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PARTIE 1 : LE METABOLISME DES CELLULES
TUMORALES

Pendant les dix dernieres années, le développement des techniques de séquencage a
haut débit a permis de mettre en évidence la forte hétérogénéité génétique existant
entre des tumeurs histologiquement semblables ou encore au sein d'une méme
tumeur (Endesfelder D. et al,, 2012). Cependant, les cellules cancéreuses partagent
beaucoup de caractéristiques en commun qui leur conférent le phénotype tumoral.
Hanahan et Weinberg ont proposé onze caractéristiques communes aux cellules
canceéreuses, qui regroupent tous les processus que ces cellules mettent en place lors
de l'initiation et de la progression tumorale. Ainsi, les cellules cancéreuses présentent
une reésistance a la mort, une prolifération anarchique, une évasion aux suppresseurs
de tumeurs, une capacité a métastaser, une capacité a induire I'angiogenese, une
capacité a échapper a la réponse immunitaire, une instabilité génétique et des
modifications métaboliques (Hanahan D. et al, 2011). Au cours de ces dernieres
années, des nombreux travaux ont soulevé l'importance des modifications

meétaboliques dans les cellules cancéreuses.

La plupart des cellules différenciées transforment le glucose en pyruvate via la
glycolyse, ensuite celui-ci, rentre dans la mitochondrie ou il est transformé en Acetyl-
CoA par 1‘enzyme Pyruvate Deshydrogenase (PDH) (Figure 1). Ce dernier, permet
d’alimenter le cycle de Krebs et d’obtenir les substrats le NADH et le FADH;. Ces deux
cofacteurs sont des donneurs d’électrons qui permettent de mettre en place une série
des réactions d’oxydation au niveau des complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale (CRM). Ceci est accompagné d’'un mouvement des protons de la
matrice vers l'espace intermembranaire favorisant la formation d'un gradient
électrochimique qui sera utilisé par la Fo-F1 ATP synthase dans le but de produire de

I’ATP, raison pour laquelle ce processus recoit le nom de phosphorylation oxydative.

13
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Figure 1: La phosphorylation oxydative. En conditions physiologiques les cellules transforment le
glucose via la glycolyse en pyruvate. Celui-ci est transformé par la Pyruvate déshydrogénase (PDH) en
Acetyl-CoA capable d’entrer dans le cycle de Krebs et permet I'obtention des cofacteurs fortement
énergétiques le NADH et le FADH; utilisés par le complexe I (NADH-ubiquinone oxydoréductase) et
complexe II (Succinate-ubiquinone oxydoréductase) de la chalne respiratoire mitochondriale,
respectivement. La réoxydation de ces deux cofacteurs a travers d'un flux d’électrons au niveau du
complexe III (ubiquinol-cytochrome C oxydoréductase) et du complexe IV (cytochrome C oxydase), est
accompagnée de la création d’'un gradient de protons. Ce gradient servira ensuite pour la production

d’ATP grace ala FoF1-ATP synthase (Complexe V).

Cependant, les cellules tumorales présentent un profil métabolique différent. En effet,
les modifications métaboliques au sein de cellules cancéreuses ont été décrites pour
la premiere fois dans les années trente par Otto Warburg (Warburg 0.,1927). Les
travaux de Warburg montrent que, contrairement aux cellules « normales », les
cellules tumorales issues d’ascites transforment le glucose en lactate a travers la
glycolyse et cela méme en présence d’oxygene (glycolyse aérobie). Des années plus
tard, le changement métabolique décrit par Warburg, en terme de “shift” de la
phosphorylation oxydative vers la glycolyse a été confirmé dans un grand nombre de
cancers et a recu le nom d’effet Warburg. Néanmoins, la glycolyse est 18 fois moins
efficace que la phosphorylation oxydative en terme de production d’ATP, les cellules
canceéreuses doivent donc augmenter leur captation de glucose. Ainsi, la captation de
glucose exacerbée dans les cellules tumorales a permis de développer un outil de

diagnostic et de suivi clinique: la TEP (Tomographie par Emission de Positons). Cet

14



outil se base sur la forte captation du glucose au niveau des tumeurs qui peut étre
mise en évidence en utilisant le 2-deoxy-2-fluoro-D-glucose (2-FDG), un analogue

radio-marqué du glucose (Groves A.M. et al 2007).

