de
ROS qui vont pouvoir réagir avec le Fer via la réaction de Fenton dans le but d’'induire la
peroxydation lipidique des membranes et la mort.

1.2. Implication de la mitochondrie dans la survie

cellulaire : la mitophagie.

L’autophagie est un processus catalytique permettant la dégradation lysosomale de
composants cellulaires comme les protéines, les lipides ou les organites. Elle permet de

maintenir ’homéostasie grace a la dégradation des composants cellulaires endommagés
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mais est également une voie de survie enclenchée face a divers stress métaboliques
comme I'hypoxie ou la privation en nutriments.

Il a été démontré que la mitochondrie participe activement a I'autophagie notamment a
la formation des autophagophores mais elle peut également étre la cible de 'autophagie.
En effet, les mitochondries altérées vont étre éliminées par un type d’autophagie
particulier appelé la mitophagie. La mitophagie est hautement régulée par des
phénomenes de fission et fusion mitochondriales impliquant les protéines
mitochondriales DRP1 ou encore les Mitofusines MFN1/ MFN2 (Mitofusines) et OPA1
(Optic Atrophy 1). De plus, elle est induite par de nombreuses voies telles que les voies
PINK1/PARKIN, BNIP3 ou encore l'axe FUNDC1 (FUN14 Domain Containing 1)
(Hamacher-Brady A et al,, 2016).

L’autophagie et la mitophagie sont percues comme des suppresseurs de tumeurs.
Cependant, ces voies sont fréquemment dérégulées dans beaucoup de pathologies et
notamment dans le cancer.

Les cellules cancéreuses sont souvent caractérisées par une augmentation de l'activité
autophagique leur permettant de s’adapter aux conditions de vie défavorables, leur
permettant d’obtenir des substrats nécessaires pour leur prolifération et survie. De
nombreux cancers sont caractérisés par des mutations au niveau des protéines
induisant la mitophagie (Chourasia AH et al,, 2015). La protéine Parkin est fréquemment
mutée dans les cellules cancéreuses thyroidiennes. Sa mutation induit une dérégulation
de la mitophagie (Lee ] et al., 2015). L’expression de BNIP3 (BCL2/Anedovirus E1B
19kDa Interacting Protein 3) est quant a elle inhibée dans I’adénocarcinome
pancréatique ductal et dans le cancer du sein triple négatif (TNBC) (Chourasia AH et al,,
2015). L’altération de la mitophagie a pour conséquence une augmentation du nombre
de mitochondries défectueuses.

Une mitophagie défectueuse peut étre a l'origine de l'agressivité des cancers. Par
exemple, dans le cancer gastrique, un défaut de mitophagie va conduire a une
augmentation de la masse mitochondriale permettant la production massive de ROS. Les
ROS vont pouvoir stabiliser des facteurs importants impliqués dans le métabolisme
énergétique glycolytique des cellules cancéreuses favorisant ainsi 'agressivité du cancer

(Shida M et al.,, 2016).
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2. Le métabolisme des cellules tumorales

2.1. Le phénotype « Warburg »

La reprogrammation du métabolisme énergétique a été récemment décrite comme
caractéristique essentielle a la tumorigenése (Hanahan D et al, 2011). Les cellules
tumorales ont un métabolisme énergétique remodellé dans le but de subvenir a leurs
besoins prolifératifs.

En présence d’oxygene, les cellules différenciées vont métaboliser le glucose en pyruvate
qui va étre incorporé dans la mitochondrie puis transformé en AcetylCoenzyme A
(AcetylCoA) par la pyruvate dehydrogenase (PDH). L’AcetylCoA est intégré au cycle de
Krebs afin de produire du NADH et FADH;, cofacteurs nécessaires au fonctionnement de
la chaine respiratoire mitochondriale (CRM). Ces cofacteurs sont des donneurs
d’électrons qui vont a la suite de réactions d’oxydoréduction, générer un gradient de
proton de la matrice mitochondriale vers I'EEIM permettant le fonctionnement de la FO-
F1 ATP Synthase produisant I’ATP. Ce phénomene s’appelle la phosphorylation
oxydative (OxPHOS) (Figure 9). En absence d’oxygéne, ces cellules vont convertir le

pyruvate en lactate.

Dans les années 1920, les travaux d’Otto Warburg ont démontré que les cellules
cancéreuses ont un métabolisme particulier. En effet, il a découvert que les cellules
tumorales issues d’ascites convertissent le glucose en lactate et ce méme en présence
d’oxygene. Ce métabolisme particulier est retrouvé dans un grand nombre de cancers et
porte le nom d’effet Warburg (Warburg O et al., 1926) (Vander Heiden MG et al., 2009)
(Figure 10). L’utilisation de la glycolyse par les cellules cancéreuses dans le but de
produire de I’ATP parait étonnante car elle est nettement moins efficace en termes de
rendement énergétique. En effet, 'OxPHOS génere 36 ATPs par molécule de glucose

contre 2 ATPs pour la glycolyse.
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Figure 9: La phosphorylation oxydative mitochondriale.

Les cellules différenciées transforment le glucose en pyruvate au travers la glycolyse. Celui-ci
rejoint la mitochondrie et est converti par la pyruvate dehydrogenase (PDH) en Acetyl-CoA qui
va entrer dans le cycle de krebs et permettre de multiples réactions enzymatiques générant le
NADH et FADH2, cofacteurs nécessaires au fonctionnement de la NADH-ubiquinone
oxydoreductase (complexe I) et Succinate-ubiquinone oxydoreductase (complexe II) de la
chaine respiratoire mitochondrial (CRM), respectivement. L’oxydation de ces cofacteurs va
générer un flux d’électrons des complexes I et Il vers I'ubiquinol-cytochrome C oxydoreductase
(complexe III) puis vers la cytochrome C oxydase (complexe 1V). Ce transfert d’electrons va
permettre la génération d’'un gradient electrochimique de protons (H*) qui va fournir I'énergie
nécessaire pour le fonctionnement de la FO-F1 ATP synthase (complexe V) et la production
d’ATP.

Afin d’expliquer, ce « shift métabolique » de 'OxPHOS vers la glycolyse, Warburg émet
alors I'hypothése que les mitochondries des cellules cancéreuses sont défectueuses et
donc incapables de fournir I’ATP nécessaire (Warburg O., 1956). Des 1956, cette théorie
est remise en cause par Weinhouse qui démontre que les cellules cancéreuses et
notamment celles d’ascites possedent une respiration fonctionnelle (Weinhouse S,
1956). Depuis d’autres travaux ont également démontré l'importance de la
mitochondrie dans la tumorigenese. En effet, 'ablation d’ADN mitochondrial dans les
cellules cancéreuses de sein et de cerveau induit des défauts de tumorigenese (Cavalli

LR etal,, 1997).
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Si aujourd’hui, I'hypothese de la défaillance mitochondriale est écartée, reste a
déterminer la raison pour laquelle les cellules tumorales vont utiliser préférentiellement
la glycolyse pour subvenir a leurs besoins. Certains auteurs comme Cairns ou Vander
Heiden supposent que cette voie permet la production de macromolécules nécessaires a
la prolifération cellulaire, le maintien de I'état redox cellulaire essentiel a la survie des
cellules cancéreuses et la production d’ATP notamment en condition hypoxique (Cairns
RAetal, 2011) (Vander Heiden MG et al., 2011).

La glycolyse est notamment supportée par le fait que les cellules cancéreuses captent
beaucoup plus de glucose que les cellules normales. Cette caractéristique a par ailleurs
permis de développer un outil clinique de monitoring et de détection de tumeurs
appelé : la tomographie par émission de positon (TEP). La TEP est basée sur l'utilisation
d'un analogue de glucose radiomarqué, le 2-FDG (2-deoxy-2-fluoro-D-glucose)

fortement incorporé dans les tumeurs.
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Figure 10 : La reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses.

En condition physiologique et en présence d’oxygeéne, les cellules métabolisent le glucose en
pyruvate au travers la glycolyse. Ce pyruvate va entrer dans la mitochondrie et générer de 'ATP
au travers la phosphorylation oxydative (OxPHOS). En condition d’hypoxie, ces cellules vont
convertir le glucose en pyruvate qui sera ensuite transformé en lactate. Les cellules cancéreuses
ont un métabolisme particulier. En effet, que ce soit en présence ou absence d’oxygene, elles
vont convertir le pyruvate dérivé du glucose, en lactate. Cette particularité porte le nom d’effet
Warburg. * Schéma inspiré de Cairns RA et al,, 2011
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La division des cellules nécessite la duplication de tous les éléments cellulaires incluant
les acides nucléiques, les protéines et leslipides. Par conséquent, les cellules
cancéreuses ont besoin d’'une grande quantité de précurseurs pour la synthése de ces
macromolécules nécessaires a leur prolifération. La glycolyse est une voie métabolique
hautement branchée pouvant fournir un grand nombre de ces précurseurs.

En effet, le Glucose-6-Phosphate (G-6-P), le Fructose-6-Phosphate (F-6-P), et le
Glyceraldehyde-3-Phosphate (G-3-P) peuvent fournir au travers la voie des pentoses
phosphates (PPP) du Ribose-5-Phosphate (R-5-P), précurseur des nucléotides. Les
acides aminés peuvent étre produit au travers la voie de la sérine grace au 3-
Phosphoglycérate (3-PG) mais également via la transamination du pyruvate en alanine.
La glycolyse peut également permettre la biosynthese de lipides. En effet le G-3-P et le 3-
PG peuvent étre utilisés pour la synthése des phospholipides. (Cantor JR et al., 2012)
(Lunt SY et al,, 2011).

Ces différents substrats carbonés vont permettre également au travers la glycolyse, la
génération de NADH, cofacteur nécessaire aux réactions enzymatiques permettant la

synthese de ces macromolécules (Figure 11).
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Figure 11 : La glycolyse soutient la synthése de macromolécules.

Les cellules cancéreuses présentent une captation de glucose exacerbée notamment grace a la
surexpression des transporteurs de glucose (GLUTs). Ce glucose va étre transformé via
différentes enzymes de la glycolyse en intermédiaires glycolytiques. Les cellules cancéreuses
présentent généralement une dérégulation des enzymes de la glycolyse qui permet aux
intermédiaires glycolytiques de s’accumuler, ce qui permet la synthese de précurseurs de
macromolécules comme les acides gras, les acides nucléiques (voie des PPP) et les acides aminés
(voie de la sérine).

Les enzymes impliquées dans la voie glycolytique sont souvent dérégulées dans le but
de favoriser le phénotype Warburg des cellules cancéreuses. C’est ainsi que I’hexokinase
2 (HK2), la Phospho-fructokinase 1(PFK1), la Phosphoglycérate dehydrogenase
(PHGDH) la Pyruvate Kinase (PKM2) et la Pyruvate dehydrogenase kinase (PDK)
voient leur expression augmentée dans les cellules cancéreuses (Figure 11).

La surexpression de ces enzymes permet de favoriser la synthése de macromolécules et
la génération de NAPDH important pour le maintien de I'état redox cellulaire. Il a été
démontré que la PHGDH est fréquemment amplifiée dans un pourcentage significatif

d’échantillons tumoraux de mélanome (Ratnikov BI et al., 2016). Son expression permet
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la synthése d’acides aminés au travers la voie de la sérine, dans les cellules cancéreuses
(Polet F et al, 2015). La PKM2, fortement exprimée dans les cancers, confére un
avantage aux cellules cancéreuses en ralentissant la glycolyse et en permettant ainsi les
réactions anaplérotiques au travers la voie PPP et la voie de la sérine. De plus, la
surexpression de la PDK comme la PDK1 et la PDK3 dans le mélanome va permettre
d’'inhiber la transformation du pyruvate en AcetylCoA, nécessaire au cycle de Krebs,
renforcant ainsi le phénotype Warburg des cellules cancéreuses (Vander Heiden MG et

al, 2011) (Kluza ] etal., 2012).

2.2. Le métabolisme mitochondrial dans les cellules tumorales

La mitochondrie a souvent été mise de coté pour expliquer le métabolisme des cellules
cancéreuses. Souvent caractérisée comme défectueuse, elle apparait aujourd’hui étre
essentielle a la tumorigenese. La mitochondrie ne se restreint pas a un réle purement
énergétique (synthese d’ATP). En effet, elle permet au travers l'utilisation de substrats
carbonés autres que le glucose, la biosynthése de macromolécules (réactions
anaplérotiques mitochondriales) indispensables a la prolifération et a la survie des

cellules cancéreuses.

Une des caractéristiques importantes du métabolisme des cellules cancéreuses est le
faible taux de pyruvate dérivé du glucose, oxydé dans la mitochondrie. En effet, la
grande majorité du pyruvate produit au travers la glycolyse est transformé en lactate.
Ceci s’explique notamment par la difficulté du pyruvate a entrer dans la mitochondrie
pour étre converti en AcetylCoA et faire fonctionner le cycle de Krebs. Ce découplage du
flux glycolytique mitochondrial peut s’expliquer par linactivation de la pyruvate
dehydrogenase (PDH), enzyme catalysant la transformation du pyruvate en AcetylcoA ;
ainsi que par la sous-expression du MPC (Mitochondrial pyruvate carrier), responsable

du transport du pyruvate dans la mitochondrie (Figure 12).
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2.2.1.1. Inactivation de la Pyruvate dehydrogenase (PDH) :

La Pyruvate dehydrogenase (PDH) est un large complexe composé de 3 enzymes: la
pyruvate decarboxylase (sous-unité E1) ou PDHE1q, la dihydrolipoyl acetyltransferase
(sous-unité E2), la dihydrolipoyl dehydrogenase (sous-unité E3) Son role est
déterminant car elle gouverne I'entrée du pyruvate dans la mitochondrie. En effet, la
PDH permet 'oxydation du pyruvate en AcetylCoA qui va ensuite entrer dans le cycle de
Krebs afin de faire fonctionner la mitochondrie. Son état d’activation est conditionné par
des évenements de phosphorylation et de déphosphorylation induits par des kinases et
phosphatases. Il a été démontré que son inhibition est essentielle a |'effet Warburg dans

les cellules cancéreuses.

e Régulation de la PDH par des kinases

Les Pyruvate Dehydrogenase Kinases (PDKs) sont les enzymes principales qui vont
inactiver la PDH au travers la phosphorylation de résidus sérine spécifiques. On
dénombre 4 isotypes de PDKs exprimés de fagon tissus dépendant et activés en fonction
de divers stimuli comme I’hypoxie pour la PDK1, la privation en glucose pour la PDK2 et
PDK4 ou encore le taux d’ATP pour la PDK3. Dans les cancers, 'expression des PDKs est
fréquemment augmentée contribuant au phénotype Warburg.

La PDK1 est surexprimée dans différents types de cancer comme le cancer téte/cou, ou
son expression est augmentée de facon HIF-1 dépendante (McFate et al., 2008).

La PDK2 est surexprimée dans les cancers cervicaux et significativement corrélée avec
les métastases. La PDK3 est surexprimée dans le neuroblastome, le mélanome et dans le
cancer du colon ou la surexpression est associée a la sévérité de la maladie. La PDK4 est
surexprimée dans les cancers du poumon, du rein, des ovaires et de la prostate (Saunier

E etal, 2015).

L’inactivation de la PDH par les PDKs induit une diminution de I'oxydation du pyruvate
mitochondriale et donc une diminution de '0OxPHOS. Elles sont importantes pour le
phénotype Warburg et la progression tumorale. En effet, leur inhibition réactive la
respiration mitochondriale et resensibilise les cellules aux agents thérapeutiques.

Il a été démontré dans le cancer téte/cou, que l'inhibition de la PDK1 via l'utilisation de

sh-RNA restaure l'activité de la PDH, reverse l'effet Warburg et diminue la survie,

52



'invasion et la croissance tumorale (McFate et al., 2008). Dans les cellules de mélanome
BRAFV600E T’inhibition de I'axe HIF-1a /PDK3 par le dichloroacétate (DCA) est associée a
I'augmentation de I'activité PDH ainsi qu’a la réactivation de I'OxPHOS et permet la
production de ROS. Cette inhibition permet de sensibiliser les cellules de mélanome a la

mort induite par des agents prooxydants mitochondriaux (Kluza J et al, 2012).

D’autres kinases peuvent phosphoryler la PDHEla et induire son inactivation, ces
phosphorylations ne concernent pas des sérines mais des tyrosines. Dans les cellules du
cancer du sein et du colon, il a été démontré que la tyrosine kinase Src peut
phosphoryler la tyrosine Y289 induisant l'inhibition de I'activité PDH.

La suppression de l'activité PDH dans ces lignées se traduit également par la diminution
de la respiration mitochondriale ainsi que la diminution de la production de ROS, le tout
associé a une augmentation des métastases et une chimiorésistance. Dans les cellules
cancéreuses leucémiques, la kinase oncogénique FGFR1 phosphoryle la tyrosine Y301
de PDHA1 inhibant ainsi I'activité PDH et augmentant le phénotype Warburg (Fan ] et
al,, 2014).

La génération de mutants non phosphorylables PDHE1a Y289 et PDHE1a Y301 dans ces
cancers est associée a I'augmentation de l'activité PDH, I'augmentation de la production

de ROS et la diminution de la croissance tumorale.

e Régulation de la PDH par des phosphatases

La PDH est activée par des évenements de déphosphorylation induits par des pyruvate
dehydrogenase phosphatases (PDPs). Il existe 2 isoformes capables de déphosphoryler
les sérines de la PDHA1, la PDP1 et la PDP2 ; la PDP1 ayant une meilleure activité que la
PDP2. Dans les cancers, les PDPs sont souvent inactivées par des mécanismes de
phosphorylation induits par des kinases ainsi que par des acétylations sur des lysines
(Saunier E et al., 2015). En effet, dans les cellules leucémiques, la phosphorylation de
PDP1 sur la tyrosine Y-94 induit la croissance tumorale (Shan C et al,, 2014). De plus, il a
été démontré dans les cellules cancéreuses de poumon que la phosphorylation de PDP1
sur la Tyrosine Y318 va permettre le recrutement d’acetyltransferase ACAT1 et la
dissociation de la déacetylase SIRT3. Ceci va permettre I'acétylation de lysines a la fois
sur la PDHE1a et la PDP1 inactivant ainsi leur interaction et favorisant le recrutement

de la PDK1. Ceci renforce I'effet Warburg et la croissance tumorale (Fan ] et al., 2014).
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2.2.1.2. Perte de I'import du pyruvate mitochondrial

Une autre explication pour expliquer le découplage entre la glycolyse et la mitochondrie
est la perte de l'import du pyruvate dans la mitochondrie. L'import du pyruvate
mitochondrial est assuré par un complexe protéique multimérique appelé MPC
(Mitochondrial Pyruvate Carrier). Ce complexe est situé sur la MIM et est composé de 2
sous-unités : MPC1 et MPC2.

Bien que l'inactivation du MPC soit fréquemment retrouvée dans les tumeurs et les
lignées de cellules cancéreuses, c’est essentiellement le MPC1 qui est retrouvé sous
exprimé ou délété dans la plupart des cancers. La déregulation du MPC contribue a
'effet Warburg et a la tumorigenese. En effet, la re-expression du MPC1 et MPC2, dans
des cellules cancéreuses de colon est associée a une augmentation de l'oxydation du
pyruvate et une diminution de la glycolyse (Schell JC et al.,, 2014).

Dans le cancer de la prostate, la sous expression du MPC1 témoigne de I'agressivité du
cancer. En effet, le MPC1 est sous régulé dans les cellules cancéreuses métastatiques de
prostate en comparaison aux cellules primaires. De plus, il a été démontré que
I'expression du MPC1 est corrélée au pronostic des patients. Les patients sous régulant
MPC1 (MPC1-low) ont un pronostic plus sombre que les patients I'exprimant (MPC1
high). Dans cette étude, les auteurs montrent que la surexpression du MPC1 dans des
cellules MPC1-low permet de supprimer la croissance tumorale démontrant bien

I'importance de la perte du MPC dans la tumorigenese (Wang L et al, 2016).
A T'heure actuelle, la majorité des études réalisées ont permis de comprendre la

structure et le role du MPC au sein du métabolisme des cellules cancéreuses ; reste a

présent a comprendre les mécanismes conduisant a sa dérégulation.
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Figure 12: Découplage du flux glycolytique mitochondrial.

En condition normale, le pyruvate entre dans la mitochondrie via travers le MPC (Mitochondrial
Pyruvate Carrier) puis est oxydé en AcetylCoA par la PDH (Pyruvate dehydrogenase) qui peut
ensuite entrer dans le cycle de krebs. La PDH est régulée négativement par la PDK (pyruvate
Dehydrogenase Kinase) qui va inactiver la PDH via la phosphorylation de résidus sérines
spécifiques et positivement au travers la dephosphorylation de ces résidus via les PDP (Pyruvate
Dehydrogenase Phosphatases). Dans les cellules cancéreuses, le pyruvate est faiblement
incorporé dans la mitochondrie et est préférentiellement converti en lactate par la LDH-A. Ceci
peut étre expliqué en partie par I'inactivation du MPC ou par la surexpression des PDK.

2.2.2.1. Les réactions anaplérotiques induites par ['utilisation de Ila

glutamine :

Contrairement a ce qui fut initialement proposé par Warburg, la mitochondrie n’est pas
inactive ou défaillante dans les cellules cancéreuses. De nombreuses études dans
différents cancers tels que le glioblastome, le cancer du poumon, la leucémie ou encore
le cancer du sein montrent un réle majeur de la mitochondrie dans la prolifération et la
survie des cellules cancéreuses. Ce role est notamment permis grace a la captation de
glutamine par la cellule et son utilisation par la mitochondrie pour a la fois faire
fonctionner la CRM et créer de la biomasse (Acides gras, Acides aminés ou Acides

nucléiques) nécessaire a la prolifération et survie des cellules cancéreuses.
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Une fois captée, la glutamine va étre déaminée par la Glutaminase (GLS) en glutamate.
Dans la mitochondrie, celui-ci va étre pris en charge par la Glutamate dehydrogenase
(GDH) pour donner de l'a-kétoglutarate (a-KG), métabolite du cycle de Krebs. La
glutamine, au travers I'a-KG peut augmenter le fonctionnement de la CRM. En effet, I'a-
KG peut étre transformé en malate qui va sortir du cycle de krebs pour étre transformé
en pyruvate puis en lactate dans le cytosol (Glutaminolyse). Il a été démontré que le
pyruvate peut entrer dans la mitochondrie afin de fournir de I’Acetyl-CoA permettant le

fonctionnement de la CRM (DeBerardinis R.J etal., 2007).
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Figure 13 : Les réactions anaplérotiques mitochondriales induites par la glutamine. La
glutamine entre dans la cellule grace a des transporteurs spécifiques tels que SLC5A. Elle est
ensuite convertie en glutamate par la Glutaminase 1 (GLS1) qui rejoint la mitochondrie pour
étre transformé par la Glutamate Dehydrogenase (GDH) en a-Kétoglutarate (a-KG) utilisable par
le cycle de Krebs. L'a-KG peut ensuite emprunter la voie de la glutaminolyse pour fournir du
malate qui sortira de la mitochondrie donnant du pyruvate grace a 'enzyme malique (ME) qui
sera soit réutilisé par la mitochondrie ou qui sera converti en lactate et excrété de la cellule. La
glutamine peut également participer a la synthése de précurseurs de macromolécules au travers
la carboxylation réductive. En effet, I'a-KG peut étre pris en charge par lisocitrate
déhydrogénase 2 (IDH2) afin de donner de 'isocitrate qui sera a son tour converti en citrate via
I'aconitase (ACO). Le citrate peut sortir de la mitochondrie et donner de I’AcetylCoA via la
I'’Acetyl ligase (ACL), qui servira a la syntheése des acides gras (AG), acides aminés (AA) et acides
nucléiques (AN).
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L’a-KG peut également faire fonctionner le cycle de Krebs de fagon reverse
(Carboxylation reductive) afin d’obtenir de l'isocitrate via I'lsocitrate Déhydrogenase 2
(IDH2) puis du citrate. Le citrate va étre pris en charge par I’Acetyl Ligase (ACL) pour
former de I’Acetyl-CoA permettant la synthese d’acide gras mais également la synthese
d’acides aminés comme 'aspartate (Asp) et I'alanine (Ala) ou d'acides nucléiques via la

production d’oxaloacetate (OAA) (Figure 13).

e L’anaplérose mitochondriale est induite par I'hypoxie :

Il a été démontré que 'a-KG dérivée de la glutamine est un substrat essentiel pour le
fonctionnement de la mitochondrie en condition hypoxique. En effet, en hypoxie, les
cellules de mélanome vont utiliser la carboxylation réductive pour a partir de 'a-KG
produire de l'isocitrate grace a l'isocitrate dehydrogenase 2 (IDH2Z) puis du citrate,
nécessaire a la lipogenese. L’anaplérose mitochondriale est une caractéristique
importante pour la survie en hypoxie car l'inhibition de I'IDH2 ou l'inhibition de la
synthese des acides gras conduit a une diminution importante de la prolifération des
cellules de mélanome (Filipp FV et al,, 2012).

Dans les cancers téte/cou, il a par ailleurs été démontré que la survie des cellules
tumorales en hypoxie au travers l'utilisation de la glutamine par la mitochondrie est
régulée par le facteur HIF-1a. En normoxie, la glutamine va plutot servir de substrat au
cycle TCA alors qu’en hypoxie, la glutamine utilise la carboxylation réductive dans le but
de produire du citrate et fournir des acides gras. Ce shift d'utilisation de glutamine est
notamment permis par la dégradation protéasomale de la 2-oxoglutarate
dehydrogenase (OGDH2), enzyme responsable de la conversion de I'a-KG en succinyl-
CoA. Cette dégradation est permise par l'induction du facteur HIF-1a qui va augmenter
I'expression de l'ubiquitine ligase SIAH2, responsable de I'ubiquinylation de la OGDH2.
(Sun RC et al,, 2014) (Figure 14).
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Figure 14 : Métabolisme de la glutamine en hypoxie. Alors qu’en normoxie, la glutamine peut
étre utilisée pour faire fonctionner le cycle TCA ; en condition hypoxique, les réactions
anaplérotiques permettent la prolifération et la survie des cellules cancéreuses au travers la
lipogenese. Ceci est notamment di a I'inhibition de I'oxoglutarate dehydrogenase (OGDH2) par
le facteur HIF1 - a ce qui empéche la glutaminolyse.

e L’anaplérose mitochondriale est essentielle au phénotype tumoral :

Il est connu que les cellules cancéreuses sont tres avides pour la glutamine induisant
ainsi des phénomeénes d’addiction notamment dans le glioblastome ou dans
I'hépatocarcinome. L’utilisation de la glutamine s’avere étre essentielle pour la
prolifération et la survie des cellules cancéreuses. En effet, 'inhibition de la GDH dans
les leucémies (Goto M et al,, 2014), ou l'inhibition de la glutaminase dans les cellules
cancéreuses de poumon (Yuneva MO et al,, 2012), diminuent la prolifération et la survie
des cellules cancéreuses.