Pour expliquer ce changement métabolique dans les cellules cancéreuses, Warburg a
émis '’hypothese que ces cellules présentaient un dysfonctionnement mitochondrial
les obligeant ainsi a se tourner vers la glycolyse dans le but de survivre (Warburg O,
1956). Cependant, cette hypothese semblerait s’avérer erronée, pour la grande
majorité des cancers (Cantor J.R. et al.,, 2012). En effet, les mutations ou défauts qui
touchent les protéines clés du métabolisme mitochondrial, sont des événements tres
rares et restreints a quelques cancers, comme les leucémies et les glioblastomes. De
plus, les évaluations réalisées utilisant des lignées de cancer du cerveau et du cancer
du sein dépourvues en ADN mitochondrial (cellules p0), montrent que dans ces
modeles la mitochondrie joue un role important dans le développement tumoral. En
effet, dans cette étude la déplétion en mitochondries provoque une diminution de la
capacité tumorale de ces cellules (Cavalli L.R., 1997). Ainsi, selon 'auteur Wallace, la
plupart des cellules cancéreuses présenteraient des mitochondries fonctionnelles et
elles ont un role important dans la tumorigénese (Wallace D., 2012). Dans ce
contexte, la raison pour laquelle les cellules cancéreuses changent leur métabolisme
est encore mal comprise. Cairns a proposé en 2010 que les modifications
meétaboliques de cellules cancéreuses auraient comme but principal de subvenir aux
besoins prolifératifs via trois aspects primordiaux : une obtention rapide d’ATP, la
biosyntheése des macromolécules et la maintenance d'un statut redox compatible avec

la survie cellulaire.

1 Un métabolisme adapté a la biosynthéese de macromolécules
et a la production d’énergie

1.1 Laglycolyse et voies alternatives du métabolisme du glucose

En ce qui concerne la biosynthése de macromolécules nécessaires a la prolifération, il
a été proposé récemment que la glycolyse pourrait conférer un avantage tres
important. En effet, les cellules cancéreuses auraient un comportement métabolique

similaire a celui des cellules prolifératives (Ward P.S. et al,, 2012). Nous savons
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aujourd’hui que les cellules quiescentes ou non prolifératives métabolisent le glucose
principalement par la phosphorylation oxydative pour maximiser I'obtention d’ATP
afin de conserver leur homéostasie (Vander-Heiden M. et al., 2009). Dans les cellules
prolifératives, la présence des facteurs de croissance induit une augmentation de la
captation des nutriments et modifie leur métabolisme pour pouvoir subvenir aux
besoins de la division cellulaire (Ward P.S. et al., 2012). Ainsi, dans ces cellules, le but
n’est plus d’optimiser la production d’ATP mais d’obtenir les éléments nécessaires a

la prolifération.

C’est ainsi que dans les cellules prolifératives, comme dans les cellules cancéreuses,
on trouve souvent un découplage entre la glycolyse et la phosphorylation oxydative.
Ces cellules vont donc métaboliser le glucose via la glycolyse non pas seulement dans
le but d’obtenir de 'ATP mais parce que la glycolyse peut, a travers ces différentes
étapes, orienter les produits dérivés du glucose vers d’autres voies alternatives. Par
exemple, le glucose-6-phosphate ou le glyceraldehyde-3-phosphate peuvent partir
vers la voie de Pentose phosphates (PPP) pour finalement donner du ribose-5-
phosphate essentiel a la synthese de nucléotides. Une autre voie vers laquelle peuvent
partir les intermédiaires de la glycolyse est la voie de biosynthese de la serine qui
permettra, par exemple, d’obtenir a partir du 3-phosphoglycerate des acides aminés
non essentiels (Figure 2). Par ailleurs, la transformation du pyruvate en lactate
semble étre une étape primordiale pour les cellules cancéreuses. En effet, cette
réaction enzymatique favorise la génération du NAD*, un cofacteur nécessaire pour

les premieres réactions enzymatiques de la glycolyse.

1.2 Les réactions anaplérotiques mitochondriales

Néanmoins, méme si la mitochondrie semble peu participer au métabolisme
énergétique, cela ne veut pas dire qu’elle est inactive. En effet, il a été démontré dans
une lignée de glioblastome fortement glycolytique, que le cycle de Krebs dans ces
cellules est intact et que la mitochondrie joue un role clé au niveau des réactions
anaplérotiques via l'utilisation de la glutamine (DeBerardinis R.J. et al, 2007). Ce
substrat doit avoir un role tres important dans le métabolisme des cellules
cancéreuses étant donné que la plupart d’entre elles présentent une augmentation de
la captation de celui-ci. Une fois a I'intérieur de la cellule, la glutamine peut subir deux

types de réaction selon I'utilisation de ce substrat comme source de nitrogene ou
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comme source de carbone. Ainsi, la glutamine peut étre désaminée, via I'enzyme GSL,
pour donner du glutamate. Celui-ci est ensuite transformé en a-cétoglutarate, capable
de rentrer dans le cycle de Krebs. Cet a-cétoglutarate peut étre utilisé pour la
production de citrate, celui-ci, par la suite, va étre transporté dans le cytosol ou il sera
utilisé pour la synthese des acides gras par l'action de ATP-citrate liase (ACL). De
méme, |'a-cétoglutarate peut, via sa transformation dans le cycle de Krebs, sortir de
celui-ci sous forme de malate, qui sera transformé en pyruvate, puis en lactate, au
niveau du cytosol (glutaminolysis). Ce processus favorise ainsi la production d’acides
aminés importants pour la prolifération tels que I'aspartate et I'alanine (Figure 2).1l a
également été observé que, dans certaines conditions, la glutamine peut servir au
fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale (CRM). En effet l'a-
cétoglutarate sortirait du cycle de Krebs sous la forme de malate pour donner du
pyruvate, qui rentrerait dans la mitochondrie pour étre transformé en acetyl-CoA,
permettant le fonctionnement de la CRM (DeBerardinis R.J. et al., 2007). Comme pour
la glycolyse, la transformation de ces différents intermédiaires du cycle de Krebs, a
I'intérieur ou l'extérieur de la mitochondrie, a toujours comme but de subvenir aux

besoins prolifératifs.
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Figure 2: La reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses. La plupart des cellules
cancéreuses présentent une augmentation de la glycolyse avec une captation exacerbée de glucose (via
les transporteurs du glucose, GLUTs) rapidement transformé en Glucose 6-phosphate (G6P) par
I'Hexokinase II (HKII). L’accumulation des produits intermédiaires de la glycolyse favorise l'orientation
de ces intermédiaires vers d’autres voies comme la voie de pentose phosphates (PPP) ou via la voie de
la serine, permettant ainsi l'obtention des nucléotides et acides aminées importants pour la
prolifération. Le pyruvate provenant de la glycolyse est préférentiellement transformé en lactate. Le
métabolisme de la glutamine est également accentué dans les cellules tumorales, ainsi les
transporteurs (SLC5A) et les protéines qui participent a la transformation de ce substrat sont
surexprimées dans ces cellules. La glutamine est utilisée principalement pour l'obtention du a-
cétoglutarate, qui entre dans le cycle de Krebs et peut étre transformé en citrate via 'enzyme IDH2
(isocitrate déshydrogénase 2). Le a-cétoglutarate peut également étre transformé en malate et partir
dans le cytosol ou il est transformé en pyruvate (pyr) via l'enzyme malique (EM). Toutes ces
modifications métaboliques favorisent 1'obtention des lipides, protéines et nucléotides nécessaires
pour la prolifération des cellules tumorales.

Il est, cependant, important de préciser que I'ensemble des études réalisées sur le
meétabolisme, en utilisant différents modeéles tumoraux, montre que bien que la
plupart des cellules tumorales présentent une glycolyse exacerbée, cela ne veut pas
dire qu’elles aient le méme phénotype métabolique. Les cellules cancéreuses
présentent ainsi une flexibilité métabolique tres importante, leur permettant de
s’adapter aux nutriments disponibles dans le milieu extracellulaire. Ainsi, au cours
des différentes étapes de la progression tumorale, le profil métabolique des cellules
cancéreuses peut changer. L’utilisation de la glutamine, dans les cellules cancéreuses,
peut également varier probablement en fonction des besoins spécifiques. Ainsi, dans

le modele de glioblastome étudié par I'équipe de DeBerardinis, 60% de la glutamine,
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captée par la cellule, part vers la production de lactate alors que le glucose est utilisé
principalement pour la synthese de lipides. Cependant, dans d’autres modeles comme
dans le mélanome, la glutamine participe principalement a la synthese des lipides, via
sa transformation en citrate, et peu de glutamine est transformée en lactate. Ces
résultats, montrent I'hétérogénéité et la versatilité métabolique des cellules
tumorales. Ainsi, des études plus approfondies sont donc nécessaires pour mieux
comprendre dans quel contexte les cellules tumorales favorisent une voie

meétabolique plutot qu'une autre et quels sont les facteurs qui régulent ces choix.

1.3 Le role de I'autophagie dans le métabolisme tumoral

Par ailleurs, un autre exemple de 'adaptation métabolique des cellules cancéreuses
est 'obtention des substrats bioénergétiques via I'autophagie. Ce processus permet
de dégrader des organites (comme par exemple les mitochondries) a I'intérieur de la
cellule dans le but de récupérer des substrats importants pour le fonctionnement de
la cellule. Ainsi, ce processus joue en conditions physiologiques, un role de recyclage
dans la cellule, permettant de se débarrasser des organites endommagés ou des
protéines aberrantes. Cependant, dans les cellules tumorales, l'autophagie
permettrait 'adaptation de ces cellules aux conditions de stress métabolique leur
facilitant I'obtention des substrats nécessaires a la synthese de macromolécules. En
effet, il a été montré que dans le cancer du poumon l'autophagie représente la
premiere source de glutamine. L'inhibition de ce processus se traduit par une forte
dépendance a l'apport externe de glutamine conditionnant ainsi la prolifération
(Strohecker A. et al,, 2013). De plus, la voie PI3K/AKT via la régulation négative de la
protéine mTOR découplerait la disponibilité des nutriments du rétrocontrole
meétabolique, en activant I'autophagie. Ainsi, dans les cellules HELA, 'activation de la
voie AKT favorise la survie de la cellule face aux différents types de stress
meétabolique, comme par exemple en condition de privation en nutriments. Ceci
permettrait d‘expliquer la raison pour laquelle la plupart des cellules cancéreuses