En plus de permettre la prolifération et la survie des cellules cancéreuses, il a été
démontré que l'utilisation de la glutamine par la mitochondrie constitue le phénotype
métastatique des cellules de mélanomes. En effet, les cellules de mélanomes
métastatiques utilisent la glutamine afin d’augmenter la fonction respiratoire, la
production d’ATP et la biosynthése d’acides aminés dans ces cellules permettant leur
migration. Cet effet est reversé par l'utilisation d'un inhibiteur de la glutaminase, le

BPTES (Rodrigues MF et al.,, 2016).
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L’anaplérose mitochondriale a également un role essentiel dans la survie des cellules
cancéreuses ayant une défaillance mitochondriale. En effet, il a été démontré dans les
cellules de carcinome rénal prélevées chez le patient que 'utilisation de la carboxylation
réductive permet la croissance des cellules tumorales ayant une défaillance sur les
complexes [ et III mitochondriaux. Cette croissance serait supportée au travers la

biosynthese des lipides (Mullen AR et al,, 2012).

e Hétérogénéité dans l'utilisation mitochondriale de la glutamine par les

tumeurs

L’équipe de DeBerardinis a mis en évidence l'existence d'une hétérogénéité dans
l'utilisation de la glutamine au travers la glutaminolyse ou au travers la carboxylation
réductive par les cellules cancéreuses; En fonction du type de cancer, les cellules
meétaboliseraient la glutamine en privilégiant une des deux voies.

Dans les glioblastomes, les cellules cancéreuses métaboliseraient la grande majorité de
la glutamine au travers la glutaminolyse conduisant a une forte sécrétion de lactate. La
production de lipides étant assurée par le glucose. A I'inverse, les cellules de mélanome,
utiliseraient la glutamine pour produire des acides gras et tres peu de lactate
(DeBerardinis R] et al., 2007).

Les cellules cancéreuses sont connues pour leur importante flexibilité métabolique. En
effet, en fonction des nutriments disponibles, de la quantité d’oxygene ainsi qu’en
fonction de leur destin, les cellules cancéreuses vont privilégier certaines voies
métaboliques par rapport a d’autres. De nouvelles études s’averent nécessaires pour

comprendre les décisions métaboliques de ces cellules.

2.2.2.2. Lesréactions anaplérotiques induites par la pyruvate carboxylase

La pyruvate carboxylase (PC) est une enzyme qui catalyse la carboxylation du pyruvate
en OAA, ce qui permet de réapprovisionner le cycle de Krebs et de participer a la
synthese de macromolécules. Son expression est augmentée dans les cancers
notamment les cancers du poumon, du cerveau et du sein. Dans le cancer du sein, il a été
démontré que son expression varie en fonction du stade du cancer. En effet, la PC est
surexprimée chez les patients de stade avancé comparé a ceux de stade précoce. La

surexpression a également été retrouvée dans des lignées a fort pouvoir métastatique en
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comparaison a des lignées a faible pouvoir métastatique. Son expression est essentielle
pour la prolifération, la migration et I'invasion des cellules cancéreuses (Phannasil P et
al,, 2015).

Dans le cancer du poumon, il a été démontré que la PC permet la synthese de
précurseurs de macromolécules comme les lipides et nucléotides soutenant la
tumorigenese. L'inhibition de la PC par knock-down dans des modeéles de xénogreffes
murins induit une diminution de synthése des macromolécules ainsi qu'une diminution
de la croissance tumorale montrant que I'anaplérose induite par la PC est importance
pour la survie tumorale (Sellers K et al., 2015).

Bien que la glutamine soit privilégiée comme précurseur des réactions anaplérotiques
(90%) comparé au pool d’AOO, I'utilisation de la pyruvate carboxylase représente un
mécanisme de compensation lorsque les cellules tumorales en sont privées. En effet,
I’équipe de DeBerardinis a démontré que le silencing de la GLS dans les glioblastomes
supprime mais n’élimine pas totalement les cellules cancéreuses. Ces cellules vont
mettre en place un mécanisme de compensation via 'anaplérose catalysée par la PC
permettant l'utilisation du pyruvate dérivé du glucose par les cellules tumorales (Cheng
Tetal, 2011).

De nouvelles études ont également démontrées que la PC représente une voie de
biosynthese d’acides aminés lors de déficiences enzymatiques dans le cycle de krebs. En
effet, il a été démontré dans un modele de cellules cancéreuses de rein déficientes en
succinate dehydrogenase (SDH: enzyme du cycle de krebs catalysant I'oxydation du
succinate en fumarate) que ces cellules vont alors utiliser le pyruvate extracellulaire et
le métaboliser au travers la PC afin de synthétiser de I'aspartate. L’aspartate étant un
précurseur pour les acides nucléiques et pour d’autres acides aminés comme
I'asparagine, va permettre la prolifération et la survie des cellules cancéreuses (Cardaci
S et al,, 2015). Des résultats similaires ont été retrouvés par I'équipe de Tennant, cette

fois ci dans le paragangliome SDH-déficient (Lussey-Lepoutre C et al., 2015) (figure 15).
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Figure 15: La pyruvate carboxylase participent aux réactions anaplérotiques
mitochondriales.

Les cellules cancéreuses peuvent métaboliser le pyruvate issu du glucose lorsque I'apport en
glutamine est restreint. Le pyruvate est transformé en oxaloacétate (OAQO) qui entre dans le
cycle de Krebs pour permettre la synthese de précurseurs de macromolécules comme les acides
aminés (via 'OAA) et les acides gras (via le citrate).

Les acides gras peuvent étre utilisés par la mitochondrie pour alimenter le cycle de
Krebs et faire fonctionner la CRM, fournissant ainsi I’énergie nécessaire aux cellules
cancéreuses. Les acides gras entrent dans la cellule et sont pris en charge par la Fatty
Acid Synthase (FAS) afin de fournir de I’AcylCoA qui entrera dans la mitochondrie via
une navette carnitine. Ils sont dans ce cas convertis en Acylcarnitine sous l'action d'une
carnitine Acetyl transferase (CPTI) présente sur la MEM. L'Acylcarnitine peut rejoindre
la matrice mitochondriale en empruntant une carnitine acetylcarnitine transferase
(CAT), qui fonctionne comme un antiport permettant d'échanger une molécule de
carnitine contre une molécule d'Acylcarnitine. Dans la matrice, I’Acetylcarnitine est
convertie a nouveau en AcylCoA sous l'action d'une carnitine Acetyl transferase (CPT2)

et peut ainsi subir la -oxydation.
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La -oxydation est la voie principale de dégradation des acides gras, elle se passe dans la
mitochondrie et aboutit a 1a formation d’acetyl-CoA qui est oxydé dans le cycle de Krebs,

ainsi qu’a la production des cofacteurs NADH et FADH; alimentant la CRM (Figure 16).
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Figure 16: La 3-Oxydation des acides gras.

Les acides gras entrent dans la cellule et sont pris en charge par la Fatty Acid Synthase (FAS) afin
de fournir de I'’AcylCoA qui entrera dans la mitochondrie via une navette carnitine. Ils sont
ensuite convertis en Acylcarnitine sous l'action de la carnitine Acetyl transferase (CPTI)
présente sur la MEM. L'Acylcarnitine peut rejoindre la matrice mitochondriale en empruntant la
carnitine acetylcarnitine transferase (CAT). Dans la matrice, I'Acetylcarnitine est convertie a
nouveau en AcylCoA sous l'action d'une carnitine Acetyl transferase (CPT2) et peux ainsi réaliser
la B-oxydation. La B-oxydation permet la dégradation des acides gras et aboutie a la formation
d’acetyl-CoA qui est oxydé dans le cycle de Krebs et des cofacteurs NADH et FADH; alimentant la
CRM

Il a été démontré que les cellules cancéreuses peuvent surexprimer les enzymes de la (3-
oxydation comme I'Enoyl-CoA hydratase dans les cancers gastriques (Zhu XS et al,
2014) et le gliome mais également le transporteur CPT1 dans le but de survivre.

En effet, les cancers du foie (Rodriguez-Enriquez S et al, 2015), de la prostate
(Schlaepfer IR et al,, 2014), du sein (Park JH et al,, 2016), du poumon (harris FT et al,,

2014) ainsi que le gliome (Lin H et al, 2016) augmentent I'expression CPT1 mais
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également I'expression des enzymes de la 3-oxydation afin de produire de L’ATP au
travers le cycle de Krebs, ce qui leur permet d’obtenir I’énergie nécessaire a leur survie.
Dans ces différents modeéles, l'utilisation d’étomoxir (inhibiteur spécifique de CPT1) se
traduit par une chute de la consommation d’oxygene ainsi qu'une diminution de la
production d’ATP ayant pour conséquence l'inhibition de la prolifération et de la
migration des cellules tumorales.

Dans les cancers triple négatif du sein (TNBC), l'inhibition de CPT1 via des sh-RNA
permet d’augmenter la survie mais diminue également les métastases pulmonaires et
hépatiques dans des modéeles murins TNBC (Park JH et al.,, 2016) montrant bien I'intérét

de l'utilisation de la $-oxydation pour les cellules tumorales.

2.3. Le métabolisme mitochondrial est influencé par des signaux

internes et externes :

Le métabolisme énergétique est dicté par divers stimuli internes (influence
oncogénique) et externes (environnement cellulaire) qui vont influencer le destin
cellulaire. Ces stimuli vont étre critiques pour la survie, la croissance, la migration, la
différenciation ou encore la prolifération des cellules cancéreuses (Marchetti P et al,,

2015).

Contrairement aux cellules saines, les cellules cancéreuses sont indépendantes des
facteurs de croissance pour l'activation des voies de signalisation cellulaire. Cette
caractéristique est notamment permise suite a I'acquisition de mutations sur ces voies
leur permettant alors une croissance indéfinie. REcemment, il a été démontré que non
seulement I'activation aberrante de ces voies de signalisation modifie le déroulement du
cycle cellulaire pour favoriser la prolifération et la survie, mais également que ces voies
permettent de réorienter le métabolisme tumoral pour favoriser la prolifération et la

survie.
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e Lesvoies MAPK et PI3K/AKT

La voie MAPK

Dans le mélanome métastatique est retrouvé la mutation de I'oncogene BRAF a 50% et
plus particulierement la mutation BRAFV600E (90% de mutation BRAF). Cette mutation
permet une activation constitutive de la voie MAPK composée des protéines RAS-RAF-
MEK et ERK.

La mutation de BRAFV600E dans les mélanomes est associée a une augmentation de la
glycolyse HIF-la dépendante. Les mélanomes BRAFV600E mutés présentent une
augmentation de l'expression des enzymes de la glycolyse comme HK2 et la Lactate
Déhydrogenase-A (LDH-A) mais également une captation de glucose exacerbée. Ceci est
notamment di a la stabilisation du facteur HIF-1la méme en présence d’Oz, dans le
mélanome. En effet, le kd-HIF-1a dans les lignées de mélanome a pour conséquence
d’augmenter la phosphorylation oxydative mitochondriale. 11 a été demontré dans
différents cancers comme le neuroblastome, le mélanome BRAF muté, le cancer
colorectal KRAS muté que la surexpression de la PDK3 permet d’exercer un frein sur
I’'0OxPHOS mitochondriale. En effet, la surexpression de la PDK3 permet dans le
mélanome métastatique, d’inhiber I'OxPHOS et d’augmenter la glycolyse au travers
I'expression du facteur HIF-1a (Kluza ] et al,, 2012).

Des études menées par l'équipe Koch et collaborateurs ont démontré que la
surexpression du transporteur GLUT1 augmente 'agressivité et les métastases dans le
mélanome métastatique. L’expression de GLUT1 a par ailleurs été corrélée a un
pronostic sombre. En effet, ils ont mis en évidence la surexpression du transporteur
dans 78 mélanomes primaires par immunohistochimie. Le shRNA de GLUT1 dans des
lignées de mélanome BRAF muté se traduit par une diminution de l'invasion, de la
résistance a l'apoptose ainsi que de la migration. In vivo, cela se traduit par une

diminution de 'apparition de métastases hépatiques (Koch A et al., 2015).

En plus d’augmenter la glycolyse, BRAFV600E inhibe le métabolisme mitochondrial via la
répression de la voie MITF/PGCla. A l'origine, le facteur MITF (Microphtalmia -
associated Transcription Factor) régule la prolifération cellulaire et la différenciation
des mélanocytes. Toute fois, I'équipe de Vazquez a mis en évidence un role clé de MITF

dans la biogenese mitochondriale. En effet, MITF permet de réguler la biogenése
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mitochondriale et 'OxPHOS mitochondriale au travers l'expression de la protéine
PGCla, protéine clé impliquée dans la biogenese mitochondriale (Vazquez F et al,
2013). 1l a été démontré que l'oncogéne BRAFV600E est capable d’'inhiber la protéine
MITF impliquée dans la régulation de I'activité mitochondriale. Haq et collaborateurs
ont démontré que la réactivation de MITF/PGC1la induit via I'inhibition de BRAF permet
une reprogrammation métabolique des mélanomes au profit de 1'OxPHOS
mitochondriale (Haq R et al,, 2013).

Cependant, bien que la biogenese mitochondriale soit réprimée, les mélanomes
présentent une mitochondrie active notamment au travers 'utilisation de la glutamine.
L’utilisation de la glutamine au travers la mitochondrie a par ailleurs été montrée

comme favorisant les métastases dans ce cancer (Rodrigues MF et al., 2011) (Figure 17).
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Figure 17 : Role de la voie MAPK dans le métabolisme cellulaire.

La voie MAPK permet d’augmenter la glycolyse a travers la surexpression des transporteurs de
glucose (GLUTSs), des enzymes de la glycolyse ainsi que la stabilisation du facteur HIF-1a. De
plus, bien qu’elle inhibe la biogenése mitochondriale au travers la repression de la voie MITF-
PGC1aq, elle favorise le métabolisme de la glutamine.
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La voie PI3K/Akt/mTOR

La voie PI3K/AKT/mTOR est fréquemment activée dans les cancers. Dans la LMC, il a été
démontreé que I'oncogene BCR-ABL permet l'activation constitutive de la voie PI3K/Akt.
L’activation de cette voie est associée a une augmentation de la glycolyse (augmentation
de la captation de glucose et la sécrétion de lactate). Ceci est notamment di a la
surexpression des transporteurs de glucose comme GLUT1, GLUT3 et GLUT6 ainsi qu’a
la surexpression des enzymes de la glycolyse comme HK2, Aldolase, PDK3 ainsi que la
LDH-A. (Kluza ] et al,, 2011) (Elestrom RL et al., 2004). En plus d’augmenter la glycolyse,
cette voie permet également l'activation du métabolisme mitochondrial. Dans le cancer
du colon, le développement de nouvelles molécules inhibant la kinase PI3K permet de
réprimer le flux glycolytique et I'expression des enzymes de la glycolyse comme la PFK1
et la PKM2. Cette inhibition de la glycolyse au travers la voie PI3K permet de diminuer
'agressivité des cellules cancéreuses (capacité migratoire) et d’induire la mort cellulaire
(Hussain A et al,, 2016).

La surexpression de la PDK1 a été observée dans les LAM qui dépendent également de la
voie PI3K pour leur survie. L'inhibition de la PDK1 par du DAP (Dichloroacetophenone)
conduit a une inhibition de la croissance cellulaire in vitro, ainsi qu’a une diminution du
volume tumorale dans des xénogreffes. Ceci est dii notamment a l'induction de la voie
apoptotique mitochondriale (Quin L et al.,, 2016).

En plus d’augmenter la glycolyse, il a été démontré que cette voie permet également la
biosyntheése mitochondriale. Par exemple, la protéine mTORC1 a été démontrée comme
favorisant la biogenese mitochondriale au travers l'expression du facteur PGCla. En
effet, I’équipe de Puigserver a démontré dans les cellules musculaires que I'inhibition de
mTORC1 par la rapamycine se traduit par une diminution de I'expression des genes
mitochondriaux et une diminution de la respiration mitochondriale. En effet, il
semblerait que mTORC1 interféere avec PGCla ainsi qu’avec des facteurs de
transcription comme YY1 (Ying-Yang 1) dans le but d’induire la biogenese
mitochondriale (Cunningham T et al, 2007). Il a également été démontré que la
protéine AKT permet également I'activation des voies de biosynthése mitochondriale. En
effet, 'expression de la protéine Aktl dans les adipocytes primaires est associée a la
transformation du citrate en Acetyl-coA via 'ATP citrate lyase (ACL) permettant la

synthese de lipides (Berwick DC et al., 2008). (Figure 18).
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Figure 18 : Role de la voie PI3K/Akt dans le métabolisme cellulaire.

L’activation d’Akt dans les cellules tumorales permet la glycolyse au travers l'augmentation
d’expression des GLUTSs et des enzymes de la glycolyse. Akt permet également le fonctionnement
de la mitochondrie en augmentant la biogenése mitochondriale (via mTORC1) ainsi qu’en
favorisant la synthese d’acide gras.

La voie LKB1/AMPK

La voie PI3K/ATK/mTOR est controlée par une autre voie régulant a son tour le
métabolisme énergétique : la voie LKB1/AMPK.

L’AMPK est un complexe protéique qui joue un role essentiel dans la régulation du
métabolisme énergétique cellulaire. En effet, 'TAMPK a un role de senseur du statut
énergétique cellulaire (changements dans le ratio cellulaire de I’AMP vers I’ATP) et est
activée lors de conditions de stress métabolique comme I'hypoxie ou la privation en
nutriments.

Lors de stress énergétique, 'AMPK est activée et permet I'inhibition de la prolifération
cellulaire ainsi qu'un switch métabolique de la glycolyse vers le métabolisme oxydatif
mitochondrial. Dans les LAL, il a été démontré que '’AMPK permet l'inhibition de

mTORC1 conduisant a une diminution de la glycolyse. En contre partie, ’AMPK permet
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d’augmenter l'activité mitochondriale et notamment celle du complexe 1. Cela se traduit
par une plus forte production d’ATP et la survie et résistance des cellules au stress
meétabolique (Kirshton R] et al,, 2016) (Cairns RA et al.,, 2011) (Cantor JR et al,, 2012).
Chaube et collaborateurs ont démontré dans les cellules cancéreuses de poumon et de
sein que '’AMPK est capable d’augmenter a la fois la biogenése mitochondriale via I'axe
p38/PGCla et la glycolyse via PFK2 dans le but de regénérer rapidement le pool d’ATP
nécessaire a la survie des cellules. Dans le cancer de la prostate, 'activation de '’AMPK
est corrélée a la progression des patients dans la maladie. L’équipe de Frigo a démontré
que 'AMPK permet d’augmenter l'utilisation du glucose et des acides gras par la
mitochondrie dans le but de génerer de ’ATP. De plus, il semblerait que ces effets soient
dépendants de l'activation de PGCla puisque le siAMPK ainsi que le siPGCla les
abolissent (Tennakoon |B et al., 2014).

L’AMPK est contro6lée positivement par le suppresseur de tumeur LKB1. Dans le cancer
du poumon, son expression est vue comme limitant la progression tumorale. En effet,
I'inhibition de LKB1 permet d’augmenter la glycolyse ainsi que la formation de
métastases alors que la réexpression de LKB1 permet au contraire 'inhibition de la
glycolyse ainsi que la migration et I'invasion des cellules tumorales (Zeng Q et al,, 2016).
La mutation de LKB1 est souvent retrouvée dans le cancer du poumon. Sa mutation est
associée a une hyperactivation de mTORC1 et a 'activation de HIF-1a. En effet, dans les
MEFs, la perte de LKB1 induit une augmentation de la captation de glucose et de
glutamine pour favoriser la synthese de macromolécules, soutenir la production d’ATP
et permettre la survie des cellules tumorales. Ces changements métaboliques sont
dépendant de HIF-1a et de mTOR puisque HIF-1a est accumulé en normoxie dans les
MEFs déficients en LKB1 et 'inhibition de mTORC1 ou de HIF-1a inhibent ces effets et

induisent la mort cellulaire (Faubert B et al., 2013).

e HIF-1a

Le facteur de transcription induit par I'’hypoxie HIF-1 (Hypoxia-inducible factor-1) est
responsable de l'induction de nombreux genes impliqués dans 'adaptation des cellules
canceéreuses a ’hypoxie. HIF-1 est composé d’'une sous unité dont I'expression varie en
fonction de la concentration d'oxygene, HIF-1a et d’'une sous unité exprimée de fagon

constitutive, HIF1-B. En condition normoxique, le facteur HIF-1a est hydroxylé par des
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prolylhydroxylases 1 et 2 (PHDs). L’hydroxylation permet son ubiquitinylation par la
protéine VHL (Von Hippel-Lindau) conduisant a sa dégradation protéasomale. En
condition hypoxique, I'activité de PHD diminue stabilisant HIF-1a qui peut alors migrer
dans le noyau pour se dimériser a HIF1-f et ainsi augmenter la transcription de génes

cibles (Chiche A et al,, 2013) (Figure 19).
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Figure 19 : Role de HIF-1 dans le métabolisme énergétique.

HIF-1 est composé de deux sous-unités, HIF-1 o et HIF1-f. En normoxie, HIF-1 a est hydroxylé
par des prolylhydroxylases (PHDs) ce qui permet son hydroxylation puis son ubiquitinylation
par la protéine VHD (Von Hippel-Lindau) conduisant a sa dégradation protéasomale. En hypoxie,
I'activité de PHD diminue stabilisant HIF-1 a qui peut alors migrer dans le noyau pour se
dimériser a HIF1-f et transcrire ses géenes cibles portant une séquence HRE (Hypoxia Response
Element) dont des genes impliqués dans le métabolisme.

HIF-1 a a un réle clé dans la reprogrammation du métabolisme energétique. En effet,
son activité induit une augmentation de l'expression des transporteurs du glucose
comme GLUT1 et GLUT3 et la grande majorité des enzymes impliquées dans la glycolyse
comme la LDH-A (Kappler M et al., 2012). En augmentant |'expression de la LDH-A et en
favorisant I'expression de la pyruvate dehydrogenase kinase (PDK), enzyme responsable
de l'inhibition de I'oxydation du pyruvate en Acetylco-A nécessaire a la mitochondrie,
HIF-1a exerce un frein sur le métabolisme mitochondrial (Lu CW et al., 2008). Des
études ont mis en évidence que HIF-1a peut étre activé en condition normoxique par les

voies de signalisation oncogéniques telles que la voie PI3K/Akt mais également par la
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perte de la protéine suppresseur de tumeur VHL. Par ailleurs, d’autres évenements tels
que l'augmentation des ROS ainsi que la mutation des enzymes mitochondriales
succinate dehydrogenase (SDH) et fumarate hydratase (FH) peuvent également

augmenter 'expression de HIF1-a (Cairns RA et al., 2011).

e Myc

L’oncogéne Myc est connu pour jouer un réle important dans le métabolisme des
cancers. En effet, il a été démontré que Myc peut induire la glycolyse dans le
glioblastome via la surexpression des enzymes glycolytiques HK2, PKM2 et LDH-A.
L’expression de Myc génere une dépendance du GBM pour la glycolyse ce qui permet
une meilleure efficacité des inhibiteurs glycolytiques comme le NAMPT. Son action
cytotoxique et proapoptotique se traduit in vivo par 'augmentation de la survie des
souris portant des xénogreffes de GBM avec I'amplification de Myc (Tatishi K et al,,
2016). Myc est fréquemment surexprimée dans le cancer du colon. L’équipe de Hu a
démontré que Myc permet 'accumulation de HIF-1la ce qui permet d’augmenter la
prolifération, la migration et I'angiogenese in vivo. Il retrouve également une corrélation
entre 'expression de Myc et HIF-1a dans les échantillons de cancer colorectal (Chen C et
al,, 2013). De plus, il a été démontré que la collaboration entre Myc et HIF1-a induit une
augmentation de l'expression des enzymes glycolytiques ainsi que la répression de
I'entrée du pyruvate dans la mitochondrie via 'expression de la PDK (Cairns RA et al,,
2011).

L’expression de Myc permet également d’augmenter la fonction mitochondriale.
L’équipe de Dang a démontré que Myc permet d’augmenter la biogenese mitochondriale.
En effet, Les fibroblastes de rat Myc -/- présentent une diminution de la masse
mitochondriale et une diminution du nombre de mitochondries. La réexpression de
I'oncogéne se traduit par une restauration partielle de la masse et de la fonction
mitochondriale. Ceci peut s’expliquer par le fait que Myc est capable de lier le promoteur
du geéne de TFAM qui code pour un facteur de transcription qui va étre transloqué dans
la mitochondrie pour induire la réplication et la transcription de ’ADN mitochondrial (Li
Fetal, 2005).

De plus, Myc stimule également le métabolisme de la glutamine. Dans le glioblastome,
Myc induit une augmentation de 'expression du transporteur de la glutamine ASCT2

(Scl7A25) ainsi que celle de la glutaminase GSL2 qui permet la conversion de la
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glutamine en glutamate qui pourra étre utilisé par la mitochondrie (Xiao D et al,

2015)((Figure 20).
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Figure 20 : Role de Myc dans le métabolisme cellulaire.

Myc peut induire un métabolisme glycolytique dans les cellules cancéreuses notamment en
interagissant avec HIF-1la. De plus, il augmente le métabolisme de la glutamine au sein des
cellules cancéreuses via la surexpression de ASCT2 et de la GLS.

e p53:

Lors de la transformation maligne de nombreux stress sont percus par la cellules
cancéreuses conduisent a l'activation de p53. Le role de p53 dans la réponse au stress
est relativement bien établi. Lors d'un stress basal ou de faible amplitude, p53 va aider
les cellules a contrer ou va réparer les dommages cellulaires alors que lors d'un stress
persistant comme un stress génotoxique ou l'activation oncogénique, p53 va plutot
orienter la cellule vers la senescence ou I'apoptose. En plus de décider si une cellule sera

ou non orientée vers la mort, la protéine p53 a un role important dans la régulation du
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métabolisme énergétique (Vousden KH et al., 2009) en étant capable a la fois d’agir sur
I’'0xPHOS mitochondriale et sur la glycolyse.