activent souvent cette voie de signalisation. (Degenhardt K. et al., 2006).
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2 Lerole des oncogeénes et génes suppresseurs de tumeurs dans
la régulation du métabolisme tumoral

Contrairement aux cellules saines, les cellules cancéreuses ne modifient pas leur
meétabolisme en réponse aux facteurs de croissance. Elles accumulent des
modifications génétiques liées a I'activation des proto-oncogénes ou I'inactivation des
genes suppresseurs de tumeurs, devenant ainsi indépendantes de ces facteurs. Ces
modifications ont été pendant longtemps décrites comme étant capables de modifier
la prolifération et la survie cellulaire. Néanmoins, il a été demontré que la plupart de
ces modifications jouent également un role métabolique qui permet, par la suite, de

favoriser la prolifération.

2.1 LlaVoie PI3K/AKT

La voie PI3K/AKT est I'une des premieres voies dont le role dans le métabolisme a été
décrit. Les mutations de cette voie sont tres fréquentes dans la majorité des cancers.
Ces mutations ne touchent pas seulement les membres de la voie, la rendant
constitutivement active, mais aussi les protéines régulatrices (Yuan T.L. et al., 2008)
tels que PTEN (Phosphate and Tensin Homolog). L’activation de cette voie provoque
des modifications majeures du métabolisme a plusieurs niveaux (Figure 3). En ce qui
concerne la glycolyse, I'activation de AKT1 induit, d’'une part, une augmentation de
cette voie métabolique en modifiant le nombre et la localisation des transporteurs du
glucose (comme par exemple GLUT1 et GLUT4) (Kohn A.D. et al., 1996)et d’autre part
une phosphorylation des protéines clés de cette voie glycolytique, augmentant ainsi
leur activité (HKII). Cependant, le rdle de la voie PI3K /AKT ne se limite pas a
I'augmentation de la glycolyse. Elle peut également favoriser les voies de biosynthese
dépendantes de l'activité mitochondriale. Il a été récemment montré, dans un modele
des adipocytes primaires, que AKT1 permet de phosphoryler I'’enzyme ATP-Citrate
Liase (ACL) au niveau de son résidu serine 454, provoquant son activation et
favorisant la transformation du citrate en Acetyl-CoA au niveau du cytosol (Berwick
D.C. etal, 2002). De cette maniere, AKT1 permet de dévier le citrate du cycle de Krebs

et de promouvoir la synthese de novo des acides gras.
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De plus, plusieurs auteurs considérent que le rdle le plus important de la voie
AKT/PI3K dans le métabolisme tumoral, repose sur l'activation de mTORC1
(mechanistic target of rapamycine complexe 1). La protéine AKT1 active va alors
inhiber TSC 1/2 (Tuberos sclerosis) le régulateur négatif de mTORC1. L’activation de
ce dernier permet d’augmenter la synthese de protéines dans le but de favoriser la
transamination des différents intermédiaires du cycle de Krebs ainsi que la synthese
des acides aminés (Ward P.S. et al,, 2012). Il a été montré également, dans des
modeles de souris Knockout pour mTORC1, que ce complexe joue un rdle dans la
biogenese mitochondriale via la régulation de I'expression de la protéine PGC1-alpha.
Ces résultats suggerent que mTORC1 pourrait participer a la régulation du
meétabolisme oxydative mitochondriale (Bentzinger C.F. et al., 2008). De plus, la voie
AKT/mTORC1 a aussi été impliquée dans la stabilisation non hypoxique de HIF-1a et

'activation de I'oncogene Myc dans différents modeles de cancer.

Il a également été démontré tres récemment que l'inhibiteur négatif de cette voie,
PTEN, peut jouer un role dans la régulation de I'activité mitochondriale. En effet, une
forme N-terminal plus courte que la forme initiale, a été décrite comme étant capable
de se localiser dans la mitochondrie et d’augmenter l'activité de la cytochrome C
oxydase ainsi que la production d’ATP. L’inhibition de cette forme courte de PTEN
provoque un dysfonctionnement de I'activité mitochondriale (Liang H. et al., 2014).
Ces résultats révelent I'importance de PTEN dans la régulation du métabolisme mais

aussi 'impact de son inhibition sur le fonctionnement mitochondrial.
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Figure 3. La voie AKT dans la régulation du métabolisme : La voie de signalisation PI3K/AKT peut
réguler plusieurs aspects du métabolisme dans les cellules cancéreuses. AKT favorise la glycolyse via
I'expression des protéines telles que les GLUT1 (transporteur du glucose), 'hexokinase 1l (HKII), la
Pyruvate kinase (PKM2). De méme, AKT peut favoriser la transformation du citrate, provenant du
cycle de Krebs, en acetylCoA qui servira par la suite a I'obtention des acides gras. Cette protéine va
aussi réguler I'activité de mTOR qui joue un réle important dans la synthese des protéines.

2.2 MYC

Myc est un facteur de transcription qui, dans les cellules saines, est activé en réponse
aux différents facteurs de croissance. Ce facteur de transcription est exprimé en
permanence mais il se trouve dans la cellule sous la forme de proto-oncogene. La
surexpression, l'apparition d’'une mutation ou une translocation chromosomale
provoquent l'activation constitutive de cette oncogéne. Myc joue un rodle tres
important dans le métabolisme tumoral (Figure 4). Ce facteur peut augmenter
I'expression de transporteurs du glucose et d’autres enzymes participant a la
glycolyse, comme la Hexokinase II (HKII), la PKM2 et la LDH-A (Shim H. et al., 1997).
En outre, il a été montré dans les lymphocytes B surexprimant Myc, que ce facteur
peut favoriser la biogénese mitochondriale via l'activation transcriptionelle des

geénes nucléaires codant pour des protéines mitochondriales, mais aussi des génes
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impliqués dans la réplication de I'ADN mitochondrial. Ceci peut sembler
contradictoire car en favorisant I'expression de la LDH-A et de la PKM2, Myc empéche
l'utilisation du pyruvate, provenant de glycolyse, au niveau de la mitochondrie.
Cependant, le principal role de Myc dans le métabolisme est d’induire des
modifications dans l'utilisation de la glutamine qui pourrait donc étre liée a
I'augmentation de la masse mitochondriale (Li F. et al,, 2005). Les études réalisées
par I'’équipe de Le, ont montré le réle clé de Myc dans le métabolisme de la glutamine
dans les modeles de lymphome et du cancer du pancréas. En effet, Myc va induire,
tout d’abord, une augmentation de la captation de la glutamine, que ce soit par des
transporteurs spécifiques tels que SLC5A1 et SLC7A1 ou par des protéines
importatrices comme ASCT2 et SN2 (Wise D. et al.,, 2008). Par la suite, Myc peut aussi
augmenter I'expression de la glutaminase 1 (GLS1), favorisant ainsi la glutaminolyse
(Gao P. et al., 2009). De cette maniere, Myc rend les cellules cancéreuses dépendantes
a la glutamine. Ainsi, I'inhibition des cibles de cet oncogene, comme par exemple la
GSL, peut induire de maniéere importante 'apoptose dans ces cellules cancéreuses

MYC dépendantes.
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Figure 4.L’oncogene MYC dans la régulation du métabolisme: L’'oncogéne MYC est probablement
I'un des oncogénes les plus versatiles. MYC régule la glycolyse en favorisant directement 'expression
des enzymes Hexokinase II (HKII) et pyruvate kinase M2 (PKM2). L’oncogéne MYC peut également
favoriser la stabilisation de HIF-1 avec lequel il coopere pour réguler d’autres protéines de la glycolyse
comme la PDK (pyruvate déshydrogénase kinase) ou la LDHA (lactate déshydrogénase A). Myc est
surtout connu dans le cancer pour son réle dans le métabolisme de la glutamine. Il peut réguler des
protéines qui favorisent I'entrée de la glutamine dans le cycle de Krebs ainsi que son utilisation dans la
voie de la proline via I'’enzyme P5CS (Pyrroline-5-carboxylate synthase). En accord avec ces roles, Myc
favorise également la biogénése mitochondriale.