L’équipe de Karnieli, a démontré que la protéine p53 peut influer sur la glycolyse
notamment en inhibant l'expression de GLUT1 et GLUT4 dans des cellules
d’ostéosarcomes et des rhabdomyosarcomes (Schwartzenberg-Bar-Yoseph F et al,
2004). La mutation de p53 dans les cellules cancéreuses de poumon et de sein permet
de stimuler 'effet Warburg. En effet, les cellules mutp53 présentent une augmentation
de la consommation de glucose associée a la surexpression et la relocalisation
membranaire de GLUT1 ainsi qu'un relargage important de lactate. Ces effets sont
reversés par l'expression de la forme WTp53 (Zhang C et al,, 2013). La protéine p53
permet également l'activation de la protéine TIGAR (TP53-Induced Glycolysis and
Apoptosis Regulator) qui va altérer la concentration en fructose-2,6-bisphosphate (Fru-
2,6-BP) dans les cellules ce qui a pour conséquence de diminuer I'activité de PFK1 et
donc d’inhiber la glycolyse. Les dérivés du glucose produits vont se diriger vers la voie
des PPP pour permettre entre autres la régulation du stress oxydant via la génération de
NADPH. Dans le glioblastome, TIGAR permet de limiter la production de ROS grace a la
voie des PPP (Wanka C et al., 2012).

En outre, 'équipe Boyd a démontré que l'expression de p53 est importante pour le
maintien de I'OxPHOS mitochondriale. En effet, les cellules squameuses de carcinome
téte/cou exprimant p53 présentent une respiration mitochondriale robuste. La mutation
de p53 dans ce carcinome aboutit a un switch du métabolisme oxydatif vers la glycolyse
(Wilkie M et al,2015). En 2006, 1‘équipe de Hwang a démontré que p53 permet
d’augmenter la respiration mitochondriale via l'expression de SCO2 (cytochrome c
oxydase 2). Auparavant en 1999, I'équipe de Nakamura avait démontré que p53 permet
également I'expression de la sous unité I de la COX dans les cellules colorectales p53wt

(Matoba S et al., 2006).

e Mutation des enzymes mitochondriales :

Certaines tumeurs sont caractérisées par une dysfonction mitochondriale. Cette
dysfonction a pour origine la mutation d’enzymes du cycle de Krebs: L'isocitrate

dehydrogenase (IDH), la succinate dehydrogenase (SH) et la fumarate hydratase (FH).
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La mutation de ces enzymes aboutie a la formation d’un cycle de Krebs tronqué et a

I'accumulation de métabolites supportant la transformation maligne.

L’isocitrate dehydrogenase (IDH) :

L’isocitrate dehydrogenase (IDH) est une enzyme qui catalyse la transformation
d’isocitrate en a - ketoglutarate (a-KG) avec la réduction en parallele de NAD(P) en
NADP(H). Trois isoformes se distinguent en fonction de la localisation cellulaire ; 'IDH1
retrouvée dans le cytosol et au niveau des peroxysomes et les IDH2 et IDH3 localisées
dans la mitochondrie. Alors que la transformation de l'isocitrate en a-KG catalysée par
I'IDH3 est irréversible, celle réalisée par les IDH1 et IDH2 est réversible. Dans certains
types de cancer tels que les gliomes, les leucémies et les choloangiosarcomes, des
mutations IDH1 et IDHZ sont fréquemment retrouvées. Ces mutations touchent le
domaine catalytique de l'enzyme et sont majoritairement caractérisées par la
substitution d’'une arginine (IDH1R132 et IDH2R140 ou [DH2R172). Ces mutations ont pour
conséquence un gain de fonction. En effet, bien que 'enzyme mutée soit incapable de lier
l'isocitrate pour le transformer en a-KG, elle réduit I' a-KG en un nouveau métabolite, le

2 hydroxyglutarate (2-HG) (Laurenti G et al., 2016).

Le 2 hydroxyglutarate (2-HG) est caractérisé comme un oncomeétabolite du fait de sa
contribution au phénotype tumoral. Le 2-HG partage des similarités moléculaires avec
I'a-KG. Ces similarités vont d’ailleurs lui permettre d’inhiber I'activité des dioxygenases
dépendantes de l'a-KG. Un des effets de cet oncométabolite est l'induction de
modification épigénétique. En effet, le 2-HG peut inhiber les démethylases comme la
TET2 DNA démethylase (Role dans la méthylation des ilots CpG de ’'ADN) ou la JM]JC
histone démethylase (Role dans la méthylation des histones) aboutissant a un profil
transcriptionnel qui contribue a la tumorigenese dans les cellules IDH™t (Van Lith SAM
etal,, 2016) (Figure 21).

En plus d’avoir des effets épigénétiques, le 2-HG peut directement influer sur le
métabolisme des cellules tumorales. En effet, les tumeurs mutées IDH1R132 ont un
phénotype moins glycolytique que les tumeurs IDHIWT. Dans les gliomes, il a été
démontré que I’hyperméthylation du promoteur de la LDH-A induit une diminution de
son expression. De plus, dans des échantillons de patients IDH1™u, la surexpression de

FIH1/HIFAN (Régulateur négatif de HIF-1 ) supprime I'expression de HIF-1a.
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Cependant, pour ce qui est de la modulation d’expression du facteur HIF-1q, les avis
divergent. En effet, le role de I'IDH™t et du 2-HG sur la stabilisation de HIF-1a est
dépendante du type cellulaire, tissulaire et de ’environnement tumoral.

Le métabolisme de la glutamine semble étre tres important pour les tumeurs IDH™ut En
effet, les gliomes IDH1™ut surexpriment les glutamate dehydrogenases 1 et 2 et montrent
une augmentation de la dépendance a la glutamine. Ceci a été notamment démontré par
une plus forte sensibilité des cellules IDH1™ut aqux inhibiteurs de glutaminase en
comparaison aux cellules IDH1WT.

La mutation d'IDH empéche la carboxylation reductive et donc les réactions
anaplérotiques induites par la glutamine, ce qui pousse les cellules IDH™ta utiliser et a
dépendre de la glutamine pour faire fonctionner le cycle de Krebs. Par ailleurs, il a été
mis en évidence que cette dépendance a I'0OxPHOS est d’autant plus forte en condition
hypoxique ce qui les rend plus vulnérables aux inhibiteurs de la CRM (Grassian AR et al,,
2014).

L’équipe de Ronen a mis en évidence que les gliomes IDH1R132H peuvent compenser ce
manque de réactions anaplérotiques via la surexpression de la Pyruvate carboxylase
(PC) (Izquierdo-Garcia JL et al., 2014). De plus, des études ont démontré que les gliomes
peuvent directement importer leur glutamate qui peut étre transformé par la GDH en a-
KG (Van Lith SAM et al, 2016). Par ailleurs, chez des patients atteints
d’oligodendrogliome muté IDH1R132H ont été découverts des taux normaux en o-KG.
Cette a-KG peut alimenter les réactions anaplérotiques.

Alors que 'IDHWT permet la production de NADPH, I'IDH™ut consomme du NADPH pour
produire le 2-HG ce qui a pour conséquence une diminution du pool de NADPH et une
augmentation de la production de ROS. Il a été démontré que la production de ROS
induite par la mutation de 'DH2 permet d’augmenter les mutations mitochondriales et
d’'induire des dysfonctions mitochondriales (Parker SJ et al., 2016). Cette production de

ROS rend ces cellules plus sensibles aux agents prooxydants.

En dépit de leurs effets épigénétiques, métaboliques et redox, I'expression des enzymes
IDH mutées ne suffit pas pour induire la transformation cancéreuse. Par exemple, la
mutation de 'IDH2 ne cause pas de transformation leucémique directe chez la souris.
Cependant, il semblerait que d’autres mutations soient nécessaires pour induire la

leucémogenese comme par exemple, la coopération NRASG12V + [DH2R140Q dans la
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leucémie aigiie ou la coopération FLT3/ITD + IDH2R140Q dans les LAL et les LAM (Garrett
Bakelman PE et al., 2016).
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Figure 21: Mutations des génes encodant des enzymes du cycle de Krebs. Certaines cellules
cancéreuses possedent un cycle de Krebs tronqué suite a la mutation de certaines enzymes du
cycle de Krebs. Ces mutations donnent des oncométabolites comme le 2-hydroxygutarate (2-
HG), suite aux mutations des IDH1 et IDH2 ainsi qu'une accumulation de succinate et fumarate
due a l'inactivation de la SDH et FH, respectivement. Ces mutations induisent des changements
épigénétiques, métaboliques et redox.

La succinate dehydrogenase (SDH) et la fumarate hydratase (FH) :

La succinate dehydrogenase (SDH) est une enzyme mitochondriale tétramérique
possédant 4 sous unités (SDH-A, SDH-B, SDH-C et SDH- D) qui participe a la fois au
fonctionnement du cycle de Krebs au travers I'oxydation du succinate en fumarate mais
également a la CRM en utilisant les électrons générés par le FADH2 pour réduire
I'ubiquinone en ubiquinol. La mutation de la SDH a été tout d’abord découverte dans le
paragangliome/pheochromocytome héréditaire (HPGL/PCC) puis retrouvée dans
d’autres cancers tels que celui de la thyroide, le neuroblastome et le cancer ovarien
(Laurenti G et al.,, 2016). Cette mutation aboutie a une perte de fonction de I'enzyme
conduisant a la fois a 'accumulation de succinate mais également a une diminution du

fumarate et du malate produit.
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La fumarate hydratase est une enzyme mitochondriale et cytosolique permettant
I'hydratation du fumarate en malate. Des mutations dans le gene encodant son
expression sont dues a une perte de fonction ayant pour conséquence I'accumulation de
fumarate. Elles ont été découvertes dans les cancers rénaux agressifs et depuis
retrouvées dans les cancers de la vessie, du sein ou du testicule.

Ces mutations ont a la fois des repercussions épigénétiques au travers l'inhibition des
demethylases de 'ADN mais ont essentiellement des conséquences métaboliques.

La perte de l'activité SDH et FH est associée a un état de pseudohypoxie due a la
stabilisation du facteur HIF-la en normoxie via I'accumulation de succinate et du
fumarate. Par exemple, en ce qui concerne la déficience en SDH, deux hypothéses ont été
émises pour expliquer cet effet. Tout d’abord, la déficience en SDH permet d’augmenter
la production de ROS qui peuvent inhiber les PHDs. Cependant, des études ont démontré
que HIF-1a peut également étre induit lors de I'exposition a un traitement antioxydant
(Selak MA et al, 2006). D’ou cette deuxieme hypothese qui consiste a dire que le
succinate peut agir comme messager secondaire et inhiber les PDHs directement
(MacKenzie ED et al, 2007). En plus d’induire cet état pseudohypoxique, les tumeurs
déficientes en SDH et FH ont un remodellage métabolique. La déficience en SDH dans le
cancer ovarien et la déficience en FH dans le carcinome rénal permettent d’augmenter
l'utilisation des intermédiaires du glucose pour produire notamment des acides
nucléiques au travers de la voie PPP.

Les cellules déficientes en SDH vont également compter sur les réactions anaplérotiques
pour survivre. En effet, les cellules de carcinome renal déficientes en SDH-B augmentent
leur dépendance pour la glutamine qui sera utilisée pour donner du citrate contribuant
ainsi a la lipogenese (Saxena N et al., 2016). Afin de préserver la production d’acides
aminés comme l'aspartate, les cellules de paragangliome déficientes en SDH-B vont
quant a elles augmenter leur dépendance a la pyruvate carboxylase (Lussey - Lepoutre C
etal, 2015).

L’état redox peut également étre impacté par lors de déficiences de SDH et FH. Les
tumeurs déficientes en SDH et en FH présentent une augmentation de la production de
ROS. De plus, il a été démontré que les tumeurs déficientes en FH présentent une
altération du systéeme de glutathion. En effet, 'accumulation du fumarate induit la
production de succinic-glutathion (GSF) qui agit comme un substrat alternatif de la

glutathion reductase. Ceci a pour conséquence de diminuer le pool de NAPDH et de GSH
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et d’augmenter les ROS (Sullivan LB et al,, 2013). En plus d’agir sur le glutathion, il a été
démontreé que l'inactivation de la FH et de la SDH permet d’inhiber Keap1 et d'induire
I'expression de NRF2 (Laurenti G et al.,, 2016), facteur important pour le maintien de

I’homéostasie redox (Figure 21).

Les cellules cancéreuses vivent dans un environnement particulier caractérisé par une
fluctuation du niveau d’oxygene et un apport variable en nutriments. Cette fluctuation

est souvent induit par un défaut d’angiogenese et va conditionner leur métabolisme.

e Utilisation de substrats carbonés :

Les cellules cancéreuses augmentent généralement leur captation en glucose qui sera
meétabolisé en pyruvate puis transformé en lactate. En plus du glucose, il a été démontré
que les cellules cancéreuses peuvent métaboliser d’autres substrats. En effet, certains
types de cancer du sein sont dépendants de la glutamine pour leur survie. De plus,
certaines cellules leucémiques et tumeurs du poumon utilisent les acides gras comme
source d’énergie additionnelle ou alternative. Alors que le glucose est métabolisé au
travers la glycolyse, les acides gras et la glutamine sont métabolisés au travers la
mitochondrie (Cantor JR et al,, 2012).

Une des caractéristiques importantes du métabolisme énergétique est sa trés grande
flexibilité. En effet, dans des cellules Hela privées en glucose, les cellules vont adapter
leur métabolisme en utilisant la glutamine au travers la mitochondrie afin de survivre
(José C et al, 2011). L’inhibition de la glutaminase, dans des cellules de gliome
dépendante de la glutamine se traduit par un mécanisme compensatoire. En effet, les
cellules peuvent utiliser la carboxylation du pyruvate provenant du glucose pour
générer de 'oxaloacétate (OAA) grace a la pyruvate carboxylase et ainsi maintenir la
fonction mitochondriale (Cheng T et al, 2011). Par ailleurs le lactate, produit de
dégradation issu de la glycolyse peut également étre un substrat pour la cellule
tumorale. En effet, les cellules tumorales peuvent utiliser le lactate présent dans
I'environnement péritumoral pour produire du pyruvate et faire fonctionner la

mitochondrie (Nakajima EC et al,, 2013).
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En outre, dans les cellules de mélanome, la privation en glucose induit une tres forte
dépendance a I'acétate pour la croissance tumorale. L’acétate est un substrat carboné
qui va étre converti par les AcetylCoASynthetases (ASCC) présentes au niveau
mitochondrial (ASCC1) et cytoplasmique/nucléaire (ASCC2) en AcetylCoA qui pourra
alors entrer et faire fonctionner la mitochondrie. L’inhibition de ASCC1 et ASCC2 dans
les cellules permet une diminution de la croissance tumorale de xénogreffe de

mélanome (Lakhter AJ et al,, 2016).

e Hypoxie:

L’environnement des cellules cancéreuses est souvent caractérisé comme étant
hypoxique. Cette hypoxie induit des modifications métaboliques au sein des tumeurs
leur permettant de s’adapter a cet environnement hostile et de proliférer. Cependant de
nombreuses études démontrent qu’il existe une hétérogénéité au sein méme d’une
tumeur. En effet, les tumeurs du cerveau comme le gliome possedent a la fois des zones
hypoxiques et des zones oxygénées. Le profiling transcriptionnel a mis en évidence que
ces zones distinctes possedent également des types cellulaires phénotypiquement
différents. En effet, les zones oxygénées sont caractérisées par la présence de cellules
cancéreuses prolifératives possédant des caractéristiques invasives et migratoires;
alors que les zones hypoxiques sont caractérisées par la présences de cellules
cancéreuses non prolifératives qui ont des caractéristiques similaires aux cellules
souches (Endaya BB et al,, 2016). Cet exemple illustre parfaitement I'hétérogénéité intra
tumorale et 'impact de I'hypoxie sur les populations de cellules cancéreuses.

I a été également démontré que cette hétérogénéité au sein méme des tumeurs
contribue au développement tumoral. En effet, les cellules tumorales des zones
hypoxiques et des zones oxygénées peuvent coopérer afin de permettre la progression
du cancer. Les zones hypoxiques sont caractérisées par un métabolisme glycolytique
alors que les zones oxygénées sont caractérisées par un métabolisme mitochondrial. Il a
été démontré que les cellules cancéreuses des zones hypoxiques peuvent sécréter du
lactate qui sera utilisé par les cellules cancéreuses oxygénées au travers 'OxPHOS

permettant ainsi la progression tumorale (Nakajima EC et al., 2013).
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e Coopération des cellules tumorales avec les cellules environnantes :

Le stroma tumoral peut fournir des substrats carbonés aux cellules cancéreuses. En
effet, les fibroblastes (CAF : Cancer Associated Fibroblasts) peuvent fournir du lactate
aux cellules cancéreuses. Ce lactate est excrété par MCT4 présent sur le fibroblaste et
capté par la cellule tumorale qui exprime MCT1. Le lactate va étre converti en pyruvate
puis utilisé par la mitochondrie (Nakajima EC et al., 2013).

Autre exemple, dans le glioblastome, cancer du cerveau caractérisé comme « addict » a
la glutamine, les astrocytes environnants sont capables de fournir de la glutamine aux
cellules de gliomes lors de condition de privation en glutamine. Pour cela, elles vont
utiliser le glutamate sécrété par les cellules environnantes dans le but de néosynthétiser
la glutamine, nécessaire a la survie des cellules de glioblastome dépourvues de

glutamine synthase (Tardito S et al., 2015) (Figure 22).
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Figure 22 : Coopération des cellules cancéreuses avec leur environnement.

Les cellules du stroma comme les CAFs peuvent fournir des substrats carbonés comme le lactate,
aux cellules cancéreuses. Cette coopération se fait via 'expression du MCT4 sur le fibroblaste,
qui permet le relargage de lactate et 'expression du MCT1 sur la cellule tumorale qui permet sa
captation. Dans la cellule tumorale, le lactate capté est transformé en pyruvate et utilisé au
travers le cycle de krebs. Les astrocytes présents dans I'environnement péritumoral du GBM
peuvent coopérer avec les cellules de GBM ayant une faible activité glutamine synthase (GBM
LowGS) pour fournir de la glutamine nécessaire a leur survie.

e Glucocorticoides:

Les glucocorticoides (GCs) sont des stéroides naturels (Cortisone et hydrocortisone)
connus pour étre de puissants régulateurs endogenes du contrdle de I'immunité et de la
réponse anti-inflammatoire. Leur action nécessite leur liaison a des récepteurs

spécifiques (GR pour glucocoticoid repector) de la famille des récepteurs nucléaires. Ils
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résident dans le cytoplasme sous forme de complexe multiprotéique. Le mécanisme
d’action des GC se fait au travers la fixation du ligand (GC) au GR. Suite a ¢a, le dimere
GC-GR peut soit migrer dans le noyau pour transactiver ou réprimer de nombreux genes
au travers la fixation du dimere a une séquence GRE (Glucocoticoide Response Element)
située sur I'’ADN ; ou interagir avec des protéines cytoplasmiques ou membranaires
(Figure 23).

Les GC sont connus pour leurs effets pléiotropes et notamment pour leur effet sur le
métabolisme. I a notamment été démontré dans I’hépatocarcinome, que Ila
déxaméthasone permet une augmentation de la fonction mitochondriale se traduisant
par une augmentation de la consommation d’oxygene des cellules ainsi qu'une plus forte

production d’ATP et de ROS. (Hernadez Alvarez M, 2013).

Complexe L
GR@ ‘L’ @ GC/GR 4’%

g Protéines antiinflammatoires (IL10, GILZ)
= Protéines Pro-inflasmatoires(IFN, TNF)

Figure 23 : Mécanisme d’action des glucocorticoides.

Le mécanisme d’action des GC se fait au travers leur fixation a un recepteur au GC (GR) dans le
cytosol. Suite a ¢a, le dimére GC-GR peut soit interagir avec des protéines cytoplasmiques ou
membranaires ou alors migrer dans le noyau pour transactiver ou réprimer de nombreux génes
au travers la fixation du dimére a une séquence GRE (Glucocoticoide Response Element) située
sur I’ADN.

Les glucocorticoides sont connus pour induire I'expression de génes codant pour des

protéines comme la protéine GILZ (Glucocorticoid Induced Leucine Zipper) qui
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posséde au sein de son promoteur 6 séquences GRE putatives permettant son
expression. La protéine GILZ a été identifiée pour la 1¢re fois dans le thymus et depuis
localisée dans de nombreux tissus humains et murins. Elle se compose d’'un domaine N
terminal, d’'une TSC-Box (Tuberous Sclerosis Complex), d'un domaine Leucine Zipper
permettant 'homodimérisation ou I’hétérodimérisation de partenaires protéiques et
d'un domaine PER (Proline- Glutamic acid rich Region). Cette structure lui permet
d’'interagir avec de nombreuses voies de signalisation dont les voies de signalisation

impliquées dans le cancer (Beaulieu E et al, 2011) (Figure 24).

| N ter | 1sc | 1z | PER

L. Raf L» Ras Dimérisation L» NFKB

N

Physiologique Pathologigque

Figure 24: Structure de GILZ.
La protéine GILZ est composée d'un domaine N terminal, d'une TSC-Box (Tuberous Sclerosis
Complex), d'un domaine Leucine Zipper permettant 'homodimérisation ou ’hétérodimérisation
de partenaires protéiques et d'un domaine PER (Proline- Glutamic acid rich Region). Cette
structure lui permet d’interagir avec de nombreuses voies de signalisation ayant un réle a la fois
physiologique et pathologique.

Réle de GILZ dans I'immunité :

La protéine GILZ a un role essentiel dans I'immunomodulation (Ayroldi E et al, 2009). En
effet, il a été démontré d’une part, que GILZ module I'immunité innée en diminuant le
recrutement et 'activation des cellules immunitaires, en diminuant la sécrétion de
molécules inflammatoires (TNFa, RANTES) dans les macrophages stimulés par LPS;
d’autre part que GILZ module l'immunité adaptative en diminuant la fonction
présentatrice d’antigene des cellules dendritiques (diminution des molécules
costimulatrices, diminution expression CMH-II) et en diminuant I'activation des cellules
T (Répression de la voie MAPK au travers I'inhibition de Raf) (Ayroldi E et al. 2002).

En plus de réduire l'activation des acteurs des réponses immunitaires innées et
adaptatives, il a été démontré que GILZ permet une diminution des sécrétions de

cytokines et des molécules proinflammatoires. En effet, GILZ a la capacité de lier et
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réprimer l'activité transcriptionnelle de nombreuses protéines comme NFkB dans les
lymphocytes T, les macrophages et les cellules épithéliales ; ainsi que l'activité de AP1

dans des cellules Jurkat (Berrebi D et al, 2003) (Godot et al, 2006).

Réle de GILZ dans les voies de signalisation impliquées dans le cancer :

Outre son role dans la réponse immunitaire, il a été démontré que GILZ pouvait interagir

avec les voies de signalisation cellulaire impliquées dans la tumorigenese (Figure 25).

GILZ peut interagir avec les protéines Ras et Raf de la voie MAPK de plusieurs facons. En
effet, il a été observé la formation de dimere Ras/GILZ et Raf/GILZ ou encore la
formation d’'un complexe Ras/GILZ/Raf. Cette association avec Ras ou Raf va mener a
des effets antiprolifératifs et antitumoraux dans les cellules T activées et dans les
cellules de rate transformées par Ras (Ras - transformed cells) (Ayroldi E et al. 2014).

GILZ peut également moduler la voie PI3K/AKT. Il a été démontré que GILZ est capable
d’'inhiber la voie PI3K/AKT en liant FoxO3 dans les cellules leucémique HL-60, facteur
influencant la prolifération cellulaire (Latré de Laté P, 2010). Dans la LMC, GILZ est
capable de lier mTORC2 et d’inhiber la phosphorylation d’AKT permettant ainsi
I'apoptose des cellules leucémiques (Joha S et al. 2012). En plus d’interagir avec les voies
de signalisation responsables de la prolifération cellulaire; il a été observé dans les
cellules de carcinome colorectal qu’'une forme longue de GILZ appelée L-GILZ est capable

d’interagir avec p53 afin de supprimer la croissance tumorale (Ayroldi E et al. 2014).

De nombreuses études portent sur les effets antiprolifératifs de GILZ. Cependant, il
semblerait que la liaison de GILZ aux effecteurs des voies de signalisation soit complexe.
En effet, il a été démontré que I'inhibition de la voie MAPK par GILZ pouvait également
induire des effets inverses dans d’autres pathologies que les cancers comme I'inhibition
des mécanismes de réparation des cellules épithéliales chez les patients asthmatiques.
De plus, dans le cancer de I'ovaire, il a été démontré que GILZ est capable d’augmenter
I'expression et I'activité d’AKT pour favoriser la progression tumorale (Ayroldi E et al.

2014).
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Figure 25: Role de GILZ dans les voies de signalisation impliquées dans le cancer.

De nombreuses études ont démontré que GILZ peut lier les effecteurs de voies de signalisation
comme les protéines NFkB, Ras, Raf, mTORC2 et Fox03 dans le but de limiter la prolifération et
la survie des cellules cancéreuses. Cependant le role de GILZ est plus complexe, car il peut
également permettre l'effet inverse en agissant sur les mémes voies de signalisation.
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PARTIE 2 : CIBLAGE MITOCHONDRIAL DANS LE
CANCER

1. Le métabolisme mitochondrial, une cible attractive

1.1. La mitochondrie : source de stress oxydant

1.1.1.1. Maintien de 'homéostasie redox en condition physiologique :

La régulation de I'homéostasie redox est fondamentale pour maintenir les fonctions
cellulaires normales et permettre la survie cellulaire. Cette homéostasie dépend d'une
balance entre la production d’espéces réactives de 'oxygene (ROS) et leur élimination
Les ROS sont définies comme des especes chimiques contenant de l'oxygene et
possédant des propriétés réactives. On distingue les espéces radicalaires comme I'anion
superoxyde (02°) et le radical hydroxyl (OH®), des especes non radicalaires telles que le
peroxyde d’hydrogene (H202) et I'acide hypochlorique. Il existe de nombreuses sources
de production de ROS au niveau cytosolique telles que les NADPH Oxydases (NOX), les
cyclooxygenases (COX) ou les lipoxygenases (LOX), mais la grande majorité des ROS est
d’origine mitochondriale (Panieri E et al., 2016).

Plusieurs sources de production de ROS mitochondriaux existent, mais la source
principale reste la CRM également appelée chaine de transport des électrons (ETC)
(Figure 26). L’activité respiratoire de la CRM génere un flux d’électrons pouvant
s’échapper et réagir avec I'oxygene présent pour produire des ROS sous forme d’anion
superoxyde (0%°). On estime qu’environ 1 a 2% de l'oxygene consommé par la
mitochondrie est incompletement réduit, générant des ROS. Ces ROS peuvent étre
relargués dans la matrice mitochondriale, c’est notamment le cas pour 1'02°- généré par
les complexes I, II et III de la CRM ; mais peuvent étre également libérés dans 'EIMM,
ceci concerne uniquement I’ 02°-issu de 'activité du complexe III.

Dans les cancers du sein ou du colon, des études ont mis en évidence que l'inhibition
physiologique de 'ATP synthase par I'lF1 (ATPase inhibitory factor-1) se traduit par une
hyperpolarisation mitochondriale associée a la production de ROS. Cependant, ce

phénomene reste peu décrit.
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Dans les mitochondries des cellules du cerveau, les ROS sont majoritairement issues de
'activité de la Monoamine Oxidase (MAO). La MAO est une flavoprotéine localisée sur la
MOM qui catalyse la déamination oxydative des neurotransmetteurs et des monoamines
(Martinez-Reyes I et al.,, 2014). D’autres sources de production de ROS mitochondriaux
ont également été identifiées. En effet, il semblerait que la PDH et la OGDH (2-
oxoglutarate dehydrogenase), enzymes présentes dans la matrice mitochondriale
produirait de 02%°-; ainsi que les enzymes GPDH (glycerol-3-phosphate dehydrogenase)
et la FQR (flavoprotein ubiquinone oxidoreductase) présentent sur la MIM (Holmstrém

KM etal,, 2014).
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Figure 26: Production et détoxification des ROS produits au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale (CRM).

Les ROS mitochondriaux sont majoritairement produits au niveau de la CRM. Ils peuvent étre
produits dans la matrice mitochondriale (CI, CII et CIII) et dans I'espace intermembranaire
mitochondrial (CIII uniquement). Afin de conserver une homéostasie redox, des systemes de
détoxification cellulaire existent. L’anion superoxyde (0:°-) produit peut-étre détoxifié dans la
matrice via la MnSOD (ou SOD2) en peroxyde d’hydrogene (H202) qui peut soit diffuser a travers
les membranes pour étre détoxifié dans le cytosol, soit étre pris en charge par une glutathion
peroxydase (GPX) dans la matrice. L’02°- produit dans 'EIM peut rejoindre le cytosol via le VDAC
et étre pris en charge par la Cu/ZnSOD (ou SOD1) pour étre converti en H,0; lui méme dégradé
par divers systeme de détoxification (catalase, GPXs, ...) en H»0.
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Les ROS mitochondriaux peuvent orienter la cellule vers la survie cellulaire ou la mort
cellulaire via I'apoptose en fonction de la quantité produite. Afin d’éviter des effets
nocifs, les cellules ont par conséquent développé des systemes de détoxification.

L’anion superoxyde produit dans la matrice mitochondriale va étre transformé en H20>
par la Superoxyde dimutase 2 (MnSOD ou SOD2). L’H202 produit peut diffuser a travers
les membranes pour étre réduit en H20 par les catalases ou les Glutathion-peroxydases
(GPXs) cytosoliques, ou peut étre directement pris en charge par les GPXs
mitochondriales. L’0O2%°-généré dans 'EIMM peut quant a lui rejoindre le cytosol via le
VDAC ou peut étre transformé en Hz02 par la SOD1 (CuZnSOD). L’H;0; diffusera vers le
cytosol ou différents systemes de détoxification comme la catalase, les thioredoxines

(TRDX) ou les péroxyredoxines (PRDX) le transformeront en H20 (Figure 26).

1.1.1.2. Le stress oxydant des cellules tumorales

e Les cellules cancéreuses ont une production de ROS exacerbée :

Les cellules cancéreuses présentent une quantité élevée et persistante de ROS. Ces ROS
sont produits en conséquence d’altérations génétiques, métaboliques et
environnementales et contribuent a la tumorigeneése en induisant notamment une
instabilité génique, en activant la réponse inflammatoire et en reprogrammant le
métabolisme énergétique. Les sources de ROS dans les cellules cancéreuses sont
identiques a celles rencontrées en condition physiologique. Cependant dans le but de
proliférer rapidement, les cellules tumorales vont acquérir des modifications génétiques

et épigénétiques qui vont leurs permettre d’augmenter leur production de ROS.

Parmi ces stratégies, il a été démontré que la pression oncogénique contribue a la
production de ROS. Dans un modele de leucémie, I'expression inductible de Bcr-Abl
induit une élévation du niveau de ROS intracellulaire via la surexpression de NOX4
(Naughton R et al,, 2009). Ces ROS favorisent I'activation de la voie PI3K/Akt et la survie
des cellules leucémiques. L'oncogene KRASG12V augmente également la production de
ROS dans les cellules cancéreuses pancréatiques au travers l'induction des voies de
signalisation NFkB/MAPK. Ces voies induisent la transcription de miR 155 qui inhibe
I'expression des enzymes antioxydantes SOD2 et catalase, provoquant ainsi
I'accumulation de ROS et la survie de ces dernieres (Wang O et al., 2015). Une autre

étude a mis en évidence que 'oncogene Myc permet 'augmentation de la production de
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ROS responsable de dommages a I’ADN simple brin. Cette instabilité génétique contribue

a la progression tumorale (Vafa O et al.,, 2002).

D’autres facteurs contribuent a 'augmentation de production des ROS dans les cellules
cancéreuses. Par exemple, les altérations de 'ADN mitochondrial peuvent perturber la
synthese et la fonction des complexes de la CRM conduisant a la production de ROS.
Dans le paragangliome et le phéochromocytome, il a été démontré que des mutations du
complexe II (SDH) favorisent la production de ROS (Yang Y et al., 2016). Dans le cancer
rénal, la production de ROS est exacerbée par la mutation germinale de la Fumarase
hydratase (FH) qui, en bloquant le cycle de krebs, induit I'accumulation des
intermédiaires métaboliques et donc favorise la production de ROS (Marston Linehan W
et al, 2013). Cette augmentation de ROS induite par des mutations de I'ADN

mitochondrial favorise le développement des cancers.

L’environnement tumoral contribue également a la production exacerbée de ROS. En
effet, les cellules tumorales vivent dans des zones hypoxiques et surexpriment souvent
le facteur de transcription HIF-1a. Il a été démontré que I'hypoxie favorise la production
de ROS notamment ceux produits au niveau du complexe III de la CRM. Ces ROS ont
également été démontrés comme étant cruciaux pour la stabilisation de HIF-1a
(Hamanaka RB et al,, 2009). Les cellules environnantes comme les CAFs et les CAMs
(Cancer-associated macrophage) peuvent également produire des ROS qui vont
contribuer a la colonisation des cellules cancéreuses métastatiques (Parri M et al,,

2013).

e Régulation du stress oxydant dans les cellules tumorales

En plus de supporter la prolifération et la survie des cellules tumorales, la
reprogrammation du métabolisme énergétique permet aux cellules cancéreuses
d’augmenter leurs défenses antioxydantes, les protégeant ainsi d'un stress oxydatif 1étal.
Par exemple, les cellules leucémiques et colorectales surexpriment différentes enzymes
antioxydantes telles que les SODs et les GPXs (Brigelius-Flohé R et al., 2009). La catalase
est retrouvée surexprimée dans les lignées cancéreuses de sein MDA-MB-231 (Hecht F
et al.,, 2016). La surexpression de la PRDX6 induit quant a elle la progression tumorale

dans les cancers du poumon (Yun YM et al., 2014).
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Au travers la glycolyse, 'oxydation des acides gras et l'utilisation de la glutamine, les
cellules cancéreuses vont également générer du glutathion, antioxydant principal de la
cellule. Le glutathion est un tripeptide composé de glutamine, de glycine et de cystéine
dont la synthese est essentiellement cytosolique (90%). Il peut se présenter sous forme
de monomere GSH (glutathion réduit) et de dimere GSSG (glutathion oxydé de part ses
résidus cystéine). Le GSH est important pour le maintien de 'homéostasie redox. En
effet, le glutathion sert de cofacteur a plusieurs enzymes antioxydantes telles que la
glutathion peroxydase (GPX) et permet la détoxification des radicaux libres et du
peroxyde qui s’accumulent conduisant a la formation de GSSG. L’intervention de la
glutathion reductase (réduisant le GSSG en 2GSH) est nécessaire pour maintenir le pool
GSH/GSSG qui contrdle le niveau de ROS intracellulaire et dépend fortement du NAPDH
(Gorrini C et al,, 2013) (Figure 27). Il a été démontré que ce systeme de détoxification
est sur-régulé dans différents types de tumeurs. En effet, les tissus tumoraux

posséderaient 4 fois plus de GSH que les tissus normaux.
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Figure 27 : Biosynthese du glutathion.

Le glutathion est un tripeptide composé de glutamate, cystéine et glycine. Le glutamate dérivé de
la glutamine et la cystéine derivée de la cystine sont liés via la Glutamate-Cystéine Ligase (GLC)
pour former la Y-Glutamyl cysteine. La glutathion synthase (GSS) incorpore ensuite la glycine
dérivée du glucose (voie de la sérine partir du 3-PG) pour former le glutathion (GSH). Lors d'un
stress oxydant, le glutathion va servir de cofacteur notamment pour la Glutathion Peroxydase
(GPX) permettant la détoxification du peroxyde d’hydrogene (H202). Ceci va induire la
formation de glutathion oxydé (GSSG). Pour retourner a l'état réduit (GSH), le glutathion
reductase (GSR) va se servir du NADPH comme cofacteur.
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Le NAPDH est un cofacteur essentiel pour la régénération du GSH. Ce cofacteur est
produit par les cellules cancéreuses au travers des voies métaboliques.

Lors de la glycolyse, le glucose peut donner des intermédiaires tels que le G-6-P pouvant
bifurquer vers la voie des pentoses phosphates grace a la G6PD ou le 3-PG empruntant la
voie de la sérine grace a la PHGDH. Ces 2 intermédiaires vont donner respectivement du
NADPH et de la glycine, permettant la génération du GSH (Parri M et al.,, 2013).

La mitochondrie participe également activement a la production de NADPH et de GSH,
notamment au travers l'utilisation des acides gras et de la glutamine. En effet, la (-
oxydation des acides gras fournit du malate qui sera converti en pyruvate par '’enzyme
malique (ME1), produisant du NADPH.

La glutamine est un précurseur important de la synthese de GSH. En effet, grace a la
glutaminase (GLS), la glutamine est convertie en glutamate qui va pouvoir étre lié avec
la cysteine via la Glutamate-cystéine ligase (GCL) donnant de la y-glutamyl-cystéine puis
la glutathion synthase (GSS) incorpore la glycine donnant ainsi du GSH. La glutamine
permet également la production de NADPH. En effet, lors de la glutaminolyse, le malate
produit peut-étre exporté dans le cytosol pour donner du pyruvate mais également du
NADPH (Panieri E et al., 2016). De plus, il a été démontré que l'isocitrate et les citrates
réduits dans le cytosol peuvent entrer dans la mitochondrie pour étre transformés en a-

kétoglutarate via I'DH2 générant ainsi du NADPH (Jiang L et al.,, 2016) (Figure 28).
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Figure 28 : Regéneération du NADPH par les intermédiaires métaboliques.

Le G-6-P dérivé du glucose peut emprunter la voie des pentoses phosphates (PPP) pour générer
du glutathion. Au niveau de la mitochondrie, les acides gras peuvent subir la (-oxydation
donnant de l'acétylCoA qui va entrer dans le cycle de krebs. Suite a c¢a, le malate produit peut
sortir de la mitochondrie pour donner du pyruvate et du NADPH sous l'action de l'enzyme
malique (ME1). Le glutamate issu de la glutamine peut étre transformé en a-KG puis intégrer le
cycle TCA pour donner du malate qui sortira de la mitochondrie produisant du pyruvate et du
NADPH. La formation d’a-KG a partir de l'isocitrate via les isocitrate dehydrogenases 1 et 2
(IDH1 cytosolique et IDH2 mitochondriale) peut également produire du NADPH.

En dehors de la reprogrammation du métabolisme, il a été démontré que les cellules
péritumorales peuvent participer a la régulation du stress oxydant des cellules
tumorales. Par exemple, il existe une coopérativité entre des cellules stromales dérivées
de la moelle osseuse (BMSCs) et les cellules de leucémie lymphoides chroniques (CLLs).
Dans un modele de co-culture, les BMSCs fournissent de la cystéine aux CLLs,
permettant a ces dernieres d’accumuler du glutathion et de lutter contre les ROS

(DeBerardinis R] et al., 2012).

La voie Keap1-NRF2 (Kelch-like ECH-associated protein 1 - Nuclear factor erythroid
derived 2 factor) a un role central dans la protection des cellules contre le stress
oxydant. En condition physiologique, le facteur NRF2 est ubiquitinylé par la protéine
cytosolique Keapl, induisant sa dégradation protéasomale. Lors d'un stress oxydatif,
Keap1 est inactivée par 'oxydation de résidus cystéines, ce qui provoque la stabilisation
de NRF2 et sa migration dans le noyau ou il peut effectuer son réle de facteur de
transcription en liant notamment des séquences ARE (Antioxydant Response Element)
permettant ainsi la transcription d’enzymes de détoxification (Figure 29). NRF2 peut

également participer au maintien de I'homéostasie redox notamment au travers
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'activation de la GCL ou en activant le transporteur de cystéine SLC7A11 (xCT-) ce qui a

pour conséquence de générer du glutathion (Mitsuishi Y et al., 2012).

Certains cancers comme les cancers du poumon (Shibata T et al., 2008), du sein (Nioi P
et al,, 2007) ou encore téte/cou (Stacy DR et al,, 2006) presentent une stabilisation du
facteur NRF2. Cette stabilisation est de mauvais pronostic. En effet, en plus de la
régulation de 'homéostasie redox, NRF2 joue un role anabolique dans les cellules
cancéreuses notamment au travers l'activation de divers enzymes telles que la G6PD, la
ME1 et I'IDH1 (Mitsuishi Y et al.,, 2012) ce qui permet en plus de produire du NADPH, de
fournir des précurseurs de macromolécules essentiels a la prolifération des cellules

cancéreuses.

Dégradation
protéasomale

Stabilisation

Glutathion (GCLC)
Synthése NADPH (ME1, G6PD) |
Détoxification ROS (GST, GPX) |

Figure 29 : NRF2 contribue au maintien redox cellulaire.

NRF2 contribue au maintien de I'état redox en permettant la transcription de genes impliqués
dans la détoxification des ROS. En condition physiologique, le facteur NRF2 est ubiquitiné par la
protéine Keap1, induisant sa dégradation protéasomale. Lors d’un stress oxydatif, Keapl est
inactivée par l'oxydation de résidus cystéines ce qui provoque la stabilisation de NRF2 et sa
migration dans le noyau ou il peut se lier a des séquences ARE (Antioxydant Response Element)
permettant la transcription d’enzymes de détoxification.
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La production de ROS est souvent considérée comme néfaste pour les cellules.
Cependant, les ROS ont un réle important dans la survie et dans la prolifération des
cellules saines. Ce qui est néfaste n’est pas leur production en soi, mais le déséquilibre
de 'homéostasie redox puisqu’'une quantité excessive de ROS va induire des dommages
qui s’averent étre létaux pour la cellule.

Les cellules cancéreuses ont su d’adapter en exacerbant a la fois leur production de ROS
favorisant ainsi la progression tumorale, mais également en contrebalancant cette

production via 'augmentation des défenses antioxydantes (Figure 30).

e Les ROS induisent des dommages oxydatifs sur les composants cellulaires

De nombreuses études montrent que les ROS ont un réle mutagéne notamment via
I'induction de dommages oxydatifs a I'’ADN. En effet, les ROS peuvent causer des
ruptures au niveau des brins d’ADN, mais surtout oxyder des bases azotées comme la
guanine, formant ainsi, le dérivé 8-oxo-guanine. Les dommages a I’ADN peuvent
concerner a la fois 'ADN nucléaire comme I’ADN mitochondrial. Le fait que les ROS
induisent des dommages a ’ADN mitochondrial constitue un cercle vicieux ou ces
dommages vont renforcer la production de ROS par la mitochondrie.

Les ROS peuvent également endommager les protéines au travers des modifications
d’acides aminés ou des clivages protéolytiques. Ces modifications protéiques peuvent
conduire a l'altération de I'état redox au travers l'inhibition des GPXs et de la catalase
mais peuvent aussi également altérer I'état des membranes cellulaires au travers la
peroxydation des lipides. Cette peroxydation lipidique va diminuer la fluidité

membranaire et peut induire la mort cellulaire lors de dommages excessifs au travers

I'induction de la cascade apoptotique.

e Les ROS contribuent a la survie et la prolifération cellulaire :

En condition physiologique, les ROS et plus particulierement I'H20; qui est plus stable
que I'0O2™ peuvent agir comme des messagers secondaires de la transduction du signal.
En effet, un niveau de ROS faible et transitoire contribue a la prolifération et a la survie
cellulaire. En effet, de faibles taux de ROS s’averent étre treés importants pour

I'autorenouvellement des cellules souches hématopoiétiques (HSCs).
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La régulation des voies de signalisation par les ROS s’effectue via I'oxydation réversible
de résidus cystéines. C’'est ainsi que les ROS peuvent activer des nombreuses voies de
signalisation telles que les voies MAPK, PI3K/AKT et NFkB et peuvent également inhiber
des phosphatases impliquées dans la répression de ces voies telles que la phosphatase
PTEN, inhibitrice de la voie PI3K.

Dans les cellules cancéreuses, 'homéostasie redox est dérégulée et I'augmentation de la
production de ROS contribue a la progression du cancer. Au travers, l'oxydation
inhibitrice de PTEN ou p53, les ROS peuvent induire une prolifération cellulaire
incontrolée. Par ailleurs, il a également été démontré que les ROS ont un effet

antiapoptotique via I'oxydation des caspases.

e Les ROS participent a la reprogrammation métabolique et a la colonisation

métastatique :

Des études ont montré que les ROS peuvent favoriser 'adaptation des cellules tumorales
a I'hypoxie. La production de ROS en hypoxie parait étonnante, cependant I'équipe de
Dang a démontré dans différentes lignées cellulaires, que le switch entre 2 sous-unités
du complexe IV de la CRM permet une meilleure efficacité de la respiration
mitochondriale aboutissant a la production de ROS provenant du complexe III de la CRM
(Fukuda R et al., 2007). Les ROS produits favoriseraient la stabilisation du facteur HIF-
la. Les ROS peuvent également oxyder des enzymes clés de la glycolyse telles que la
GAPDH ou la PKM2 bloquant la glycolyse et redirigeant le flux glycolytique vers la voie
des PPP (Kuehne A et al, 2015), voie permettant a la fois la biosynthese de

macromolécules mais également la génération de NADPH.

La transition épithélial-mésenchymateuse est une caractéristique importante pour la
formation des métastases. Il a été démontré que les ROS contribuent a 'EMT notamment
en activant des métalloprotéinases matricielles (MMPs), enzymes nécessaires pour
digérer la matrice extracellulaire (MEC). Par exemple, les cellules de mélanome
présentent une augmentation de la production de ROS induite par la surexpression de
NOX1. Ces ROS augmentent I'invasion des cellules cancéreuses via 'expression de MMP2
(Lui F et al,, 2012). De méme, dans le cancer du pancréas, les ROS produits par la

surexpression de NOX4 permettent également I'EMT induite par le TGFp.
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Figure 30 : Le stress oxydant tumoral promeut la tumorigenese.

Les cellules tumorales sont caractérisées par une forte production de ROS. Afin de conserver un
état redox propice a leur survie, elles vont surexprimer leurs défenses antioxydantes permettant
ainsi de proliférer, de survivre ainsi que de coloniser les tissus voisins. Cette balance est régulée
par les facteurs endogenes comme la pression oncogénique (KRAS, BCR/ABL ou myc), les
dysfonctions mitochondriales (mutations mtADN, mutations de la SDH, mutations de la FH) ou
encore le métabolisme cellulaire (au travers les intermédiaires métaboliques fournis par le
glucose, la glutamine et les acides gras), mais également par des facteurs exogénes comme
I’hypoxie ou encore les cellules du stroma tumoral (CAFs, CAMs, BMSCs).

1.2. L’activité mitochondriale a un réle essentiel dans la tumorigenese :

De part son role anabolique, la mitochondrie soutient la prolifération et la survie des
cellules tumorales. Par exemple, I'utilisation de la glutamine au travers la glutaminolyse
ainsi qu’au travers la carboxylation réductive contribuent a la production d’ATP mais
également a la biosynthése des acides aminés, des acides nucléiques et des lipides dans
différents cancers tels que le glioblastome (Zhang ] et al., 2016), le mélanome (Rodrigues

MF et al, 2016) et I'hépatocarcinome (Yuvena MO et al, 2012). L’utilisation de
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glutamine s’avere étre essentielle pour le métabolisme mitochondrial. Dans les tumeurs
de poumon BRAFV600E {] 3 été démontré que la glutamine peut étre fournie via
I'autophagie. Cette glutamine s’avere étre indispensable au métabolisme mitochondrial
car l'inhibition de l'autophagie se traduit par une altération de la respiration
mitochondriale qui par conséquent induit une diminution de la survie des cellules
tumorales (Strohecker AM et al., 2013).

L’oxydation d’autres substrats comme les acides gras peuvent également permettre la
prolifération et la survie des cellules cancéreuses. Par exemple, les tumeurs de poumons
KRASG12V se procurent des acides gras provenant de l'autophagie. L’oxydation
mitochondriale de ces acides gras est essentielle a la prolifération des cellules tumorales
car l'inhibition de I'autophagie via la délétion d’Atg7 se traduit par une altération de la
fonction mitochondriale ainsi qu'une diminution de la survie des cellules tumorales
(Guo JY et al,, 2013). Dans I'hépatocarcinome, 'oxydation des AG par la mitochondrie
essentielle a la prolifération et a la survie. En effet, elle représente une source
importante d’AcetylCoA nécessaire au fonctionnement de la CRM et a la production
d’ATP (Rodriguez-Enriquez S et al., 2015).

La mitochondrie représente la source principale de production de ROS. Ces ROS peuvent
au travers la modification post-traductionnelle des protéines ou au travers l'induction
de dommages oxydatifs, toucher les constituants cellulaires (ADN et lipides) ce qui a
pour conséquence l'induction de dommages favorisant la prolifération et la survie des

cellules cancéreuses (Panieri E et al., 2016).

La mitochondrie a un role important dans le phénotype métastatique. En effet, 'équipe
de Berridge a démontré que l'injection de cellules cancéreuses de sein dépletées en ADN
mitochondrial (mtDNA) (4T1-p0) chez la souris, retarde la formation de tumeur.
Curieusement, certaines de ces cellules vont acquérir le mtDNA de I'hote leur
permettant de recouvrir une fonction mitochondriale nécessaire pour métastaser de
nouveau (Tan AS et al,, 2015).

De plus, la biogenese mitochondriale est importante pour l'invasion et la métastase. En
effet, les cellules cancéreuses de sein invasives utilisent le facteur de transcription
PGCla afin d’augmenter I'0OxPHOS, la biogenése mitochondriale et la consommation

d’oxygene. Des analyses cliniques de cancer du sein invasif humain ont démontré qu’il
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existe une corrélation entre I'expression de PGCla dans les cellules invasives et la
formation de métastases. Des expériences ont démontré que les cellules cancéreuses
circulantes présentent une augmentation de l'expression de PGCla, associée a une
OxPHOS plus importante que les cellules cancéreuses primaires. La biogenéese
mitochondriale est essentielle pour les capacités invasives, migratoires et la
dissémination métastatique puisque I'inhibition de PGCla les abolie (LeBleu VS et al,,
2014).

L’utilisation de substrats carbonés par la mitochondrie peut contribuer également au
phénotype métastatique. En effet, 'équipe de DeBerardinis a mis en évidence que la
carboxylation reductive permet de supporter I'homéostasie redox en générant du
NADPH, lors de la croissance cellulaire sans ancrage des cellules cancéreuses de poumon
(Jiang L et al,, 2016). De plus, I'équipe de Amoédo a mis en évidence que les cellules
métastatiques de mélanome présentent une OxPHOS augmentée en comparaison avec
des cellules non métastatiques. L’augmentation de I'OxPHOS est associée a la production
d’ATP et au métabolisme de la glutamine. Dans ce modeéle, l'utilisation de la glutamine
supporte le caractére invasif des cellules métastatiques puisque l'inhibition de la
glutaminase inhibe ce trait (Rodriguez MF et al., 2016).

Par ailleurs, L’équipe de Park a démontré en utilisant des cybrides transmitochondriaux
que les cellules métastatiques TNBC maintiennent un haut niveau d’ATP au travers la (3-
oxydation des AG (FAO). Cette FAO permet I'autophosphorylation-ATP dépendante de la
kinase oncogénique Src soutenant l'invasion et la métastase. Cette phosphorylation est
due a l'activité mitochondriale permise via la FAO. En effet, I'utilisation d’inhibiteur de la
CRM tels que la rotenone (CI), 'antimycine A (CIII) et 'oligomycine A (ATP Synthase) se
traduit par une diminution p-Src (Y419). De plus, I'inhibition de la FAO via l'utilisation
d’étomoxir ou via le knock-down de CPT1 et 2 se traduit par I'altération de la respiration
mitochondriale associée a une inhibition de p-Src (Y419). Ceci a pour conséquence, la
régression et la diminution des métastases pulmonaires et hépatiques (Park JH et al,,
2016). L’activité mitochondriale peut également participer au phénotype métastatique
notamment au travers la production de ROS. L’équipe de Sonveaux a démontré dans le
cancer du sein métastatique que l'inhibition partielle de la CRM via I'utilisation d'une
faible concentration de roténone potentialise I'invasion et la prise métastatique chez la
souris. Ces parametres sont dus a l'activation de Src et Pyk2, kinases impliquées dans

I'invasion et la métastase. Cette activation dépend de la production de ROS via
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I'inhibition partielle de la CRM puisque les antioxydants mitoTEMPO et mitoQ la
prévient. Bien que la CRM soit partiellement inhibée, les effets métastatiques nécessitent
une mitochondrie fonctionnelle et active puisque l'inhibition totale de la CRM n’induit

pas de traits métastatiques (Porporato PE et al,, 2014).

De nombreuses études tentent de comprendre les mécanismes permettant aux cellules
cancéreuses de résister aux thérapies. Parmi celle-ci certaines études ont mis en
évidence que les thérapies anticancéreuses peuvent avoir des effets sur le métabolisme
en induisant une « addiction mitochondriale » retrouvée dans les cellules résistantes aux
thérapies.