2.3 Hypoxia Inducible Factor-1 (HIF-1)

Les facteurs de transcription HIF (HIF-1 et HIF-2) sont impliqués dans la réponse des
cellules a I'hypoxie. Le facteur HIF-1 est composé de deux sous-unités, une sous-unité
constitutivement exprimée HIF-13 et une sous-unité dont I'expression est
dépendante de la concentration d’oxygene, HIF-1a. En condition normoxique, la sous-
unité alpha est soumise a dégradation lors de son hydroxylation par les prolyles
hydroxylases 1 et 2 (PHD). Cette hydroxylation permet, par la suite, son
ubiquitinylation par la protéine VHL (von Hippel-Lindau), la dirigeant vers le

proteasome pour sa dégradation. En condition d’hypoxie, la diminution d’oxygene va
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entrainer une diminution de l'activité des PHD et permet, ainsi, la stabilisation de
HIF-1a (Figure 5). Cette sous-unité se transloque donc au niveau du noyau pour
former un hétérodimere avec la sous-unité 3. HIF-1 active pourra donc déclencher la
transcription d'un grand nombre de genes qui présentent la séquence consensus HRE

(Hypoxia Response Element).

roteasome

Métabolisme

Apoptose

Angiogenése
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Figure 5. HIF-1 son rdle et régulation en réponse a I'hypoxie : Le facteur HIF-1 est composé de
deux unités HIF-1a et HIF-1B. En normoxie, la sous-unité HIF-1a est constitutivement exprimée et
soumise a dégradation. Les PHDs (prolyl hydroxylases) hydroxylent cette sous-unité et la marquent
pour son ubiquitinylation par la protéine pVHL (von Hippel-Lindau), ce qui la dirige vers le
protéasome. Cependant, en condition d’hypoxie, les protéines PHDs sont inhibées ce qui provoque la
stabilisation et translocation de ce facteur dans le noyau. C’est ici que les deux sous-unités vont former
le facteur HIF-1 actif qui va activer la transcription de ces génes cibles présentant la séquence HRE
(Hypoxia Response Element) en recrutant des coactivateurs comme la protéine CBP (CREB-binding
protein). Ce facteur peut, via la régulation transcriptionnelle d'un grand nombre des génes, réguler
plusieurs processus comme le métabolisme, I'angiogénése ou I'apoptose.

Actuellement nous savons que HIF-1 a plus de 100 genes cibles, qui peuvent varier
selon le contexte cellulaire (Semenza G., 2013). Ce facteur va ainsi contribuer a
'adaptation de la cellule a 'hypoxie en modifiant la prolifération, le métabolisme et

I'angiogenéese. En ce qui concerne le métabolisme, HIF-1 va favoriser la glycolyse
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(Figure 6) en augmentant l’expression des transporteurs du glucose (GLUT1 et
GLUT3) et de dix des treize enzymes participant a ce processus (HKI, HKII, PFK- L,
ALD-A, ALD-C, PGK1, ENO-a, PKM2, LDH-A et PFKFB-3). En parallele, HIF-1 va mettre
un frein a l'activité mitochondriale, en empéchant I'utilisation du pyruvate dans la
mitochondrie (Figure 9). Pour cela HIF-1 va augmenter 'expression de '’enzyme LDH-
A (Lactate Déshydrogénase A) qui transformera le pyruvate en lactate (Semenza G. et
al, 1996). De plus, ce facteur va augmenter l'expression de la pyruvate
déshydrogénase kinase (PDK) (Lu C.W. et al., 2008) responsable de I'inhibition de la
transformation du pyruvate en Acetyl-CoA nécessaire pour le cycle de Krebs et, par
conséquence, au fonctionnement de la chalne respiratoire mitochondriale. C'est ainsi,
que HIF-1 réprime l'activité mitochondriale en empéchant I'utilisation du pyruvate

provenant du métabolisme du glucose.

Glucose Glutamine

Glucose

My g Glutamine
F-6-P
&
F—l,é—s P
l Glut;mate
DHAP £&=——s G-3-F

[ s Jo==mmmemes 3PG
= boe Weiu;ém'mume
F -
i CII;: SutcinylCoA
é Acet'.rl -CoA’ 4 Cycle de a'
Krebs !
Pyr : /
Lactate ‘—_ﬂ— ¥ e ; Dxalnaupg & Slfiﬁam
TApyr '. e
Malate Fumarate

Figure 6 : HIF-1 et son role dans la régulation métabolique: Le facteur HIF-1 est un régulateur
majeur du métabolisme. Ce facteur régule 10 enzymes parmi les 13 qui participent dans la glycolyse. Il
peut également empécher l'utilisation mitochondriale du pyruvate via la protéine PDK (pyruvate
déshydrogénase kinase) qui inhibe la PDH responsable de la transformation du pyruvate (pyr) en
Acetyl-CoA. Comme il a été montré précédemment, HIF-1 coopére avec MYC afin de réguler d’autres
parametres du métabolisme, surtout en ce qui concerne l'utilisation de la glutamine.
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Dans le cadre des cellules cancéreuses, le facteur HIF-1 peut étre actif au niveau des
zones hypoxiques au sein de la tumeur. Il est également possible que HIF-1 soit
exprimé de maniére aberrante, suite a I'activation de certains oncogenes tels que
BRAF, Myc ou, encore, suite a I'activation de la voie PI3K /AKT qui, a travers mTORC1,
peut favoriser la stabilisation de ce facteur (Hudson C.C. et al,, 2002). Dans certains
cancers, nous pouvons aussi trouver une stabilisation de HIF-1, en condition
normoxique, indépendante de I'activation des oncogenes. C’est le cas du cancer du
rein ou HIF-1a est stabilisé suite a des mutations inactivant la protéine suppresseur
des tumeurs VHL, et donc la dégradation de la sous-unité alpha (Maxwell P.H. et al,,
1999). De plus, la surexpression de la protéine BCL-2 serait aussi liée a une
accumulation de ce facteur dans différents cancers. Il a été également décrit que la
production élevée de ROS favorise la stabilisation de HIF-1a via I'inactivation des
PHDs, par un mécanisme qui n’est pas encore bien établi. De plus, il a été montré que
les mutations au niveau des enzymes mitochondriales provoquant 'accumulation des
meétabolites, comme le succinate ou le fumarate, peuvent également induire une