Par exemple, dans le cancer du colon, la surexpression des geénes impliqués dans
I'0OxPHOS et dans la biogenese mitochondriale est observée dans les métastases
exposées aux chimiothérapies. En effet, les cellules provenant de patients traités par
chimiothérapie présentent une augmentation de I'expression des enzymes de la CRM, de
la masse mitochondriale et de la consommation d’oxygene. Ce shift vers le métabolisme
mitochondrial induit par les génotoxiques est permis par la deacetylase SIRT1 et son
coactivateur PGCla (Vellinga TT et al,, 2015). Dans le cancer du sein, la résistance aux
génotoxiques est associée a une diminution de la production des ROS mitochondriaux
permettant la survie des cellules cancéreuses. Cette production de ROS est liée a
I'expression de la deacetylase mitochondriale SIRT3 puisque son inhibition par siRNA se
traduit par une augmentation de ROS ainsi qu’'une diminution des facteurs PGCla et
TFAM impliqués dans la biogenese mitochondriale. Ceci a pour conséquence une

resensibilisation aux chimiothérapies (Torrens-Mas M et al., 2016).

La réactivation de la fonction mitochondriale est également retrouvée dans les cellules
résistantes aux inhibiteurs de kinases oncogéniques. En effet, le traitement des cellules
de mélanome BRAF mutées par le PLX4720 (inhibiteur de RAF) se traduit par une
augmentation du nombre de mitochondries, de la consommation d'oxygene et de la
production de ROS dépendante de PGC1a (Haq R et al., 2013). Par ailleurs, il a été mis en
évidence que ces mélanomes contiennent une sous population intrinseque de cellules

résistantes aux inhibiteurs de MEK via I'expression de PGC1la (Vazquez F et al., 2013).

98



Les génotoxiques (cisplatine) et les inhibiteurs de kinases oncogéniques (vemurafenib)
peuvent étre responsables de I'enrichissement d’'une sous population de cellules « slow
cycling » persistante dans le mélanome. Ces cellules résistantes expriment la H3K4
demetylase (JARID1B) et permettent la maintenance du mélanome a long terme au
travers I'augmentation de la fonction mitochondriale. Les cellules JARID1B high yvont étre
d’ailleurs responsables de I’émergence de nouvelles tumeurs et présentent une
addiction a la fonction mitochondriale puisque l'utilisation d’inhibiteur de la CRM se
traduit par une diminution du volume tumoral. Dans les leucémies, la maintenance des
cellules souches quiescentes est permise par I'expression de la protéine Bcl-2. Bien que
Bcl-2 soit plus connue pour son role antiapoptotique, il a été démontré dans cette étude
qu’elle est importante pour la fonction mitochondriale et pour le maintien d'un niveau
bas de ROS. Par ailleurs, 'inhibition de Bcl-2 par I’ABT-231 se traduit par une inhibition
de I'OxPHOS associée a une diminution de la production d’ATP. Ceci a pour conséquence
de déséquilibrer I'état redox et le maintien énergétique cellulaire aboutissant a la mort
cellulaire du compartiment de cellules souches quiescentes leucémiques (Lagadinou ED

etal,, 2013).

1.3. Réle du métabolisme mitochondrial dans la survie en condition de

stress : exemple du stress réticulaire.

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite qui possédent des fonctions multiples
telles que la synthese, la conformation et le transport des protéines; la synthese et la
distribution des phospholipides et stéroides ainsi que le stockage du calcium et son
relarguage cytoplasmique. Ces fonctions sont essentielles a '’homéostasie cellulaire, au
développement et a la réponse aux stress. En effet, la perturbation d’'une de ces
fonctions a pour conséquence un stress réticulaire et I'agrégation de protéines mal
conformées.

De nombreuses perturbations cellulaires comme la privation en nutriments, 'hypoxie,
l'altération de la glycolysation ou une perturbation du flux calcique vont entrainer une
accumulation de protéines mal conformées dans le RE induisant un stress réticulaire.

Cette accumulation de protéines mal conformées va déclencher une réponse appelée :
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réponse UPR (Unfolded Protein Response). Cette réponse UPR a pour but de restaurer
I'homéostasie en adoptant différentes stratégies. Tout d’abord, 'augmentation de la
quantité de protéines chaperonnes afin de prévenir 'agrégation protéique et faciliter
une conformation correcte des protéines, puis une diminution du trafic protéique via
I'inhibition de la synthese des protéines, ainsi que I'augmentation du volume de RE via la
stimulation de la synthese lipidique et enfin la dégradation des protéines mal
conformées via le systeme ERAD (Endoplasmic reticulum - associated degradation)

(Bravo Retal, 2013) (Gorman AM etal., 2012).

e Stress réticulaire et voie UPR:

La réponse au stress réticulaire est initiée par 3 protéines transmembranaires du RE qui
vont agir comme « senseurs »: les protéines PERK (Protein Kinase-like ER Kinase),
IREla (Inositol-requiring Enzyme 1) et ATF6 (Activating Transcription Factor 6), qui
vont chacune activer des cascades spécifiques (Figure 31).

En absence de stress, le domaine luminal des protéines « senseurs » est occupé par une
chaperonne, la protéine GRP78 (Glucose Regulated Protein 78). Lors d'un stress
réticulaire, 'accumulation de protéines mal conformées dans la lumiere du RE va
séparer la chaperonne GRP78 de chaque senseur ce qui va permettre leur activation
(Bravo Retal, 2011) (Tay KH et al.,, 2014).

PERK est une kinase qui va étre activée via son homodimérisation et sa
transphosphorylation lors du départ de GRP78. Elle va phosphoryler le facteur de
traduction elF2a ce qui induit I'arrét de la traduction des protéines, qui aide la cellule a
survivre en diminuant le chargement de nouvelles protéines dans le RE.

L’arrét de la traduction protéique n’est pas totale puisque la phosphorylation de elF2a
va induire I'expression du facteur de transcription ATF4 qui va alors migrer dans le
noyau et induire la transcription de génes cibles de la réponse UPR tels que GRP78 mais
également des génes impliqués dans le métabolisme et la survie cellulaire.

Une autre cible de PERK est le facteur de transcription NRF2 qui sous l'effet de la
phosphorylation sera libéré de son inhibiteur KEAP1, permettant ainsi l'induction de
genes principalement impliqués dans le controle du stress oxydatif.

ATF6 va quant a lui étre relocalisé au Golgi ou il sera clivé par les protéases S1P
(Site 1 Protease) et S2P (Site 2 Protease) permettant ainsi son activation comme facteur

de transcription. Il va ensuite rejoindre le noyau pour induire 'expression de génes

100



possédant une étiquette ERSE (ER Stress response Element) dans leur promoteur. C’est
ainsi qu’il va permettre la transcription de protéines chaperonnes comme GRP78 et
GRP94, mais également la protéine XBP1 qui a un réle important dans la signalisation
IRE1la.

IREla est a la fois une kinase et une endonucléase qui va également subir
I'oligomérisation et 'activation par transphosphorylation lors du départ de GRP78.
IREla est impliquée dans I'épissage cytoplasmique des ARNm et pour la traduction de
I'isoforme active du facteur de transcription XBP1s (X-Box-binding Protein 1 spliced).
XBP1s va permettre la traduction de genes associés a la réponse UPR comme GRP78
mais également la protéine p58/PK. La protéine p58/PKest un inhibiteur de PERK qui peut

exercer un feedback négatif sur le stress réticulaire.
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Figure 31 : Les acteurs de la voie UPR.

La réponse au stress réticulaire est initiée par 3 protéines transmembranaires du RE qui vont
agir comme « senseurs » : les protéines PERK, IREla et ATF6 qui vont chacune activer des
cascades spécifiques. Lors de 'accumulation de protéines mal conformées, la protéine GRP78 va
se dissocier des senseurs protéiques ce qui va conduire a leur activation. La phosphorylation et
activation de PERK va induire la phosphorylation du facteur elF2a qui permet 'expression de
ATF4. ATF6 va étre activé par clivage au niveau du Golgi par des protéases spécifiques (Sp1 et
Sp2). ATF6 clivé va ensuite migrer vers le noyau pour induire I'expression de génes dont XBP1.
La kinase IRE1a est activée par phosphorylation et va permettre I'epissage ’ARNm XBP1 codant
pour le facteur XBP1s. Les facteurs ATF4, ATF6 et XBP1s vont moduler I'expression de génes
codant des protéines impliquées dans la régulation du stress réticulaire (GRP78, CHOP)
(*Schéma adapté de Mc Gorman A et al,, 2012).
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e Implication du stress réticulaire dans le cancer :

Les cellules cancéreuses surexpriment les acteurs des voies de la réponse UPR :

Les cellules cancéreuses ont un taux de prolifération tres élevé dans le but de
synthétiser rapidement des protéines et des membranes afin de permettre le
développement tumoral. De plus, elles résident souvent dans des environnements
hypoxiques et ou la quantité de nutriment est limitée. Ces conditions représentent un
stress pour les cellules cancéreuses pour lequel elles vont s’adapter notamment en
activant la réponse UPR. De nombreuses données de la littérature montrent que la
réponse UPR est un mécanisme permettant le développement tumoral.

En effet, des études ont montré qu'’il existe une corrélation entre I'expression de la
chaperonne GRP78 (également appelée BiP/GRP78) et la progression du cancer et
notamment du carcinome gastrique, du carcinome hépatocellulaire et du cancer du sein
(Bravo R et al,, 2013). La surexpression de BiP/GRP78 mais également de PERK a été
démontrée par immunohistochimie dans 133 échantillons tumoraux de patients ayant
un mélanome malin. La surexpression de ces protéines est associée a une diminution de
la survie globale chez ces patients (Shimizu A et al., 2015). L’expression de BiP/GRP78
semble étre également importante pour le développement du glioblastome de haut
grade (Dadey DYA et al,, 2016) (Kang BR et al., 2016) mais également celui du cancer du
poumon NSCLC (Dadey DYA et al,, 2016) puisque I'utilisation d’anticorps ciblés contre
GRP78 se traduit par une diminution de la prolifération, une diminution de la formation
de colonie et la mort cellulaire par apoptose. Le knock-down de GRP78 a montré les
mémes effets dans le carcinome colorectal démontrant bien I'importance de GRP78 dans
le cancer (Zhou X et al,, 2016).

Dans le cancer de la prostate, l'activation de la signalisation UPR est associée a la
progression maligne et au pronostic sombre du cancer. Des immunohistochimies
réalisées sur 160 échantillons de cancer de la prostate (PCa) et sur 30 hyperplasies
bénignes de la prostate (BPH) ont révélé que les PCa surexpriment PERK, ATF6 et IRE1a
en comparaison aux BPH. (Liu | et al., 2016). L’expression de PERK, ATF4 et ATF6
représente également un avantage considérable pour le cancer gastrique lors de
condition sévere d’hypoxie en permettant notamment la transition épithélio-

mésenchymateuse (EMT). L’activation de ces protéines va favoriser le relargage du
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TGFp induit par I'hypoxie et permettre 'activation de SMAD2/3 et de la signalisation
PI3K/Akt (Shen X et al., 2015).

Voie UPR et résistance aux thérapies anticancéreuses :
L’activation de la voie UPR est également associée a la résistance des cellules
cancéreuses aux traitements. En effet, les cellules cancéreuses colorectales résistantes
au 5-fluorouracil (5-FU) surexpriment les acteurs clés des voies PERK, ATF6 et IRE1.
L’inhibition de ces voies conduit a une resensibilisation a ce composé via 'augmentation
du chargement calcique mitochondrial (Kim JK et al, 2016). Dans une autre étude,
menée également dans le cancer colorectal, I'inhibition de la protéine GRP78 augmente
I'efficacité de I'apoptose induite par le 5-FU (Zhou X et al,, 2016). Dans le mélanome
BRAFV600E, la résistance aux inhibiteurs de BRAF (comme le PLX4720 également
appelé vémurafenib) peut étre induit par une augmentation de I'autophagie. Le stress
réticulaire peut contribuer a la résistance induite par l'autophagie. En effet, Il a été
démontré que le PLX4720 induit un stress réticulaire via l'activation de PERK.
L’'inhibition de PERK se traduit par une inhibition de 'autophagie et une augmentation
de la mort cellulaire (Ma XH et al,, 2014). Dans la LMC, La voie PERK induit également
des signaux prosurvie et confere une résistance a I'imatinib dans ce modele (Kusio-
kobialka M et al., 2012). La dormance tumorale représente également un mécanisme de
résistance dans les cancers. Il a été démontré que PERK participe a la survie des cellules
dormantes tumorales retrouvées dans des petites tumeurs asymptomatiques et
chimiorésistantes. Cela se fait via l’activation de la protéine p38 qui en réponse a divers
stress comme 'hypoxie va induire les acteurs des voies UPR et notamment PERK.
L’'induction du stress réticulaire dans ce modeéle va conduire a un arrét des cellules en
GO/G1 et la survie des cellules. L'induction de BiP/GRP78 et de PERK est important
pour la résistance de ces cellules dormantes aux chimiothérapies puisque leur inhibition

conduit a une resensibilisation pour ces dernieres (Ranganathan AC et al., 2006).

e Voie UPR et mort cellulaire :

Bien que la réponse au stress réticulaire soit une réponse adaptative dans le but de
favoriser la survie des cellules en restaurant '’homéostasie du RE, lors d’'un stress
réticulaire trop intense et/ou prolongg, la cellule va choisir la mort cellulaire et induire

I'apoptose.
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Les facteurs de transcription ATF4, XBP1s et ATF6 convergent tous sur le promoteur du
geéne encodant pour le facteur de transcription CHOP. CHOP peut étre transcrit et traduit
lors de I'activation prolongée de la réponse UPR. Son expression est associée a la mort
cellulaire apoptotique. En effet, il a été démontré que la protéine CHOP permet
I'expression des protéines proapoptotiques Bak/Bad et inhibe I'’expression de Bcl2. Elle
permet également d’augmenter la production de ROS qui va induire le relargage du
cytochrome c et 'apoptose (Bravo et al., 2013).

Dans le myélome multiple (MM), le traitement au CSTMP (composé anticancéreux,
analogue du tetramethylpyrazine) induit 'apoptose mitochondriale comme le montre
'activation des caspases et le relargage du cytochrome c. De plus, ce composé permet
I'induction d’'un stress réticulaire. En effet, les cellules de MM traitées au CSTMP
montrent une surexpression des protéines CHOP et GRP78 mais également des acteurs
des voies UPR PERK, IRE1la et ATF6. La mort apoptotique induite par ce composé est
dépendante de 'expression de CHOP puisqu’un siRNA contre CHOP abolit les effets (Sun
Xetal, 2016).

Dans les cellules cancéreuses de poumon NSCLC, le traitement au CSTMP induit des
effets antiprolifératifs et apoptotiques dépendant de I'induction du stress réticulaire.
Cela se traduit par 'augmentation de I'expression de GRP78, de CHOP et d'IRE1la. Ces
effets sont dépendants de IREla puisque son inhibition par siRNA reverse I'apoptose
mitochondriale. L'induction d’apoptose mitochondriale se fait via la formation d'un
complexe IREla /TRAF2/ASK1 (Zhang | et al., 2016). Ceci va permettre a la kinase JNK
d’étre activée et de phosphoryler la protéine Bim qui a son tour va libérer le complexe
Bax/Bak, des protéines antiapoptotiques Bcl-2 et permettre ainsi l'apoptose
mitochondriale (Gorman AM et al., 2012).

Le traitement au vémurafénib des cellules de mélanomes induit également I'apoptose
mitochondriale dans les cellules de mélanome et le stress réticulaire y participe. En effet,
le traitement au vémurafenib induit une augmentation de la concentration de calcium
cytosolique, diminue I'expression de la chaperonne GRP78 et augmente I'expression de
XBP1s. L'activation de la voie PERK est aussi constatée par l'augmentation de la
phosphorylation de elF2a. Ce stress réticulaire est impliqué dans I'apoptose puisque le
kd de ATF4 se traduit par une diminution de I'apoptose induite par le stress réticulaire.
Dans le méme contexte, 'induction d'un stress réticulaire par la thapsigargine (induit un

stress réticulaire calcique) permet de diminuer la croissance tumorale. Dans cette étude,
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il démontre que l'utilisation de thapsigargine peut surpasser la résistance acquise au

vémurafenib dans les lignées de mélanome (Beck D et al,, 2013).

Le calcium peut étre impliqué dans la mort induite lors du stress réticulaire. Le RE est la
source principale de stockage du calcium intracellulaire (REx 1 a 2mM) (cytosolx
0,1uM). Ce calcium peut étre libéré dans le cytosol mais également étre recapté par la
mitochondrie. Lors de relargage de celui-ci dans le cytosol, il peut activer des protéases
dépendantes du calcium appelées calpaines qui vont cliver la protéine Bid qui va ensuite
pouvoir aller activer Bax et induire 'apoptose. Les calpaines peuvent également cliver
directement des caspases comme la caspase 12 ou la caspase 9 pour induire 'apoptose.
Le calcium libéré par le RE peut également étre capté par la mitochondrie ce qui va
induire des dysfonctions mitochondriales et déclencher I'apoptose. Ces effets ont été
apercus lors du traitement des cellules cancéreuses HelLa avec du cisplatine et sont
associés a l'induction du stress du RE puisque l'utilisation de chélateur de calcium
comme le BAPTA inhibe I'apoptose induite par le cisplatine via la sous régulation des

calpaines, des caspases 3 et 4 et de CHOP (Shen L et al., 2016).

e Contacts RE - Mitochondrieou MAMs (Mitochondrial Associated

Membranes)

Le réticulum endoplasmique peut communiquer avec les mitochondries via des contacts
appelés MAM (Mitochondrial Associated Membranes). Ces contacts sont importants car
ils permettent I’échange de métabolites lipidiques mais également du Ca?*, messager
secondaire important (Figure 32).

L’architecture des MAM est complexe et implique un grand nombre de protéines avec
des fonctions variées qui permettent de relier le RE a la mitochondrie. Parmi ces
protéines, on retrouve sur le RE, le canal calcique IP3R (ER-resident inositol
triphosphate receptor) qui permet I'export de Ca?* qui sera capté par le VDAC présent
sur la mitochondrie. D’autres protéines comme la chaperonne GRP75 et les protéines
MFN1/MFN2 permettent de relier le RE a la mitochondrie (Doghman-Bouguerra M et al,,
2016).
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Des études dans le phénomene d’insulinoresistance hépatique ont montré que la
cyclophiline D(CYPD) a un role important dans la formation du complexe IP3R-GRP75-
VDAC puisque son inhibition pharmacologique ou génétique (siRNA et KO chez la
souris) se traduit par une altération du transfert de Ca?* entre les 2 organites. Des
expériences PLA (Proximity Ligation Assay) permettant de mettre en évidence des
compartiments cellulaires tres proches ont mis en évidence que l'inhibition de la CYPD
induit une diminution des interactions RE-mitochondries ce qui induit un stress

réticulaire au niveau du RE et des dysfonctions mitochondriales (Rieusset ] et al., 2015).

e Le stress réticulaire et la régulation du métabolisme énergétique :

Le Ca?* est un messager important dans la communication entre le RE et la
mitochondrie. Les canaux IP3R permettent I'efflux du Ca?* du RE qui sera capturé par le
VDAC présent sur la mitochondrie. Il a été suggéré que les canaux mitochondriaux ont
une faible affinité pour le Ca?* c’est pour cela qu'il doit exister des régions de proximité
entre le RE et la mitochondrie pour permettre une meilleure entrée du Ca?*dans la
mitochondrie. Sur la MIV, il existe également un uniport calcique appelé MCU qui
permet le transport du Ca?*dans la matrice mitochondriale (Doghman-Bouguerra M et
al,, 2016).

Il a été démontré que le relargage du RE vers la mitochondrie permet de moduler le
métabolisme énergétique mitochondrial. En effet, le calcium relargué par IP3R permet
de stimuler la respiration mitochondriale et la production d’ATP. De plus, certaines
enzymes du cycle de Krebs comme I'IDH et la OGDH sont directement stimulées par le
Ca?* (Decuypere JP et al,, 2011). Bien que le calcium ait des effets en augmentant le
métabolisme mitochondrial, un exces de calcium s’avere délétere pour la cellule

cancéreuse.

En influant sur le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses, la proximité du RE
et de la mitochondrie pourrait favoriser également la survie au stress réticulaire précoce
des cellules cancéreuses. En effet, I'équipe de Lavandro a émis I'hypothese que la cellule
cancéreuse peut ajuster son métabolisme mitochondrial pour survivre au stade précoce
du stress réticulaire, leur conférant ainsi un avantage en termes de survie (Bravo R et al,,

2012).
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L’'induction d'un stress réticulaire précoce par utilisation de tunicamycine (altere la N-
glycosylation des protéines) et de thapsigargine pendant 4h se traduit par un
rapprochement des mitochondries vers le RE de fagon périnucléaire, observé en
microscopie confocale. La mesure du coefficient de Mander’s (mesure une fraction de
structure en contact avec une autre) a permis de montrer que la tunicamycine induit une
augmentation des interactions entre le RE et la mitochondrie. Ces interactions
permettent une augmentation de la fonction mitochondriale puisque le traitement avec
les inducteurs de stress de RE induit une augmentation de la consommation d’O:
mitochondriale, du potentiel de membrane mitochondrial et de la production d’ATP.

Ces effets sont observés lors d’un stress réticulaire précoce (4h) et n’'induisent pas de
mort cellulaire contrairement aux mémes traitements a des temps plus longs comme 24
ou 48h (Stress réticulaire tardif). Ceci démontre que les réponses métaboliques se
produisent avant la diminution de la viabilité cellulaire lors des temps tardifs. Cette
augmentation de la fonction mitochondriale lors du stress réticulaire précoce est due a
un boost métabolique induit par I'augmentation du Ca?* mitochondrial.

Cette étude démontre que le couplage RE-mitochondrie et par conséquence
I'augmentation du Ca?* mitochondrial peut a la fois potentialiser le métabolisme
mitochondrial qui est une réponse adaptative au stress du RE et également induire une
dysfonction mitochondriale lors de stress du RE excessif conduisant a la mort cellulaire

(Bravo Retal, 2011).
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Figure 32 : Modulation du métabolisme mitochondrial lors du stress réticulaire.
L’induction d’un stress réticulaire permet le remodelage du réseau mitochondrial autours du RE.
Ceci permet au RE et a la mitochondrie d’établir des zones d’échanges appelées MAMs. Les
MAMs permettent le relargage de Ca2* via le canal IP3R qui sera recapté par la mitochondrie via
le VDAC. Cela va permettre de moduler le métabolisme mitochondrial en augmentant la
respiration cellulaire ainsi que la production d’ATP. Ce qui confére lors d'un stress réticulaire
précoce, un avantage de survie. Lors d’'un stress persistant (tardif), la surcharge calcique va
induire 'apoptose. (* Schéma adapté de Bravo R et al., 2012)

2. Les cibles mitochondriales dans le traitement des cancers

De nombreux travaux démontrent limplication de la mitochondrie dans le
développement tumoral ce qui a conduit au développement d’'un grand nombre d’agents

ciblant la mitochondrie dans le but de tuer les cellules tumorales (Figure 33).
2.1. La chaine respiratoire mitochondriale :

Depuis de nombreuses années, la CRM représente une cible mitochondriale privilégiée
dans le traitement des cancers. En effet, de nombreux agents ont été développés dans le
but d’inhiber les complexes permettant d'induire la mort cellulaire. C’est ainsi que

I'inhibition irréversible du complexe I par la roténone permet d’induire 'apoptose des
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cellules cancéreuses de sein (Deng Y et al., 2010). L’apoptose de ces cellules est permise
par la production de ROS induit par l'inhibition du complexe I, permettant l'activation
des voies JNK et p38MAPK régulant positivement Bcl-2 et négativement la protéine Bax.
Les biguanides tels que la metformine et la phenformine, initialement utilisés dans le
traitement du diabete de type Il ont démontré une activité anti-néoplasique. Au travers
I'inhibition réversible du complexe I, ces agents réduisent la tumorigenese dans le
cancer du colon (Wheaton WW et al,, 2014) et permettent la mort cellulaire dans un
modele de leucémie (Scotland S et al., 2013). Contrairement a la roténone, les biguanides
n’induisent pas de ROS au travers I'inhibition du complexe I.

Des nombreuses études ont révélé plusieurs failles dans I'utilisation des inhibiteurs du
complexe I de la CRM en traitement seul pour éradiquer les cellules cancéreuses.
L’utilisation de la metformine dans des essais cliniques a démontré des effets
secondaires importants et notamment l'induction d’acidose lactique. Ceci a conduit a

repenser les doses utilisées.

L’utilisation d’analogues de la vitamine E comme l'a-TOS (a-Tocopheryl Succinate)
permet d’inhiber I'activité de la succinate quinone reductase du complexe II de la CRM
(Yan B et al, 2016). L’'inhibition du Complexe II se traduit par une production
importante de ROS et l'induction d’apoptose mitochondriale dans les lymphomes
(Prochazka L et al., 2010).

Dans le cancer de la prostate (Xiao D et al,, 2010) et le cancer ovarien (Hong YH et al,,
2015), I'inhibition du complexe III par le PEITC permet d’induire I'apoptose des cellules
cancéreuses au travers la production de ROS. Le PEITC est actuellement en phase III
d’essai clinique dans la leucémie et le cancer oral.

Le ciblage de la FO-F1 ATP synthase souvent considéré comme le cinquieme complexe
de la CRM est permis par l'oligomycine et se traduit également par une apoptose des

cellules cancéreuses du pancréas (Viale A et al.,, 2014).

Actuellement, un des agents les plus prometteurs ciblant la CRM est I'elesclomol. Cet
agent lie le cuivre extracellulaire et le transporte dans la mitochondrie des cellules
tumorales afin d’inhiber ’'ETC. Ceci a pour conséquence de bloquer la production d’ATP
et d'induire la production létale de ROS (Kirshner JR et al., 2008). Cet inhibiteur est tres

puissant puisqu’il est capable d’inhiber la croissance des cellules tumorales a des

109



concentrations de l'ordre du nanomolaire, ce qui conforte le fait qu’il représente un
traitement de choix pour tuer les cellules cancéreuses. Actuellement, de nombreux
essais cliniques de phase I dans la LAM (Hedley D et al., 2016) et de phase II/III dans le
mélanome meétastatique (O’Day SJ et al.,, 2009) (O’Day SJ et al., 2013) ont été ou sont
toujours en cours de réalisation. Dans un essai de phase III, la combinaison elesclomol-
paclitaxel donne des résultats assez hétérogenes en termes de survie en comparaison
aux patients recevant uniquement le paclitaxel. Cette étude a tenu compte du statut LDH
des patients discriminant les patients avec activité LDH normale de ceux ayant une
activité LDH élevée. Cette étude a permis de démontrer que la LDH représente un
facteur prédictif de la réponse au traitement puisque les patients ayant une activité LDH
normale répondent mieux a la combinaison elesclomol + paclitaxel que les patients
ayant une activité LDH élevée. Ces résultats confortent le fait que l'elesclomol ne cible
que les mitochondries métaboliquement actives et ne étre utilisé que dans des cellules

cancéreuses ayant une OxPHOS fonctionnelle (Yadav AA et al., 2013).

2.2. L'import du pyruvate via l'inhibition de la PDK:

Une facon d’impacter le développement tumoral est de reverser l'effet warburg en
réactivant la mitochondrie. Pour cela, il est nécessaire de réactiver la PDH qui permet
I'oxydation du pyruvate et son utilisation au travers le cycle de Krebs. Dans ce contexte,
l'utilisation du dichloroacétate (DCA), inhibiteur de la PDK semble étre intéressante. Le
DCA est un booster de l'activité mitochondriale initialement utilisé dans le traitement
des maladies mitochondriales chez le jeune enfant. Au vu de I'absence d’effets
secondaires majeurs, il parait étre une bonne alternative pour le traitement du cancer.

Des études in vitro sur des cellules cancéreuses de poumon, de glioblastome et de sein
ont démontré qu’il permet de reverser l'effet warburg en augmentant l'utilisation du
pyruvate et en diminuant ainsi la production de lactate. La réactivation de la fonction
mitochondriale se traduit par une augmentation de la consommation d’oxygene et par
conséquence la production de ROS entrainant une chute de la prolifération cellulaire
puis la mort cellulaire par apoptose. In vivo, il permet de diminuer la formation de

tumeur dans un modele de cancer du poumon chez le rat (Kankotia S et al.,, 2016).
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Cependant, en dépit de ces résultats encourageants, 'utilisation en essai clinique de
phase [ pour des tumeurs malignes du cerveau ou dans différents cancers solides ont
démontré une neurotoxicité importante du DCA. De plus, la clairance plasmatique du
DCA est relativement élevée (la demi-vie est d’environ 1 heure) ce qui nécessite un
traitement avec des doses élevées (impossible du fait des effets secondaires) et/ou un
traitement relativement long pour constater une accumulation plasmatique du DCA
(Michelakis ED et al., 2010) (Chu QSC et al., 2015) (Dunbar EM et al., 2014).

En parallele, des études in-vitro et in-vivo ont clairement démontré que I'utilisation de
faible concentration de DCA se solde par un effet inverse. En effet, de faible
concentration de DCA permet la progression tumorale dans les tumeurs de
neuroblastome chez la souris (Feuerecker B et al,, 2015). Ces effets ont été associés a
une réactivation de la mitochondrie et une production de ROS n’affectant pas la survie

des cellules cancéreuses (Niewisch MR tal,, 2012).

2.3. Les voies métaboliques mitochondriales :

¢ Glutaminase:
De nombreux cancers tels que les cancers du sein, du poumon, du foie, le glioblastome
ou encore la leucémie sont caractérisés par une dépendance au métabolisme de la
glutamine pour leur développement. Dans ce contexte, cibler le métabolisme semble
étre une cible intéressante pour le traitement des cancers.
Une cible potentielle et prometteuse est la glutaminase (GLS). La GLS est une enzyme qui
convertie la glutamine en glutamate existant sous 2 isoformes : la GLS1 (Kidney
glutaminase) exprimée préférentiellement dans les cellules prolifératives et
surexprimée dans les cancers et la GLS2 (Liver glutaminase) exprimée dans les tissus
normaux et retrouvée préférentiellement dans les cellules quiescentes.
Des études ont démontré dans I’hépatocarcinome qu’il existe un switch métabolique de
GLS2 vers GLS1. En effet, en utilisant différents stades pathologiques conduisant a
I'hépatocarcinome, on constate une diminution de I’expression de GLS2 au profit de celle
de GLS1. Par ailleurs, I'expression de GLS1 représente un marqueur de diagnostic et de
mauvais pronostic dans le carcinome hépatocellulaire.
L’'implication de GLS1 dans le développement tumoral a été observée dans différentes

lignées de cellules cancéreuses au travers son inhibition. En effet, 'inhibition de la GLS1
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par sh-RNA se traduit par une diminution de la formation des colonies des cellules KRAS
mutées et par une inhibition de la croissance sans ancrage induite par KRAS. De plus,
I'inhibition de GLS1 diminue également la croissance oncogénique induite par la
RhoGTPase dans les fibroblastes. Par ailleurs, dans le cancer du sein, le lymphome ou le
glioblastome muté IDH, son inhibition a pour conséquence de diminuer la croissance des
cellules cancéreuses.

Plusieurs inhibiteurs ont vu le jour dans le but de contrer le métabolisme de la
glutamine. Parmi eux, le DON (5-oxo-norleucine) permet de diminuer de 20 fois la
croissance tumorale dans un modele murin de glioblastome multiforme comparé aux
souris non traitées ainsi que de diminuer les métastases hépatiques, pulmonaires et
rénales (Shelton LM et al,, 2010). Cependant, son utilisation reste limitée car elle s’avere

toxique.

Le BPTES est un inhibiteur de la GLS1 (variant KGA et GAC). Il permet d'induire
I'apoptose des cellules de cancer du sein triple négatif (TNBC) et inhibe la croissance de
xénogreffes murines initiées avec des cellules transformées c-myc de lymphome. Les
changements oncogéniques régulent le métabolisme de la glutamine et par ailleurs la
réponse au BPTES. En effet, les oncogenes c-myc et KRAS régulent 'ensemble des
enzymes du métabolisme de la glutamine et semblent étre essentiels. Dans le cancer du
sein TNBC et le cancer ovarien, I'oncogene c-myc est indispensable aux effets du BPTES
puisque les cellules c-myc négatives sont insensibles a ses effets apoptotiques (Chen L et
al, 2016). Ces résultats ont également été confirmés dans le cancer ovarien ou
I'inhibition de c-myc via le composé 10058-F4 se traduit par une diminution de
I'expression de la GLS ce qui explique en partie I'absence de réponse au BPTES (Hudson
CD etal,, 2016). Dans le mélanome résistant au vémurafénib, I'acquisition de la mutation
NRAS est essentielle au métabolisme de la glutamine et donc au fonctionnement du
BPTES puisque le kdNRAS se traduit par une diminution de la sensibilité des mélanomes

au BPTES.

D’autres inhibiteurs comme le composé 968, inhibiteur de la glutaminase (variant
d’epissage GAC) permet d’inhiber la prolifération, la migration, et I'invasion des cellules
cancéreuses pulmonaires NSCLC. Bien qu’efficace en tant qu’agent seul, des études

tendent a le combiner a des inhibiteurs de tyrosine kinase pour surpasser la résistance
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de certains cancers. C’est notamment le cas dans le cancer du poumon NSCLC, ou le
composé 968 est combiné a l'erlotinib (inhibiteur EGFR). Cette combinaison surpasse la
résistance acquise des cellules a I’erlonib mais uniquement dans le cas de résistance due
a 'amplification de 'oncogene Met ou due a la mutation T790M sur le domaine kinase
de 'EGFR et non pas la résistance acquise suite a la mutation de PTEN (Xie C et al,,
2015).

A I'heure actuelle, un inhibiteur de glutaminase (variant KGA et GAC de la GLS1), le CB-
839 est en essai clinique de phase I dans les tumeurs solides (TNBC, NSCLC, carcinome
colorectal) et dans les malignités hématologiques comme les leucémies et les myélomes
multiples. Cet inhibiteur a montré des résultats précliniques encourageants. En effet, il
permet d’induire des effets antiprolifératifs dans le cancer du sein TNBC. Ces effets sont
marqués par une diminution du métabolisme de la glutamine associée a une diminution
de la consommation d’oxygene et de la production d’'intermédiaires du cycle de Krebs.
Ce sous-type de cancer du sein est relativement sensible au CB-839 puisqu'’il possede
une tres forte expression du variant GAC de la GLS1 et une activité glutaminase élevée.
Dans des modeles de xénogreffe dérivée de patient, il permet de diminuer la croissance
tumorale (Gross MI et al,, 2014). Son utilisation clinique semble étre intéressante car il
posséde une IC50 de I'ordre du nanomolaire. Cependant des résultats préliminaires ont

mis en évidence des effets du CB-839 sur les enzymes hépatiques.

e CPT1:
L’oxydation des acides gras (FAO) est nécessaire au développement tumoral. Cette
oxydation est permise notamment par I'expression de CPT1, enzyme limitante dans le
transport des AG a longue chaine pour la B-oxydation. De nombreux cancers comme
celui du sein, de la prostate ou le glioblastome surexpriment cette enzyme pour
augmenter la survie cellulaire notamment au travers la consommation d’0O;. CPT1 est
considéré dans ces cancers comme une cible thérapeutique pour lequel un inhibiteur,
I'etomoxir, est utilisé. Dans le glioblastome, '’etomoxir permet d’inhiber la production
d’ATP et altére la génération de NADPH ce qui a pour conséquence l'accumulation des
ROS et la mort cellulaire (Pike LS et al.,, 2011). Dans le cancer de la prostate, I'etomoxir
permet d’augmenter la survie de modeéles murins xénogreffés (Schlaepfer IR et al,
2014). Dans certaines leucémies comme la LAM, l'etomoxir montre des effets

négligables sur la mort cellulaire dus en partie au switch des cellules cancéreuses vers
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d’autres voies métaboliques. C’est pourquoi certaines études le combinent a d’autres
agents anticancéreux comme le cisplatine, l'arsenic trioxyde ou l'etoposide afin
d’augmenter les effets de ces thérapies sur la mort cellulaire (Estan MC et al., 2014).
Dans I'adénome pulmonaire, la combinaison etomoxir - paclitaxel a permis de surpasser

la résistance de ces cellules a cette chimiothérapie (Li ] etal.,, 2013).

2.4. L'isocitrate dehydrogenase 2(IDH2) :

La mutation de lisocitrate dehydrogenase 2 conduit a la formation du 2-
hydroxyglutrate, oncométabolite impliqué dans le phénotype tumoral. Il existe plusieurs
inhibiteurs de I'IDH2mut tels que I'’AGI-6780 ou son dérivé I'AGI-221. Des études
précliniques ont démontré lefficacité de I'AGI-6780 sur des cellules leucémiques
[DH2R140Q ou il est capable de reverser 'hyperméthylation de I'’ADN et des histones ainsi
que d’'induire la différenciation cellulaire (Kernytsky A et al,, 2016) (Wang F etal., 2013).
L’AGI-221 est actuellement en essai clinique de phase I/Il dans les gliomes et de phase II
dans la LAM. Le traitement des patients atteints de LAM dans un essai clinique de phase
[ a démontré une chute du 2-HG plasmatique de 98% chez les patients IDH2R140Q et de
88% chez les patients IDH2R172K ainsi que des résultats encourageants en termes de

survie globale (Stein EM et al,, 2015).

2.5. L’Adenosine Nucleotide Translocase (ANT) :

L’ANT est une cible mitochondriale intéressante du fait de son role a la fois dans la
transition de perméabilité mitochondriale mais également dans le métabolisme au
travers I'échange d’ATP de la matrice mitochondriale vers le cytosol permettant la
conversion du glucose en G-6-P par I'hexokinase II (mitochondriale). Dans le but
d’'inactiver I'ANT, deux inhibiteurs ont été mis au point, le GSAO (4-(N-(S-
glutathionylacetyl)amino)  phenylarsonous acid) et le PENAO  (4-(N-(S-
penicillaminylacetyl)amino) phenylarsonous acid). Ces agents sont des composés
arseniques qui inhibent 'ANT via un cross-linking des cystéines 57 et 257. Dans le
glioblastome, 'utilisation de PENAO permet un arrét de la prolifération associé a des
modifications métaboliques comme une diminution de la respiration mitochondriale,

une production de ROS et la dépolarisation mitochondriale aboutissant a I'apoptose
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mitochondriale (Shen H et al,, 2015). Bien que le GSAO ait fait 'objet d’un essai clinique
de phase I pour les tumeurs solides de stade avancé (Horsley et al,, 2013) ; le PENAO
semble aujourd’hui étre privilégié. En effet, le PENAO a wune meilleure
pharmacocinétique (il s’accumule beaucoup plus rapidement), une meilleure activité
antiproliférative (44 fois supérieure) et de meilleurs effets antitumoraux (20 fois
supérieure) que le GSAO chez la souris (Park D et al., 2012). Actuellement, le PENAO est
en essai clinique de phase I/Il dans les tumeurs solides réfractaires aux thérapies

standards.

2.6. Protéines de la famille Bcl-2 :

La surexpression des membres de la famille Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1) est associée a
la maintenance, la progression et la chimioresistance. Les protéines Bcl-2 et Bcl-xL sont
localisées sur la mitochondrie et séquestrent les protéines proapoptotiques BH3-only
comme Bim empéchant I'apoptose mitochondriale. Dans le cadre du traitement des
cancers a été développé des peptides BH3-only mimétiques qui vont venir bloquer
'interaction des protéines antiapoptotiques (via I'interaction avec le domaine BH3) avec
les protéines BH3-only, permettant ainsi I'induction d’apoptose. Différents inhibiteurs
ont émergé comme I’ABT-737, 'ABT-263 (navitoclax) et 'ABT-199 (venetoclax) qui
inhibent préférentiellement Bcl-2 (Tse C et al., 2008).

L’ABT-737 démontre une bonne activité antitumorale en tant qu’agent seul dans les
modeles du cancer du poumon a petites cellules (SCLC) ainsi que dans les malignités
lymphoides. Cependant, le fait qu’il ne soit pas disponible en traitement oral limite son
utilisation et a conduit au développement de ’ABT-263 (navitoclax). Cet inhibiteur
permet la régression tumorale compléte dans le cancer du poumon SCLC et dans la
leucémie lymphoide aigiie (LLA). Cependant, 'utilisation de cet agent semble n’avoir
aucun effet dans les myélomes multiples ainsi que dans les lymphomes B. Ceci peut
s’expliquer par la surexpression de protéines antiapoptotiques comme Mcl-1, non inhibé
par ce composé. Afin de pallier a cet inconvénient, le navitoclax peux étre combiné a
d’autres thérapies comme notamment le bortezomib (diminue I'expression de Mcl-1)
dans le cancer du poumon SCLC ce qui permet de potentialiser I'effet du bortezomib
(Shoemaker AR et al, 2008). Un autre inconvénient majeur du Navitoclax est son

absence de spécificité. En effet, en plus d’inhiber Bcl-2, il inhibe également la protéine
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Bcl-xL. ce qui induit des thrombocytopénies réversibles. Cela nécessite un controle
assidu lors des essais cliniques mis en place puisque l'effet thrombocytopénique peut
limiter son utilisation. L’'inhibition de Bcl-2 sans toucher a Bcl-xL et donc éviter la
thrombocytopénie représente un challenge du fait du fort degrés d’homologie entre ces
deux protéines.

L’ABT-199 (venetoclax) est un inhibiteur de Bcl-2 avec une tres faible affinité pour Bcl-
xL. Il inhibe la croissance tumorale dépendante de Bcl-2 dans des modeéles de leucémie
lymphoide chronique (CLL) et dans le lymphome non Hodgkinien (NHL) et a peu d’effet
sur les plaquettes circulantes (Souers AJ et al.,, 2013).

A T'heure actuelle, de nombreux essais cliniques sont en cours pour le navitoclax et le

venetoclax que ce soit en agent seul ou en combinaison avec d’autres thérapies.
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Figure 33 : Figure récapitulative des agents ciblant la mitochondrie.

Le ciblage mitochondrial peut étre multiple. Parmi celles-ci, le ciblage des différents complexes
de la CRM ou encore le ciblage des substrats mitochondriaux comme le pyruvate, de glutamine
ou d’acides gras. D’autres cibles comme 'ANT ou encore les membres de la famille des protéines
impliquées dans I'apoptose Bcl-2 existent. * Schéma inspiré de Marchetti P et al,, 2015
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PROBLEMATIQUE

Les travaux d’Otto Warburg ont démontré que les cellules cancéreuses possédent un
métabolisme particulier privilégiant 'utilisation de la glycolyse pour métaboliser le
glucose au détriment de la phosphorylation oxydative mitochondriale. L’hypothese de la
défaillance mitochondriale a permis pendant de nombreuses années d’expliquer ce shift
meétabolique. Si la mitochondrie fut longtemps délaissée pour I'étude du métabolisme
des cellules tumorales, elle apparait aujourd’hui avoir un rdle essentiel dans la
tumorigenese. En effet, étant la source principale de synthese d’ATP mais est également
le lieu de réactions anaboliques et cataboliques, la mitochondrie supporte le
développement tumoral. Outre son activité sur le métabolisme, la mitochondrie est
également impliquée dans la réponse aux stress cellulaires, comme par exemple le stress

réticulaire en régulant notamment 'autophagie ou la mort des cellules cancéreuses.

Des études et notamment celles de Lavendro ont démontré qu'’il existe un lien entre le
métabolisme mitochondrial et la réponse au stress réticulaire. En effet, lors de stress
réticulaire, la mitochondrie peut communiquer avec le réticulum endoplasmique via les
MAMs afin de permettre I'’échange de calcium. Le calcium est un messager cellulaire
pouvant induire une augmentation de la fonction mitochondriale mais également la
mort cellulaire, en fonction de l'intensité du stress ressenti. Les auteurs ont mis en
évidence que lors des phases précoces du stress réticulaire, la mitochondrie établit des
contacts avec le RE dans le but de créer un « boost » de la fonction mitochondriale. Ce
« boost » mitochondrial est induit par le calcium et a pour but de favoriser I'adaptation
et la survie des cellules cancéreuses. Cependant, lors d’'un stress réticulaire tardif,
'influx calcique au sein de la mitochondrie déclanche la mort par apoptose. L’objectif de
mon travail a été d’étudier le lien entre le métabolisme mitochondrial et la réponse au
stress réticulaire dans des modeles cellulaires exprimant la protéine GILZ ou dans le

mélanome BRAFV600E en réponse aux inhibiteurs de kinases oncogéniques.
Les effets des glucocorticoides sur la réponse au stress réticulaire ont deja été étudiés.

En effet, I’équipe de McGuckin a démontré dans un modele de d’inflammation intestinale

que la déxaméthasone permet de réprimer les voies impliquées dans la réponse au
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stress réticulaire. Ceci a pour conséquence la résistance des cellules a la mort induite par
ces stress (Das I et al, 2013). Dans notre étude, nous nous sommes demandés si
I'expression de GILZ permet également la survie lors de stress réticulaire ? Si, c’est le
cas, est-ce que son expression module la signalisation UPR induite lors du stress
réticulaire ? Des études ont soulevé I'importance de la fonction mitochondriale dans la
survie au stress réticulaire. Dans notre étude, la fonction mitochondriale est-elle

importante pour les effets de GILZ lors d'un stress réticulaire ?

Plusieurs arguments nous laissent supposer que GILZ pourrait étre impliquée dans le
métabolisme des cellules cancéreuses. En effet, dans les cellules d’hépatocarcinome,
GILZ permet la répression d'un facteur clé impliqué dans le métabolisme glycolytique, le
facteur HIF-1a (Lim W et al., 2014). Dans ce méme modele, l'utilisation de DEX permet
également une augmentation de la fonction mitochondriale qui se caractérise par
I'augmentation de la respiration mitochondriale, ainsi qu'une plus forte production
d’ATP et de ROS. (Hernadez Alvarez M, 2013). Dans notre étude, nous nous sommes
demandés si GILZ a des effets sur le métabolisme mitochondrial. Si c’est le cas,
comment ? Est-ce que GILZ influe sur la biogenése mitochondriale ou plutét sur
|'utilisation des nutriments par la cellule ?

L’augmentation du métabolisme mitochondrial peut étre une opportunité thérapeutique
en vue d’éliminer les cellules cancéreuses notamment via l'utilisation de prooxydants.
Est ce que les modifications métaboliques induites par GILZ peuvent étre exploitées en

vue d’éradiquer les cellules cancéreuses leucémiques ?

Dans un autre contexte tumoral, je me suis intéressée a la régulation pharmacologique
du métabolisme mitochondrial et son effet sur la mort cellulaire induite par le stress
réticulaire dans un modele de mélanome métastatique BRAFV600E,

Les MAPKi sont connus pour reprogrammer le métabolisme mitochondrial dans le
mélanome. En effet, nous avons démontré que l'inhibition de BRAFV600E par le
vémurafénib se traduit par une inhibition de la glycolyse et une augmentation de la
fonction mitochondriale (Annexe Article N°4).

En plus des effets métaboliques, il a été démontré que les MAPKi induisent un stress
réticulaire. En effet, dans le mélanome, les BRAFi comme le PLX4270 induisent un stress

réticulaire dépendant de l'activation de la voie PERK. Ceci permet a une sous population
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de cellules devenues résistantes de survivre a ce stress. Dans notre étude, nous nous
sommes demandés quel est le lien entre le métabolisme mitochondrial modulé par les
BRAFi et la réponse au stress réticulaire ?

Tout d’abord, quels sont les changements mitochondriaux induits par I’exposition aux
BRAFi ? Est-ce que la modulation du métabolisme mitochondrial par les BRAFi permet
d’induire la réponse UPR ? Permet-il la survie des cellules de mélanome lors d’un stress
réticulaire ? Si c’est le cas, comment ? Cela implique-t-il les MAMs et la signalisation
calcique ?

Ces études pourraient nous apporter de nouvelles connaissances sur le lien entre le

métabolisme mitochondrial et la réponse au stress cellulaire dans les cellules

cancéreuses, ce qui pourrait représenter une cible thérapeutique intéressante.

Lignées l

Leucémiques /__, .
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Mélanome @
BRAFYé0ce =

Lignées de
Méelanome
BRAFve00E
NRASGMK

Survie au stress réticulaire 2

Figure 34: La réponse mitochondriale face aux stress cellulaires est influencée par
I’expression de GILZ et par les inhibiteurs de kinases oncogéniques.

Les glucocorticoides et les thérapies ciblées ont des effets sur le métabolisme
mitochondrial. Dans notre étude, nous avons étudié l'intégration de ces signaux par la
mitochondrie en réponse a un stress réticulaire.
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RESUME ARTICLE 1 - ANNEXE 1

De nombreuses études démontrent que la stimulation oncogénique permet I'induction
d’'un stress réticulaire basal dans les cellules cancéreuses. En effet, les cellules
cancéreuses ont un taux de prolifération tres élevé dans le but de synthétiser
rapidement des protéines et des membranes permettant le développement tumoral. De
plus, elles résident dans des environnements hostiles, souvent hypoxique et avec un
apport en nutriments limité. De nombreuses études ont montré que les cellules
cancéreuses présentent une activation de la réponse UPR, voie impliquée dans la
réponse au stress réticulaire dans le but de survivre a ces conditions.

Il existe des zones de communications entre le réticulum endoplasmique et la
mitochondrie qui favorisent les échanges de calcium. Ces échanges calciques auraient
des répercussions sur le métabolisme des cellules cancéreuses en augmentant
notamment 'OxPHOS et pourraient également controler la vie et la mort des cellules
tumorales.

Dans cette étude, nous avons démontré que GILZ permet d’atténuer la mort induite par
le stress réticulaire dans des lignées cancéreuses leucémiques et dans des mélanomes
BRAFV600E qu travers 'activation de la phosphorylation oxydative mitochondriale.

Afin d’étudier le role de GILZ dans la réponse au stress réticulaire, la protéine GILZ a été
surexprimée dans un modele de leucémie DA1. Puis, nous avons induit un stress
réticulaire par le traitement des cellules a la tunicamycine ou la thapsigargine. Nous
avons observé que l'expression de GILZ dans la lignée DA1 atténue I'apoptose
mitochondriale induite par la thaspigargine et la tunicamycine. Ces résultats ont été
confirmés dans d’autres modeles cellulaires comme les leucémies BCR/ABL+ et la lignée
de mélanome BRAFV600E SKMEL28. Le role endogene de GILZ dans la réponse au stress
réticulaire a également été étudié en induisant son expression via le traitement des
cellules leucémiques a la dexaméthasone (DEX). Pendant que la DEX protege de la mort
induite par la tunicamycine, I'inhibition de I'expression de GILZ via un siRNA dans des
cellules traitées a la DEX altere la capacité de celle-ci a protéger de 'apoptose induite
par la tunicamycine. Nous avons ensuite regardé si I'expression de GILZ permet de
moduler les voies impliquées dans la réponse au stress cellulaire. Nous avons constaté

que la surexpression de GILZ module la voie UPR en inhibant notamment 'expression de
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CHOP, ATF4 et XBP1s. De plus, elle augmente légerement I'expression de GRP78 et P-
Eif2a en réponse a la tunicamycine. Ces résultats suggerent que les cellules
surexprimant GILZ sont mieux armées pour faire face au stress réticulaire.

Des études ont démontré que l'activité mitochondriale peut protéger de la mort
cellulaire induite par le stress du RE. Nous avons donc regardé les effets de GILZ sur la
mitochondrie, lors de traitements a la tunicamycine et a la thapsigargine. Alors que les
cellules DA1 ont un réseau mitochondrial fragmenté lors du stress réticulaire, les
cellules surexprimant GILZ maintiennent I'intégrité de leur réseau mitochondrial. Cette
protection contre le remodellage mitochondrial s’effectue via une augmentation de la
fonction mitochondriale comme le démontre I'augmentation de la consommation d’O; et
de la production d’ATP. L’intégrité mitochondriale s’avere étre importante pour I'effet
protecteur de GILZ puisque l'induction d'un stress réticulaire dans des cellules
suexprimant GILZ mais également déplétées de leur fonction mitochondriale (rho0) ne
protege pas de la mort par apoptose.

Ces études révelent un nouveau role de la protéine GILZ, comme agent cytoprotecteur

contre le stress réticulaire au travers une voie impliquant le métabolisme mitochondrial.

Publication:

André, F., Corazao-Rozas, P., Idziorek, T., Quesnel, B., Kluza, ]. & Marchetti, P. GILZ
overexpression attenuates endoplasmic reticulum stress-mediated cell death via the
activation of mitochondrial oxidative phosphorylation. Biochem. Biophys. Res. Commun.