stabilisation de ce facteur dans les carcinomes rénaux (Pollard P.]. et al., 2005).

Par ailleurs, le facteur HIF-2 est également stabilisé dans certains cancers comme les
meélanomes, les glioblastomes et les neuroblastomes. L’expression de ce facteur en
normoxie est fortement associée a 'agressivité et a un mauvais pronostic. Le facteur
HIF-1 et HIF-2 reconnaissent la méme séquence de liaison a ’ADN mais ne semblent
pas avoir un effet redondant. En effet, HIF-1 semble étre le facteur de réponse a
I’hypoxie par excellence alors que HIF-2 régulerait un nombre moins important des
protéines. Ceci a été observé lors des études réalisées sur les cancers rénaux
présentant des mutations de la protéine VHL, car dans ces cancers les deux facteurs
sont constitutivement exprimés, mais le facteur HIF-1 a un effet dominant sur HIF-2.
Fait intéressant, le facteur HIF-2, pourrait également réguler le métabolisme mais de
maniere différente a HIF-1 voir opposée. En effet, il a été montré dans des modeles de
carcinomes rénaux que contrairement a HIF-1, 'expression constitutive la protéine
HIF-2, diminue la glycolyse et favorise plutot le métabolisme mitochondrial, tout en
régulant l'accumulation de ROS. Il serait, donc intéressant d’évaluer le role
meétabolique de HIF-2 dans d’autres modéles tumoraux ou HIF-1 est constitutivement

actif (Biswas S., 2010).
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2.4 p53

La protéine p53 est un facteur de transcription tres important dans la régulation de
I’homéostasie cellulaire. Ce facteur permet a la cellule de répondre aux divers types
de stress qui peuvent induire des dommages au niveau des éléments clés tels que
I’ADN. En effet, p53 est capable d’'induire un arrét du cycle cellulaire, par exemple lors
de la détection de dommages a ’ADN, via I'activation de la protéine p21. En paralléle,
ce facteur active une batterie de protéines dans le but de réparer ces dommages.
D’autres protéines peuvent étre activées, quand les dommages causés a 'ADN sont
liés au stress oxydant. Dans ce cas, p53 peut aussi induire I'expression des protéines
impliquées dans la détoxification de ROS (especes réactives de I'oxygene) (Chen W. et
al., 2009). Lorsque les dommages sont trop importants et irréparables, p53 induit la
mort de la cellule par apoptose. Dans 50% des cancers on trouve, soit des mutations
au niveau du gene qui code pour p53 (TP53), soit une délétion complete de ce gene
(Muller P. et al, 2013). Par conséquent, son role de suppresseur des tumeurs a
toujours été lié a son rdle dans l'arrét du cycle cellulaire et dans l'induction de

'apoptose.

Cependant, il a été démontré par différentes équipes que p53 pouvait aussi jouer un
role dans le métabolisme. Tout d’abord, en 2004 I'équipe de Schwartzenberg-Bar
montrait que p53 diminue l’expression des transporteurs GLUT1 et GLUT4 de
maniere tissus dépendante (Schwartzenberg-bar-yoseph F. et al., 2004). De plus, les
mutations de p53 au niveau du domaine de liaison a I’ADN, dans les cellules
canceéreuses, provoquent 'augmentation de ces deux transporteurs. La protéine p53
peut aussi inhiber la glycolyse via la protéine TIGAR (TP53-induced Glycolysis and
Apoptosis Regulator) (Bensaad K. et al., 2006). TIGAR est capable de déphosphoryler
le fructose-2,6-biphosphate et donc de diminuer la quantité de ce métabolite. Le
fructose-2,6-biphosphate étant I'activateur principal de I'enzyme PFK1, sa diminution
provoque, par conséquence, la diminution de l'activité de cette enzyme. De cette
maniere TIGAR inhibe partiellement la glycolyse et fait basculer les produits dérivés

du glucose vers la voie des pentoses phosphates (PPP).