478,513-520 (2016).
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RESUME ARTICLE 2 - ANNEXE 2

Le métabolisme mitochondrial est influencé par les oncogenes mais également par les
facteurs environnants et notamment les glucocorticoides. Dans notre étude, nous nous
sommes intéressés a la protéine GILZ et ses effets sur le métabolisme mitochondrial.
Cette étude s’appuie sur des travaux réalisés par plusieurs équipes qui nous laissent
supposer que GILZ pourrait étre impliquée dans le métabolisme des cellules
leucémiques. Tout d’abord, il a récemment été démontré que GILZ permet I'inhibition
d’expression du facteur HIF-1a dans des cellules d’hépatocarcinome (Lim W et al. 2014).
De plus, il a été démontré qu’en plus d’étre une voie de signalisation permettant la
prolifération et la survie des cellules cancéreuses, la voie mTORC2 a un role important
dans la régulation du métabolisme énergétique. En effet, il a été démontré dans le
glioblastome multiforme que mTORC2 permet une reprogrammation métabolique en
faveur de la glycolyse. Ceci se traduit par une augmentation de la phosphorylation d’Akt
sur la serine 473 permettant 'expression de c-myc. Ce qui a pour conséquence d’induire
I'augmentation de I'expression des transporteurs de glucose et une surexpression des
enzymes de la glycolyse telles que I'Hexokinase 2 (HK2), le Phosphofructokinase - 1
(PFK1), la Lactate dehydrogenase A (LDH-A) ainsi que la Pyruvate déhydrogenase
kinase 1 (PDK1) (Masui K et al, 2013). Nous pouvons supposer qu’au travers l'inhibition
de mTORC2, GILZ influencerait le métabolisme énergétique. Enfin, l'utilisation de
déxaméthasone dans des hépatocarcinomes permet une augmentation de la fonction
mitochondriale. Ceci se traduit par une augmentation de la consommation d’oxygéne

ainsi qu'une plus forte production d’ATP et de ROS. (Hernandez Alvarez M, 2013).

Afin d’étudier le role de GILZ dans la modulation du métabolisme mitochondrial, la
protéine GILZ a été surexprimée dans des modeles de leucémie, les DA1 (BCR/ABL WT)
et les DA1-3bM1 (BCR/ABLE255K) et dans un modéle de mélanome BRAFV600E ]a lignée
A375. Nous avons observé que 'expression de GILZ dans ces différents modeles permet
d’augmenter I'OxPHOS mitochondrial. Ceci se traduit par une augmentation de
respiration basale et de la capacité maximale respiratoire dans les différentes lignées.

Cette augmentation de consommation d’Oz induite par GILZ permet également une
production d’ATP plus importante. Nous avons démontré que GILZ augmente la

consommation d’0Oz de fagon dose-dépendante grace a la transfection de quantité
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croissante de protéine GILZ. Ces effets sont réversibles puisque que 'augmentation de
consommation d’O; induite par GILZ a 24h est abolie a 48h, lors de la perte d’expression
de GILZ.

Le role endogene de GILZ dans le métabolisme mitochondrial a également été étudié en
induisant son expression via le traitement des cellules leucémiques a la dexaméthasone
(DEX). Pendant que la DEX permet une augmentation de consommation d’O; (Basale,
capacité maximale respiratoire et respiration couplée a la synthése d’ATP), I'inhibition
de GILZ via un siRNA dans les cellules traitées a la DEX abolie ces effets. Ceci démontrant
bien I'implication de GILZ dans 'augmentation du métabolisme mitochondrial.

Nous avons ensuite essayé de comprendre comment GILZ permet d’augmenter le
métabolisme mitochondrial. Nous n’avons pas observé de plus forte biogenese
mitochondriale dans les cellules surexprimant GILZ. En effet, ni la masse mitochondriale
(observée via l'utilisation de MitoTracker Green), ni l'expression de protéines
impliquées dans la formation des complexes mitochondriaux, ni I'expression des
facteurs impliqués dans la biogenése mitochondriale PGCla et 3 n’est augmentée. Nous
avons également démontré sur des mitochondries isolées, qu’il n’y a pas de plus forte
participation d’'un des complexes de la CRM a la consommation d’0O; induite par GILZ.
Nous avons ensuite regardé si la surexpression de GILZ permet une meilleure utilisation
des nutriments par la mitochondrie expliquant ainsi nos effets métaboliques. Nous
avons observé que les lignées surexprimant GILZ ont une consommation plus
importante de glucose et un relargage plus important de lactate. Cette meilleure
utilisation du glucose est permise via une plus forte relocalisation membranaire des
transporteurs de glucose Slc2A1 et Slc2A3 dans les lignées surexprimant GILZ. En plus,
d’utiliser le glucose pour augmenter le métabolisme mitochondrial, les cellules
surexprimant GILZ présentent également une meilleure utilisation des acides gras et de
la glutamine.

Nous nous sommes demandés quel pourrait étre I'avantage de cette augmentation du
métabolisme mitochondrial induit par GILZ et nous avons observé que 'expression de
GILZ permet, tout d’abord d’augmenter la prolifération des cellules leucémiques et de
mélanome BRAFV600E 3 ]'état basal mais également en réponse a différents stress comme
la privation en glucose et en glutamine. Cette augmentation de proliferation est permise

par l'augmentation du métabolisme mitochondrial puisqu’elle est abolie lors de
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l'utilisation de lignées de mélanome A375 dépourvues de fonction mitochondriale
(rho0).

Nous avons démontré que l'augmentation du métabolisme mitochondrial induit par
GILZ peut étre utilisée pour resensibiliser les cellules leucémiques a la mort cellulaire
dépendante de la production de ROS, notamment par 'utilisation d’agents prooxydants
comme lelesclomol et la ménadione, ce qui pourrait représenter un intérét

thérapeutique.

Article soumis pour publication le 1¢r décembre 2016
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RESUME ARTICLE 3 ~ANNEXE 3

Depuis quelques années, de nouvelles thérapies pour le traitement des cancers ont
émergé. Ces thérapies ciblent des kinases oncogéniques impliquées dans la
tumorigenese comme BRAFV600E dans le mélanome, ciblée par le vémurafénib. Les
MAPKi sont connus pour induire un stress réticulaire souvent létal pour les cellules
cancéreuses. Cependant une sous-population de cellules cancéreuses va persister et
pouvoir étre a l'origine de résistance aux thérapies anticancéreuses. De nombreuses
études ont démontré qu’il existe un lien entre la réponse aux thérapies ciblées et le
métabolisme éenergétique notamment en inhibant la captation de glucose dans les
cellules cancéreuses, bien avant leur mort.

Nos études ont également mis en évidence la modulation du métabolisme mitochondrial
dans les cellules BRAFV600E en réponse au vémurafenib. En effet, nous avons démontré
que le vémurafénib augmente la respiration mitochondriale ainsi que la production de
ROS dans les lignées cellulaires BRAFV600E. De plus, il semblerait que les cellules
devenues résistantes aux BRAFi gardent cette caractéristique métabolique ce qui les

rend vulnérables aux agents prooxydants (Annexe Article 4).

Dans cette étude, nous avons également démontré que les cellules de mélanome
augmentent leur métabolisme mitochondrial dans le but de survivre au stress induit par
les BRAFI.

Nous avons tout d’abord mis en évidence que les cellules de mélanome BRAFV600E
présentent une augmentation de 'OxPHOS mitochondriale dans le but de survivre au
vémurafénib (BRAFi). Le métabolisme mitochondrial est essentiel pour la survie comme
le montre la mort cellulaire induite par le vémurafénib dans des lignées de mélanomes
dépourvues de fonction mitochondriale (Rho0). Nous avons ensuite démontré que
I’'0OxPHOS mitochondriale a un role protecteur dans le stress réticulaire induit par le
vémurafénib puisque son l'inhibition par l'utilisation d’oligomycine A se traduit par
I'augmentation de la signalisation UPR (surexpression de p8, GRP78 et CHOP) et
I'apoptose.

Les études réalisées par Bravo ont démontré que le couplage entre le RE et la

mitochondrie permet I'échange de calcium pouvant réguler la vie et la mort des cellules
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cancéreuses. Dans notre étude, nous avons démontré par microscopie confocale que le
traitement au vémurafenib permet le remodelage du réseau mitochondrial autour du
réticulum endoplasmique facilitant la recapture du calcium et permettant ainsi de
protéger de la mort cellulaire. Les interactions entre le RE et la mitochondrie sont
nécessaires pour la survie au stress réticulaire induite par les BRAFi. En effet, nous
avons observé que l'altération du couplage RE - mitochondrie via l'inhibition de la
protéine MFN-2 permet d’augmenter le stress réticulaire comme le montre la
surexpression de CHOP et de p8 ainsi que l'apoptose (démontrée par le clivage de la
PARP) induite par le stress réticulaire, dans les cellules A375 exposées au vémurafénib.
La protection de la mort vis a vis du vémurafénib induite par MFN-2 a également été
observée in vivo dans des xénogreffes murines. En effet, le ShMFN-2 permet in vivo de
réduire la taille des tumeurs chez les souris traitées au vémurafenib.

Ce controle mitochondrial de la mort cellulaire induite par le stress réticulaire n’est pas
spécifique aux BRAFi comme le vémurafenib puisque nous observons des résultats
similaires dans lors du traitement des cellules A375 au Cobimetinib, inhibiteur de MEK ;
a savoir la protection contre la mort induite par les MEKi via 'augmentation du
meétabolisme mitochondrial. En effet, les cellules A375 rhoO et les cellules A375 Mfn2-Kd
exposées a l'oligomycine A sont plus sensibles a la mort induite par le cobimetinib que
les cellules A375 traitées a I'oligomycine A. Nous avons aussi démontré par l'utilisation
de lignées de mélanomes portant des mutations NRASQ6IK que cet effet n’est pas
spécifique de l'activation de BRAF, puisque l'inhibition de I'0OxPHOS mitochondriale des
cellules NRAS mutées par I'oligomycine A potentialise, la mort cellulaire induite par le
cobimetinib.

Ces résultats renforcent le fait qu'il est nécessaire de coupler les thérapies ciblées avec

des agents inhibant la fonction mitochondriale.

Publication:
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D., Tardivel, M., Savina, A., Quesnel, B., Mortier, L., Marchetti, P. & Kluza, J. Mitochondrial
oxidative phosphorylation controls cancer cell ’ s life and death decisions upon exposure

to MAPK inhibitors. Oncotarget 7, 39473-39485 (2016).
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DISCUSSION PARTIE 1

La mitochondrie est un organite crucial a la fois dans la survie et la mort des cellules
tumorales. De nombreuses études ont démontré son importance dans la mort cellulaire
notamment au travers l'induction de I'apoptose intrinséque ou apoptose
mitochondriale, mais également en participant a d’autres types de mort cellulaire
comme la nécroptose et la ferroptose.

Par ailleurs, la mitochondrie joue un roéle essentiel dans la survie des cellules
cancéreuses. Notamment via son rdle énergétique en permettant la production d’ATP
via le fonctionnement du cycle de Krebs; mais également au travers de son
impressionnant réseau de voies anaboliques et cataboliques permettant la génération de
macromolécules comme les acides nucléiques, les lipides et les acides aminés a partir de
la glutamine, des acides gras ou encore du pyruvate.

La mitochondrie est également impliquée dans la survie en réponse aux stress
métaboliques comme par exemple dans la réponse autophagique (mitophagie)
permettant la survie des cellules tumorales en éliminant notamment les mitochondries
défectueuses ainsi qu’en activant la réponse UPR lors d’'un stress réticulaire.

De nombreuses études ont démontré que les cellules cancereuses suractivent la voie
UPR en réponse au stress réticulaire dans le but de survivre a la fois aux conditions
hostiles de I'environnement péritumoral (hypoxie, quantité limitée en nutriments) mais
également pour soutenir leur besoin prolifératif important nécessaire a la synthese
rapide de protéines et de lipides. De plus, il a été largement démontré que cette réponse
permet aux cellules cancéreuses d’echapper aux thérapies anticancéreuses renforcant
ainsi le phénomene de résistance.

Plusieurs études ont démontré que la mitochondrie est capable de communiquer avec
d’autres organites comme le réticulum endoplasmique via des jonctions appelées MAMs.
Ces jonctions vont faciliter I'’échange de messagers cellulaires comme le calcium afin de
favoriser la vie ou la mort des cellules cancéreuses, et ce dépendament de l'intensité du
stimulus.

L’'induction de la vie ou de la mort cellulaire par la mitochondrie va donc étre

dépendante des signaux intrinseques et extrinseques mais également de leur intensité.
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Dans notre étude, nous avons évalué le lien entre la mitochondrie et la réponse au stress

réticulaire induite par I'expression de la protéine GILZ.

(1) Nous avons observé que la surexpression de GILZ dans différentes lignées
cancéreuses leucémiques et de mélanomes permet d’atténuer I'apoptose induite par un
stress réticulaire (Article 1, Figure 1).

Les effets protecteurs de GILZ sur l'inhibition de la mort cellulaire ont déja été observés
par I'équipe de Chen dans des cardiomyocytes en réponse a la doxorubicine. En effet, la
surexpression de GILZ inhibe 'apoptose mitochondriale comme le montre l'inhibition
du relargage du cytochrome c et le clivage de la caspase 3. Ces effets sont dépendants de
GILZ puisque son inhibition reverse la cytoprotection vis a vis de la doxorubicine.
Comme dans notre étude, les auteurs démontrent que la surexpression de GILZ permet
I'induction de la protéine antiapoptotique Bcl-XL qui représente un acteur clé dans
cytoprotection induite par GILZ puisque le siBcl-XL reverse la cytoprotection dans leur
étude (Aguilar D et al., 2014).

La protection des glucocorticoides face au stress réticulaire a déja été abordée par
I’équipe de McGuckin qui a mis en évidence que la DEX, connue pour induire GILZ,
permet de supprimer le stress réticulaire induit lors du traitement a la tunicamycine. Ce

qui permet aux cellules intestinales de survivre (Das I et al., 2013).

(2) Nous avons ensuite observé que l'effet cytoprotecteur de GILZ est associé a la
modulation de la voie UPR en réponse aux inducteurs de stress réticulaire (Article 1,
Figure 2). En effet, nous avons démontré que la surexpression de GILZ inhibe
I'expression des facteurs impliqués dans la réponse UPR CHOP, ATF4 et XBP1s en
réponse a la thaspigargine et a la tunicamycine. Il a également été démontré dans le
modele d’inflammation intestinale, que I'expression des acteurs de la voie UPR, GRP78,
XBP1s, ATF4, ATF6 et CHOP sont également inhibés lors du traitement a la DEX. Des
études menées par I'équipe de Lavendro ont démontré que CHOP est un facteur pro-
apoptotique induit a la fois par les facteurs ATF4, XBP1s et ATF6. Son expression est
associée a l'apoptose notamment via la surexpression des protéines proapoptotiques
Bax/Bad et via l'inhibition de Bcl-2 (Bravo R et al, 2013). Ceci renforce le fait que
I'inhibition de la réponse UPR contribue a | ‘effet cytoprotecteur de GILZ en réponse au

stress réticulaire.
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(3) L’induction de stress réticulaire dans les cellules surexprimant GILZ se caractérise
par un maintien de la morphologie mitochondriale mais également une augmentation de
'OxPHOS dans les cellules leucémiques (Article 1, Figure 3). Nos résultats ont mis en
évidence que les cellules surexprimant GILZ maintiennent leur intégrité mitochondriale
mais présente également une augmentation de la fonction mitochondriale se traduisant
par 'augmentation de la consommation d’O et I'augmentation de production d’ATP lors
du stress réticulaire. Ce résultat est tres intéressant puisque I'équipe de Lavandro a
démontré que face a un stress réticulaire, les mitochondries peuvent communiquer avec
le réticulum endoplasmique dans le but de favoriser les échanges calciques,
responsables notamment d’'une augmentation de la fonction mitochondriale (Bravo R et

al, 2013).

(4) L'intégrité mitochondriale s’avere étre importante pour I'effet protecteur de GILZ en
réponse au stress réticulaire (Article 1, Figure 4). Nous avons utilisé des lignées
cellulaires de mélanome surexprimant GILZ et dépourvues d’activité mitochondriale
(rho0) que nous avons soumise a la tunicamycine ou la thapsigargine. Nous avons
observé que ces lignées ne sont plus capables de résister a la mort induite par le stress
réticulaire. L'étude de Bravo a démontré que cette protection vis a vis de la mort est due
a une augmentation du couplage entre le RE et la mitochondrie qui favorise le relargage
de calcium du RE vers la mitochondrie. Le calcium est un messager cellulaire important
qui module le métabolisme mitochondrial en augmentant la respiration mitochondriale
et la production d’ATP mais également en activant l'isocitrate dehydrogenase et I'a-
ketoglutarate dehydrogenase (Bravo R et al., 2012) (Decuypere JP et al,, 2011). Lors du
stress réticulaire précoce, le calcium peut ainsi permettre la survie des cellules
cancéreuses en étant recapté par la mitochondrie, ce qui évite son accumulation

cytosolique.

D’autres mécanismes ont été démontrés comme étant induits lors d’un stress réticulaire
et favorisant la survie des cellules cancéreuses. C’est notamment le cas de I'autophagie.
En effet, L’équipe de Ran a démontré dans le cancer du poumon NSCLC que l'inhibition
de I'autophagie augmente I'apoptose induite par un stress thermique au travers la voie
du stress réticulaire (Xie W.Y et al,, 2016). En effet, I'induction d’un stress thermique

dans les cellules cancéreuses pulmonaires se traduit par la formation
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d’autophagosomes, caractéristiques de l'autophagie. L’autophagie est induite lors du
stress thermique et implique I'augmentation d’expression des acteurs des voies UPR,
PERK (p-PERK, p-elF2 a) et IREla (XBP1s). Ils ont démontré que l'inhibition de
I'autophagie par l'utilisation de 3 methylAdenine (3-MA) ou d’'un siBeclinl augmente
I'apoptose en réponse au stress thermique dans les cellules NSCLC. In vivo, l'utilisation
de chloroquine (inhibe la fusion autophagosome - lysosome) combinée a un stress
thermique se traduit par une diminution de la prolifération cellulaire (diminution du
marqueur de prolifération Ki-67), l'induction d’apoptose (marquage TUNEL) et la
régression tumorale (Xie W-Y et al,, 2016). L'induction de I'autophagie en réponse a la
tunicamycine permet également de protéger contre '’hypoxie chimique (via utilisation
d’antimycine A) ainsi que lors de dommages oxydatifs (H202) ce qui améliore
I'ischémie/reperfusion dans le rein. L'inhibition de l'autophagie par utilisation de
siBeclin-1, de siATG5 ou de choloroquine conduit les cellules a la mort cellulaire

apoptotique comme le montre l'activation de la caspase 3. Ceci a pour conséquence

d’annuler cette protection contre les dommages rénaux (Chandrika BB et al., 2015).
Notre étude a démontré pour la premiere fois, que la protéine GILZ a un effet

cytoprotecteur en inhibant I'induction de I'apoptose mitochondriale ce qui contribue a la

survie des cellules cancéreuses lors d'un stress réticulaire.
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DISCUSSION PARTIE 2

Les cellules cancéreuses possedent un métabolisme particulier, caractérisé par une
glycolyse exacerbée au détriment de la phosphorylation oxydative mitochondriale.
Cependant, contrairement a ce qui fut initiallement proposé par Warburg, la
mitochondrie n’est pas défaillante et participe activement a la tumorigenese. Malgré
qu’elle ne puisse pas utiliser la grande majorité du pyruvate provenant du glucose (suite
a l'inactivation de la PDH par la surexpression des PDKs), la mitochondrie peut assimiler
d’autres substrats carbonés. En effet, elle peut utiliser la glutamine au travers la
glutaminolyse pour faire fonctionner la CRM ou au travers la carboxylation réductive
permettant la synthese de macromolécules ; les acides gras au travers la 3-oxydation ou
encore le pyruvate provenant du lactate au travers sa carboxylation en oxaloacétate.

Le métabolisme des cellules cancéreuses et notamment le métabolisme mitochondrial
sont influencés par des signaux cellulaires internes comme l'influence oncogénique
(Expression oncogénique mais également par la perte des suppresseurs de tumeurs) et
des signaux externes propres a 'environnement tumoral comme I'’hypoxie, la privation
en nutriments ainsi que la communication avec les cellules stromales.

Dans ce contexte, nous avons étudié I'influence d’'une protéine pouvant étre induite par

les glucocorticoides, la protéine GILZ, sur le métabolisme mitochondrial.

(1) Nous avons démontré que la proteine GILZ permet d’augmenter le métabolisme
mitochondrial dans les lignées leucémiques dans un modele de mélanome BRAFV600E
(Article 2, Figure 1). Ceci se traduit par une augmentation de la respiration basale et de
la capacité maximale respiratoire mais également par une plus forte production d’ATP.
Nous avons démontré que cette augmentation de consommation d’O; induite par GILZ
est dose-dépendante et réversible.

Les glucocorticoides jouent un rdle dans le métabolisme mitochondrial, en effet, des
études dans les cellules cancéreuses hépatiques HepG2 ont démontré que la DEX permet
d’augmenter la production d’ATP (Psarra AMG et al, 2011). Une autre étude de
Hernandez Alvarez, dans des hépatocarcinomes, a déja démontré une augmentation de

la fonction mitochondriale se traduisant par une augmentation de la consommation
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d’oxygene des cellules ainsi qu’une plus forte production d’ATP et de ROS. (Hernadez

Alvarez M, 2013).

(2) Nous avons ensuite déterminé que I'augmentation de la fonction mitochondriale
dans les cellules surexprimant GILZ n’est pas due a une augmentation de la biogenéese
mitochondriale mais a une meilleure utilisation des nutriments (Article 2, Figure 2 et 3).
La majorité des études sur les glucocorticoides et 'augmentation du métabolisme
mitochondrial porte sur la biogenese mitochondriale. En effet, il a été démontré que la
DEX permet de diminuer les dommages hépatiques notamment en augmentant
I'expression de PGCla et TFAM, acteurs clés de la biogenese mitochondriale. Ceci a pour
conséquence de permettre la survie et de diminuer I'apoptose (Tiao MM et al., 2011).
Une autre étude, dans les cellules d’hépatocarcinome, a démontré que les GCs peuvent se
lier sur des GR présents au niveau de I'’ADN mitochondrial permettant ainsi la
surexpression des geénes codants pour les complexes de la CRM comme la COX1, ainsi
qu'une meilleure production d’ATP (Psarra AMG et al, 2011). Dans les cellules
musculaires squelettiques C2C12 et dans les tissus musculaires de rats, les
glucocorticoides induisent une augmentation de la transcription de '’ADN mitochondrial
ainsi qu’'une augmentation de l'activité de la COX1 (Weber K et al.,, 2012). Dans notre
étude, nous n’avons pas vu d’effet de GILZ sur la biogenese mitochondriale.

Cependant, la mitochondrie peut fonctionner grace a l'utilisation des nutriments comme
la glutamine qui va étre convertie en glutamate puis en a-KG permettant ainsi le
fonctionnement du cycle de Krebs et la production des cofacteurs nécessaires au
fonctionnement de la CRM. Les lipides peuvent emprunter la -oxydation dans le but de
fournir de I'acetylCoA nécessaire au fonctionnement du cycle de Krebs.

Dans le cancer du sein, l'utilisation de la glutamine via la glutaminolyse permet
d’augmenter la consommation d’O; et la production d’ATP que ce soit en condition
normoxique comme en hypoxie (Fan | et al, 2013). Dans les cellules de mélanome,
l'utilisation de la glutamine permet d’augmenter la fonction mitochondriale ainsi que la
production d’ATP favorisant la migration des cellules cancéreuses. L’utilisation de
BPTES permet de reverser ces effets (Rodrigues MF et al., 2016). Dans le gliome, il a été
démontré que l'utilisation des AG par la FAO permet d’augmenter la respiration
mitochondriale et la prolifération. Par ailleurs, son inhibition via 'utilisation d’étomoxir

se traduit par une chute de la consommation d’O; et de la production d’ATP (Lin H et al,,
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2013). Dans le cancer du sein TNBC, l'utilisation de la FAO permet 'augmentation du
métabolisme mitochondrial qui est associée a la progression tumorale (Park JH et al,,

2016).

(3) L’expression de GILZ représente un avantage pour les cellules cancéreuses car elle
permet d’augmenter la prolifération cellulaire a la fois a I’état basal mais également lors
de stress métabolique comme la privation en glucose ou en glutamine (Article 2, Figure
4). Cet avantage prolifératif est permis par 'activité mitochondriale puiqu’il est aboli
lors de [l'utilisation de lignées de mélanome A375 dépourvues de fonction
mitochondriale (rho0). L’augmentation du métabolisme mitochondrial représente un
atout majeur dans la prolifération, la survie ou en encore la métastase. En effet, de part
son role dans l'anabolisme, la mitochondrie permet la prolifération et la survie des
cellules cancéreuses. L’utilisation du pyruvate via sa carboxylation en OAA ainsi que
l'utilisation de la glutamine via la carboxylation reductive permet de fournir des acides
aminés, des acides nucléiques ainsi que des lipides essentiels a la progression des
cellules cancéreuses.

Dans le cancer du poumon NSCLC, I'inhibition de la pyruvate carboxylase permet de
diminuer la synthese de nucléotides et de lipides, essentielle a la prolifération des
cellules tumorales (Sellers K et al., 2015). Dans le cancer colorectal KRAS muté, est
souvent observé la surexpression du transporteur de glutamate mitochondrial
Scl25A22. 11 va permettre I'obtention d’aspartate a partir du glutamate mitochondrial

dans le but de favoriser la progression tumorale (Wong CC et al., 2016).

(4) Nous avons démontré que I'augmentation du métabolisme mitochondrial induit par
GILZ peut étre utilisée pour resensibiliser les cellules leucémiques a la mort cellulaire en
utilisant des agents prooxydants (Article 2, Figure 5). Les cellules cancéreuses sont
caractérisées par un stress oxydant chronique. Elles produisent de forte quantité de ROS
dans le but d'induire des dommages oxydatifs sur les composants cellulaires permettant
d’accroitre leur capacité proliférative, en autre. Ce niveau exarcerbé de ROS est
contrebalancé par la surexpression des systémes de detoxification. Cet équilibre est
précaire et peut étre altéré par I'ajout de molécules prooxydantes qui vont conduire la
cellule cancéreuse a produire une quantité extréme de ROS. Les ROS produits lors de

I'ajout de molécules prooxydantes ne peuvent pas étre pris en charge par les
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antioxydants cellulaires qui sont déja surexprimés de base, ce qui conduit a la mort des
cellules cancéreuses.

Certaines molécules, comme l'elesclomol, ont démontré des effets prometteurs dans le
cancer.

L’elesclomol est une molécule qui est capable de se complexer au cuivre extracellulaire
pour le transporter au sein de la mitochondrie dans le but d’inhiber le transport des
electrons de la CRM. Ceci a pour conséquence d’induire une production létale de ROS.
Dans les cellules de mélanome, les lymphomes de Burkitt ainsi que dans les cellules
leucémiques, l'exposition a l’elesclomol induit I'apoptose par la voie mitochondriale
(Chute du potentiel de membrane mitochondrial, relargage du cytochrome c et clivage
de la caspase 3) dépendante des ROS (Kirshner JR et al,, 2008). A I'heure actuelle, cette
molécule fait 'objet d’études cliniques de phase I dans la LAM (Hedley D et al., 2016) et
de phase II/IIl dans le mélanome métastatique (O’Day S] et al.,, 2013).
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DISCUSSION PARTIE 3

Depuis quelques années, de nouvelles thérapies pour le traitement des cancers ont
émergé. Ces thérapies ciblent des kinases oncogéniques impliquées dans la
tumorigenese comme BRAFV600E dans le mélanome (vémurafenib), BCR-ABL (imatinib)
dans la LMC ou encore 'EGFR (erlotinib) dans le cancer du poumon et sont appelées
thérapies ciblées.

Il existe un lien entre la réponse aux thérapies ciblées et le métabolisme mitochondrial.
En effet, ces thérapies peuvent induire de profonds effets métaboliques qui
conditionnent la réponse aux traitements (Figure 35). Un modéle particulierement bien
décrit en termes de réponse aux thérapies ciblées est celui du mélanome BRAFV600E
exposé aux inhibiteurs de kinases oncogéniques. Il a été démontré que l'inhibition de
BRAFV600E et de MEK induit la répression de la glycolyse. Ceci se traduit par une
diminution d’expression des transporteurs de glucose GLUT1 et GLUT3 ainsi que des
enzymes glycolytiques comme HK2 et LDH-A a la fois dans des lignées cellulaires de
mélanomes, dans des xénogreffes murines, comme dans des biopsies de patients

(Parmenter T] et al,, 2014) (Baudy AR et al., 2012).

Les BRAFi induisent la mort des cellules de mélanome, cependant celle-ci s’avere tardive
et modérée. En effet, une sous-population cellulaire peut persister grace a un switch de
la glycolyse vers 'OxPHOS mitochondriale.

(1) Dans notre étude nous avons démontré que les cellules de mélanome BRAFV600E
présentent une augmentation de ’'OxPHOS mitochondriale qui leur permet de survivre
au BRAFi (vémurafenib) (Article 3, Figure 1). En effet, les cellules de mélanome exposées
au vémurafénib augmentent leur fonction mitochondriale comme le montrent
I'augmentation de la respiration mitochondriale, 'augmentation de la biogenese
mitochondriale ainsi que la diminution d’expression de HIF1a/PDK, acteurs clés de la
glycolyse. Le traitement au vémurafénib module également le réseau mitochondrial
comme le montrent sa relocalisation perinucléaire ainsi que la présence de
mitochondries hyper-fusionnées. L’activité mitochondriale est essentielle pour la survie
au BRAFi puisque l'utilisation de lignées rhoO re-sensibilise les cellules a la mort

cellulaire.
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D’autres études ont mis en évidence la modulation du métabolisme mitochondrial par
les MAPKIi. Parmi celles-ci, Haq et collaborateurs ont mis en évidence que le PLX4032
(vemurafenib) et le PD0325901 (MEKi) augmentent 'OxPHOS mitochondriale au
travers la biogenese mitochondriale (Haq R et al,, 2013). En paralléle, Serasinghe et al.
ont démontré que la perte de DRP1 induite par les inhibiteurs de tyrosine kinases
incluant le PLX4032 ou l'erlotinib permet une hyperfusion mitochondriale (Serasinghe
MN et al, 2015). De plus dans la LMC, l'imatinib permet d’augmenter I'activité
mitochondriale et la synthese de la glutamate (Gottschalk S et al,, 2004).

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer ce switch métabolique induit par
les TKi. L’expression de BRAFV600E permet la répression du facteur MITF qui lui méme
inhibe I'expression du facteur PGC1la, impliqué dans la biogenése mitochondriale ce qui
a pour conséquence de reprimer 'OxPHOS et de favoriser la glycolyse. Dans le cadre de
I'inhibition de BRAFV600E les BRAFi levent la répression de l'axe MITF/PGCla et
permettent le métabolisme mitochondrial (Haq R et al., 2013). De plus la diminution
d’expression d’'HK2 et l'inhibition de l'axe HIF1/PDK permettent quant a elles de
diminuer la glycolyse et d’augmenter le métabolisme mitochondrial (Kluza | et al., 2012)

(Wolf Aetal, 2011).

Les travaux de Vasquez dans le mélanome ont démontré que I'expression de PGCla est
associée a un pronostic sombre chez le patient. En effet, son expression est retrouvée
dans les tumeurs de mélanome résistantes aux BRAFi. En plus d’augmenter la
respiration cellulaire, son expression permet de diminuer I'induction de génes codant
pour des protéines antioxydantes et d’augmenter la production de ROS (Vazquez F et al,,
2013). La production de ROS peut permettre d’'induire des mutations additionnelles
ainsi que de réactiver la voie des MAPK renforcant ainsi I'’échappement aux traitements
(Figure 35). Les cellules cancéreuses et notamment les cellules de mélanome resistantes
aux TKI sont soumises a un stress oxydant basal qui peut étre exploité pour éradiquer
ces cellules. En effet, dans notre étude, le traitement des cellules résistantes au TKI par
'elesclomol permet de resensibiliser in vitro et in vivo les cellules et tumeurs a la mort
cellulaire par apoptose via l'induction de ROS (Annexe - Article 4). Cette nouvelle

alternative thérapeutique fait actuellement I'objet d’essai clinique dans le mélanome.
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D’autre part, il a également été démontré que les TKI comme le vémurafénib permet de
sélectionner une sous population cellulaire «slow-cycling» JARID1B persistante et
résistante dans le mélanome. Ces cellules persistent grace a I'augmentation de leur

fonction mitochondriale (Roesch A et al., 2013).

(2) Nous avons démontré que 'augmentation du métabolisme mitochondrial a un role
protecteur face au stress réticulaire induit par les BRAFi. Cet effet passe par une
augmentation des contacts RE/mitochondries qui permettent 'uptake de Ca?* par la
mitochondrie (Article 3, Figure 2 et 3).

Lors de traitement au vémurafénib, nous avons observé un remodelage du réseau
mitochondrial autour du réticulum endoplasmique permettant la recapture du calcium
et la protection contre la mort cellulaire. Des études dans le mélanome montrent que
'exposition des cellules de mélanome au vémurafénib conduit a un stress réticulaire et a
la mort cellulaire par apoptose. Dans cette étude, 'augmentation de la concentration de
calcium cytosolique ainsi que l'inhibition de la réponse UPR favorisent la mort puisque
le kd de ATF4 se traduit par une diminution de l'apoptose (Beck D et al, 2013).
L’'importance du calcium dans les relations RE-mitochondrie a également été soulevée
par les travaux de Rieusset dans I'insulinorésistance hépatique.

[Is ont démontré que le calcium permet une augmentation de la fonction mitochondriale
et maintient l'intégrité des MAMs puisque l'altération du complexe IP3R-GRP75-VDAC
permettant son transfert du RE vers la mitochondrie se traduit par une diminution des
interactions RE - mitochondries ce qui induit un stress réticulaire et des dysfonctions

mitochondriales (Rieusset] et al., 2015).

(3) Ces interactions entre le RE et la mitochondrie sont nécessaires pour la survie au
stress réticulaire induit par les BRAFi (Article 3, Figure 4). Les zones d’interaction entre
le RE et la mitochondrie sont influencées par I'expression de protéines comme GRP75 et
MFN-2 qui permettent la proximité des 2 organites. Nous avons observé que la protéine
MFN-2 est impliquée dans la protection mitochondriale contre le stress réticulaire. En
effet, I'altération du couplage RE-mitochondrie via l'inhibition de la protéine MFN-2
permet d’augmenter le stress réticulaire ainsi que l'apoptose induite par le stress

réticulaire dans les cellules exposées au BRAFj, a la fois in vitro et in vivo.
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Des études réalisées par I'équipe de Walsh confortent le fait que MFN-2 est importante
dans la résistance a la mort cellulaire induite par le stress réticulaire. En effet, ils ont
observé dans des MEFs que l'induction d’un stress réticulaire par la tunicamycine ou la
thapsigargine permet de surexprimer la protéine MFN-2. Cette protéine est importante
pour la survie face a ce stress car I'ablation de MNF-2 via I'utilisation d'un systéme
Cre/Lox dans les MEFs se traduit par une altération de la morphologie du RE et des
mitochondries, une réponse UPR augmentée avec I'induction notamment de CHOP ce qui
sensibilise a la mort cellulaire (Ngoh GA etal., 2012).

Nous avons retrouvé des résultats similaires dans les lignées cellulaires mutées NRAS
exposées au MEKi démontrant bien que le controle mitochondrial de la mort cellulaire
induit par le stress réticulaire n’est pas spécifique aux BRAFi. Nos résultats démontrent

clairement que la mitochondrie a un réle essentiel dans la résistance aux MAPKi.
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Figure 35 : Reprogrammation du métabolisme énergétique des cellules de mélanome
BRAFV600E en réponse aux thérapies ciblées.

Les inhibiteurs de BRAF vont induire une inhibition du métabolisme glycolytique au sein des
cellules de mélanome BRAFV600E ayant pour conséquence la mort des cellules par apoptose
induite par le stress réticulaire. Cependant, cette mort n’est pas massive et va induire un shift
vers 'OxPHOS mitochondriale permettant a une sous population de survivre. L’activation de la
mitochondrie va générer la production de ROS permettant entre autres l'acquisition de
mutations additionnelles et la réactivation de la voie MAPK contribuant au phénotype résistant
des cellules de mélanome. *Schéma inspiré de Marchetti P et al,, 2015
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DISCUSSION GENERALE

Nous avons démontré que le métabolisme mitochondrial représente une cible
pertinente dans le traitement des cancers. Cependant, certaines limites comme
I’hétérogénéité tumorale et la non spécificité des composés mitochondriaux poussent a

développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Les limites du ciblage mitochondrial

e Hétérogénéité et plasticité du métabolisme mitochondrial dans le

cancer :

Il existe une forte hétérogénéité génétique dans les cancers. En effet, 'altération de
certains oncogeénes, suppresseurs de tumeurs ou encore les mutations d’enzymes
mitochondriales influencent et caractérisent le métabolisme des cancers.

Par exemple, le suppresseur de tumeur p53 permet 'augmentation du métabolisme
mitochondrial et est retrouvé muté dans pres de la moitié des cancers solides. De méme,
la mutation d’enzymes mitochondriales peut étre une caractéristique de certains
cancers. La mutation de 'IDH2 est fréquemment associée aux gliomes et aux leucémies,
celle de la SDH est rattachée au paragangliome et au pheochromocytome héréditaire
(HPGL/PCC); La mutation de la FH est associée aux léiomyomes héréditaires et aux
carcinomes rénaux. Ces enzymes mutées permettent un remodelage du métabolisme
mitochondrial caractérisé par un cycle de krebs tronqué mais viable.

Les mutations oncogéniques vont également influer sur le meétabolisme comme
notamment I'oncogene BRAFV600E, mutée dans 50% des mélanomes ou encore BCR/Abl

dans la LMC qui permettent le shift du métabolisme mitochondrial vers la glycolyse.

L’équipe de Yuneva a montré que l'activation d'un méme oncogeéne peut induire des
modifications métaboliques différentes selon le type de cancer.

Cette équipe a mis au point des modeles murins de tumeurs inductibles par 'oncogene
Myc dans des cellules de foie et dans des cellules de poumon. Bien que ces 2 types de
cellules portent le méme oncogene, les effets sur le métabolisme sont différents. En effet,

bien que la glycolyse soit augmentée dans les 2 types cellulaires en présence de Myc, ils
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ont démontré que dans les cellules de poumon, Myc permet une augmentation de la
biogenese mitochondriale et une augmentation du métabolisme de la glutamine
contrairement aux cellules du foie. Ceci reflete I'hétérogénéité du métabolisme
énergétique non seulement en fonction des oncogénes mais également du contexte
cellulaire (Yuneva MO et al., 2012).

Un autre exemple, les modifications métaboliques induites par la protéine MONDOA.
MONDOA est un facteur de transcription qui appartient a la famille MONDO. Son activité
transcriptionnelle dépend de la formation d’'un hétérodimere avec MLX, un membre de
la famille MYC/MAX/MAD. MONDOA est localisée sur la membrane externe de la
mitochondrie et va « senser » I'état énergétique cellulaire. Lors d’'un exces de glucose et
notamment de Glucose-6-Phosphate, la protéine MONDOA va s’accumuler dans le noyau
et va permettre la transcription de TXNIP (Thioredoxin-Interacting Protein) qui régule
négativement la captation de glucose (dégradation de HIF-1a et diminution d’expression
des transporteurs de glucose) (Wilde BR et al,, 2015). Il a été démontré que MONDOA
peut interagir en collaboration avec c-myc mais également en opposition avec c-myc en
fonction des cancers. Dans le mélanome, il a été démontré que MONDOA inhibe c-myc
pour induire l'expression de TXNIP en réponse au vémurafénib permettant ainsi
I'inhibition de la glycolyse (Parmenter T] et al, 2014). Au contraire, dans le
neuroblastome, c-myc et MONDOA cooperent pour permettre d’augmenter le

métabolisme de la glutamine (Wilde BR et al., 2015).

L’environnement tumoral est également important et influe sur le métabolisme des
cellules cancéreuses. En effet, en fonction de la teneur en oxygene, des nutriments
disponibles, les cellules vont adapter leur métabolisme. C’est ainsi, que pour pallier au
manque de glucose, les cellules cancéreuses vont pouvoir utiliser les acides gras ou la
glutamine au travers la mitochondrie. Dans le glioblastome, le manque de glutamine va
conduire la cellule a utiliser la carboxylation du pyruvate pour faire fonctionner ses
mitochondries (Cheng T et al,, 2011). De plus, les cellules tumorales peuvent coopérer
avec les cellules environnantes comme les fibroblastes pour obtenir du lactate qui sera
assimilé puis métabolisé par la mitochondrie des cellules cancéreuses (Nakajima EC et
al, 2013). Dans un autre modele, les astrocytes peuvent fournir de la glutamine aux
glioblastomes incapables d’en synthétiser afin de permettre leur survie (Tardito S et al,,

2015). En plus de coopérer avec les cellules stromales, les cellules cancéreuses peuvent
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également coopérer entre elles, ce qui est notamment le cas dans des conditions ou la
distribution d’oxygene au sein de la tumeur est tres hétérogene. Les cellules hypoxiques
sont tres glycolytiques et peuvent fournir du lactate qui sera métabolisé par les cellules

normoxiques ayant un phénotype OxPHOS (Nakajima EC et al., 2013).

Une caractéristique importante qui va conditionner I’hétérogénéité tumorale est surtout
le devenir de cette cellule. En effet, une cellule qui a pour but de coloniser et d’'induire
des métastases ne va pas avoir le méme métabolisme qu'une cellule résidant au sein de
la tumeur primaire. Il a démontré que la biogenese mitochondriale induite par le facteur
PGC1-a est importante pour l'invasion et la colonisation des cellules cancéreuses de sein
(LeBleu VS et al, 2014). En effet, contrairement aux cellules primaires, les cellules
circulantes du sein expriment fortement PGC1-a et 'inhibition de ce facteur abolie les
capacités invasives et migratoires de ces cellules. Dans d’autres modeles comme le
cancer du poumon (Jiang L et al., 2016), du foie (Park JH et al,, 2016) ou le mélanome
métastatique (Rodrigues MF et al, 2016) ont été démontrés que le métabolisme
mitochondrial contribue activement (au travers la glutamine et les acides gras) a

I'invasion et la métastase.

Cette hétérogénéité et cette flexibilité rendent le ciblage de la mitochondrie complexe.
En effet, des adaptations sont notamment observées lors de traitements ciblant la

mitochondrie, ce qui représente un véritable frein.
e Absence de spécificité et toxicité des agents ciblant la mitochondrie :

Un probléme récurrent dans les traitements des cancers est la toxicité des agents
employés. En effet, la grande majorité des thérapies citées précédemment se révele
toxique en clinique. Cette toxicité est due notamment a I'absence de spécificité de ces
composés. Par exemple, la thrombocytopénie induite par les BH3-mimétiques anti - Bcl-
2 (navitoclax et venetoclax) est due a l'interaction du composé avec la protéine Bcl-XL.
L’utilisation du composé CB-839 dans le cadre de l'inhibition de la glutaminase, lui
montre des effets hépatiques néfastes. Les essais cliniques utilisant de la metformine ont
mis en évidence I'apparition d’acidose lactique chez les patients. De méme, le DCA utilisé
pour inhiber la PDK dans les cancers solides montrent des effets neurotoxiques. En plus

de la toxicité, certains agents peuvent étre difficile a administrer chez le patient comme
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I’ABT-737 qui démontre de bons effets dans des études précliniques mais qui ne peut
pas étre distribué oralement. D’autres agents comme le DCA ont une demi-vie
relativement courte ce qui pousse a utiliser des doses plus fortes et a allonger le temps

de traitement.
Vers de nouvelles perspectives thérapeutiques

e La coopérativité antimétabolique comme stratégie antitumorale :

L’inhibition des cibles mitochondriales peut engendrer une compensation par d’autres
voies métaboliques dans le but de maintenir la croissance et la survie tumorale. Une des
nouvelles pistes thérapeutiques est de combiner les inhibiteurs mitochondriaux avec
des agents ciblant les voies métaboliques compensatoires.

L’inhibition du complexe I se traduit par un switch métabolique des cellules cancéreuses
vers la glycolyse permettant ainsi leur survie. C’est ainsi, qu’'il a été démontré une
augmentation de la croissance tumorale dans un modele murin de mélanome traité a la
metformine. L'inhibition du complexe I dans ce modeéle se traduit par une augmentation
de l'activité LDH ainsi qu'une captation de glucose et une sécrétion de lactate exacerbée
(Chaube B et al,, 2015). Cet effet a conduit a combiner la metformine et la roténone avec
des inhibiteurs du métabolisme glycolytique comme l'oxamate ou le 2-DG. Ces
combinaisons donnent des résultats encourageants in vitro dans différentes lignées de
cellules cancéreuses de prostate (Ben Sahra I et al,, 2011) ou gastrique (Cheong JH et al,,
2011) ainsi que in vivo dans un modeéle murin de cancer colorectal (Miskimins WK et al.,
2014). Le traitement des myélomes multiples avec du ritonavir (inhibiteur GLUT4)
permet I'émergence d’une population résistance au travers l'activation de 'OxPHOS
mitochondriale. La combinaison du ritonavir avec la metformine induit 'apoptose in
vitro dans des lignées cellulaires de myélome multiple, dans des échantillons de patients
mais également in vivo, dans des modeles de xénogreffes murins (Dalva-Aydemir S et al,,
2014). Les voies de compensation sont multiples, en effet, dans le modéele du mélanome,
la suppression du facteur PGC1 a se traduit par une compensation au travers la
stabilisation du facteur HIF-1a. L’inhibition du facteur PGCla et I'inhibition de HIF-1a
permet a une population cellulaire de survivre en utilisant la glutamine (Lim JH et al,,

2014).
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Du fait de cette grande flexibilité métabolique et du nombre de voies d’adaptation
possible, il est nécessaire de développer des outils afin de pouvoir identifier des

combinaisons métaboliques solides.

e Concept de l1étalité synthétique :

L’'inconvénient d’utiliser les inhibiteurs de kinases oncogéniques est le fait qu'’ils
n'induisent pas la mort cellulaire de facon massive comme le fait les agents
génotoxiques. Afin de renforcer I'action de ces inhibiteurs, une nouvelle stratégie tente
de les combiner avec des agents ciblant la mitochondrie. Ce concept porte le nom de
létalité synthétique et consiste en deux effets: l'inhibition de la kinase oncogénique
affecte le métabolisme de la cellule cancéreuse, la rendant plus dépendante de 'OxPHOS
mitochondriale; puis cibler l'addiction mitochondriale avec des inhibiteurs du
métabolisme mitochondrial. Cette stratégie possede plusieurs avantages d’un point de
vue théorique. En effet, suite a l'inhibition de la kinase oncogénique, les cellules
tumorales sont contraintes d’utiliser leurs mitochondries dans le but de survivre. Cette
modification métabolique constitue une faille pour les cellules cancéreuses qui sont
donc plus sensibles aux agents ciblant la mitochondrie.

Ceci a également un intérét directement applicable aux patients puisqu’il permet de
diminuer les doses d’inhibiteurs mitochondriaux ce qui rend le traitement moins
toxique (Marchetti P et al,, 2015). Ceci est notamment le cas pour 'utilisation du DCA
qui s’avere toxique en clinique. En effet, dans le cancer du poumon non a petites cellules,
la combinaison d’inhibiteurs de I'EGFR comme le gefitinib ou 'erlotinib avec le DCA
permet d'induire la mort cellulaire par apoptose (Yang Z et al., 2016). La combinaison du
sorafenib (inhibiteur de BRAF) au DCA permet également de resensibiliser les
cancéreuses d’hépatocarcinome devenues résistantes au sorafénib (Shen YC et al,
2013). L’association d’inhibiteurs de MAPK et d’agents ciblant la mitochondrie a de bons
effets antitumoraux.

Dans le mélanome, I'association du PLX4032 ou de l'inhibiteur de MEK (PD0325901)
avec le PEITC (inhibiteur complexe III) permet la régression tumorale (Haq et al,, 2014).
Dans les fibroblastes RASG12V) 13 combinaison d’inhibiteurs de BRAF et de MEK avec
I'antimycine A (inhibiteur complexe III) augmente également la mort cellulaire.

L’'inhibition de la voie PI3K/Akt par le BEZ235 et la FO-F1 ATP synthase par
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I'oligomycine se traduit également par une apoptose massive des cellules cancéreuses
du pancréas (Viale A et al., 2014). L’oligomycine A permet également de sensibiliser les
cellules leucémiques BCR-ABL a I'apoptose induite par I'imatinib (Alvarez-Calderon F,
2015).

Bien qu’elles s’averent prometteuses, ces combinaisons révelent principalement

d’études précliniques et nécessitent donc de passer en études cliniques.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Figure 36: Influence de GILZ et des BRAFi sur le métabolisme mitochondrial et la
réponse au stress réticulaire.

L’expression de GILZ dans les leucémies et le traitement par BRAFi dans le mélanome
augmentent le métabolisme mitochondrial des cellules cancéreuses, ce qui permet
I'adaptation au stress réticulaire. Cette résistance a la mort lors du stress réticulaire est
permise via des interactions entre le RE et les mitochondries.

L’augmentation du métabolisme mitochondrial représente également une cible
thérapeutique pouvant étre exploitée par l'utilisant de molécules prooxydantes qui vont
induire une production 1étale de ROS.

Nos travaux viennent compléter de nombreuses études qui démontrent le role essentiel
des mitochondries dans la tumorigenese. Nous avons démontré son rdle dans la survie
au stress réticulaire induit par la protéine GILZ dans des lignées de cellules leucémiques
et dans un modele de mélanome BRAFV600E,

Nous avons également démontré que la mitochondrie permet d’induire la survie en
réponse a un stress réticulaire induit par les inhibiteurs de kinases oncogéniques dans le
mélanome BRAFV600E, Dans ces 2 études, la survie au stress réticulaire se traduit par une
augmentation de la fonction mitochondriale.

Nous avons également obervé dans les cellules leucémiques que 'augmentation de la
fonction mitochondriale par GILZ peut étre utilisée pour resensibiliser les cellules
cancéreuses a la mort cellulaire, notamment grace aux agents proxydants comme

I'elescomol.

Dans le cadre de notre étude, plusieurs interrogations deumeurent :

(1) Tout d’abord, nous nous interrogeons sur la facon dont la protéine GILZ permet la
protection contre le stress réticulaire. Est ce que cela passe par la signalisation calcique ?
Nous avons observé une augmentation de la fonction mitochondriale ainsi qu'un réseau
mitochondrial réticulé lors du stress réticulaire. Il serait intéressant de regarder si la
survie au stress réticulaire implique des échanges calciques entre la mitochondrie et le
réticulum endoplasmique.

Qu’en est t'il de I'autophagie qui est également une réponse permettant la survie des
cellules cancéreuses lors du stress réticulaire ? GILZ peut il induire 'autophagie pour
survivre au stress réticulaire ? Des études menées par Troncoso et collaborateurs ont
démontré que le traitement a la dexaméthasone dans des cellules myoblastiques se

traduit I'augmentation de la fonction mitochondriale (consommation d’O; et production
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d’ATP) associée a un remodellage du réseau mitochondrial, dépendant de la protéine de
fusion DRP-1 Ceci conduit a une dysfonction mitochondriale permettant l'induction
d’autophagie/mitophagie afin d’éliminer les mitochondries dysfonctionnelles. Cela a
pour but, de permettre la survie des cellules musculaires et d’éviter 'atrophie des
muscles (Troncoso R et al,, 2014).

(2) Nous souhaitons également continuer a déterminer la place de l'adaptation
mitochondriale dans la résistance aux agents anticancéreux. Qu’en est t'il si on bloque
cette adaptation ? Empéche t'on les phénomeénes de résistance ? Ceci est notamment
intéressant dans le cadre des cellules souches/dormantes cancéreuses. En effet, il a été
démontré que les TKI comme le vémurafénib mais également les génotoxiques comme le
cisplatine favorisent la selection d’'une sous population de cellules cancéreuses souches
exprimant le facteur JARID1B. Ces cellules présentent un métabolisme OxPHOS qui leur
permet de survivre aux agents ciblant principalement la glycolyse. Cette adaptation
mitochondriale pourrait étre responsable de la résistance du compartiment souche
cancéreux. Une alternative serait d’essayer des combinaisons TKI - inhibiteurs du
métabolisme mitochondrial dans le but d’eradiquer ce compartiment qui peut favoriser

la réemergence des cancers.

Ainsi, a I'heure actuelle, la mitochondrie semble étre une cible de choix pour le
développement de nouveaux composés. Cependant, il semble nécessaire de caractériser
au mieux le profil métabolique des tumeurs qui est extrémement hétérogéne et qui

pourrait limiter I'efficacité de ces nouvelles thérapies.
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