En outre, p53 peut aussi jouer un rdle dans le métabolisme mitochondrial via la
protéine GLS2 (glutaminase 2). En effet, 'équipe de Suzuki a démontré que GLS2 était

un gene cible de p53, capable de réguler le métabolisme de la glutamine ainsi que la
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production de ROS (Suzuki S. et al,, 2010). Le géne GSL2 code pour une glutaminase
mitochondriale capable d’hydrolyser la glutamine en glutamate, pour que celle-ci soit
ensuite transformée en a-cétoglutarate, un intermédiaire du cycle de Krebs. De cette
maniere, la GSLZ permet d’augmenter les intermédiaires du cycle de Krebs et
d’augmenter l'activité mitochondriale, dans le but de générer de I’ATP. De plus, la

production de glutamate participe a la synthése de novo du GSH.

Toutefois, le role de p53 dans le métabolisme et la tumorigenese a connu une
révolution en 2012, lorsque I'équipe de Li a pu démontrer que le réle de p53, comme
suppresseur de tumeur, dépend, de maniére importante, de son rdle dans la
régulation du métabolisme. En effet, cette équipe a comparé différents mutants de
p53 dans le but d’évaluer leur capacité a inhiber l'initiation tumorale. Dans cette
étude, le mutant p533KR/3KR présente des modifications au niveau de ses trois résidus
lysines, empéchant ainsi son acétylation. Ce mutant est donc incapable d'induire
'arrét du cycle cellulaire, I'apoptose ainsi que la sénescence in vivo. Cependant, il est
capable de réguler le métabolisme via les protéines TIGAR et GLS2, ce qui suffit pour

inhiber I'apparition spontanée de tumeurs in vivo (Li T. et al., 2012).

3 Les enzymes métaboliques fréequemment modifiées dans le
cancer

Le métabolisme dans les cellules cancéreuses peut étre différent en fonction des
anomalies génétiques présentes. Cependant, bien que les modifications métaboliques
dans les différents cancers puissent varier, certaines protéines semblent étre
indispensables pour le développement tumoral et sont donc retrouvées dans la

plupart des cancers.

3.1 Pyruvate Kinase M2

La pyruvate kinase est une enzyme qui va catalyser la derniere réaction de la
glycolyse, la conversion du phosphoenolpyruvate (PEP) en pyruvate, cela
accompagné de la production d’ATP (Fig. récapitulative pg.165). La famille des PKs
est composée des quatre membres PKL et PKR codé par le gene PK-LR et dont
I'expression est restreinte respectivement au foie et aux globules rouges. Les deux

autres membres sont PKM1 et PKM2 codés par le gene PK-M, et dont la structure
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varie seulement de 4% a cause d’un épissage alternatif. En condition physiologique,
PKM2 est seulement exprimé dans les tissus embryonnaires et dans les cellules
souches adultes. Cependant, cette protéine est exprimée de maniere aberrante dans
différents types de cancer (Vander Heiden M.G. et al., 2010a). Par exemple dans les
glioblastomes, la diminution de 'expression de PKM2 par siRNA provoque une forte
diminution de la prolifération, de l'invasion et de la survie cellulaire. Les études
concernant les mécanismes par lesquels cette protéine est a nouveau exprimée dans
les cellules cancéreuses, ne sont pas nombreuses. Cependant, quelques pistes ont été
données par I'équipe de David en 2010, qui a démontré que I'oncogene Myc peut
activer préférentiellement I'expression de PKM2 (David C. et al., 2010). Ainsi, Myc va
augmenter l'expression des hnRNPs (heterogenous nuclear ribonucleoproteins) qui
vont se fixer sur 'exon 9 et le bloquer (dont I'inclusion donne comme produit PKM1),
favorisant plutét 'inclusion de I'exon 10 a sa place (dont le produit est PKM2). Cette
préférence pour l'expression de PKM2 a la place de PKM1 semble paradoxale, car
'activité enzymatique de PKM2 est beaucoup plus faible que celle de PKM1, ce qui
suggere une production d’ATP moins importante. Cependant, I'expression de PKM2
pourrait favoriser les voies anaboliques en ralentissant la glycolyse, ce qui
permettrait I'accumulation des métabolites et leur bifurcation vers d’autres voies, en

amont, telles que la voie PPP et la voie de la serine (Macintyre A.N. et al., 2011).

Il a été montré récemment que le role de PKM2 ne se limite pas au métabolisme
cellulaire. En effet, PKM2 pourrait aussi jouer un role au niveau nucléaire ou cette
protéine favoriserait I'activation de HIF-1a (Luo W. et al,, 2011). En outre, un rdle de
kinase a aussi été décrit pour PKM2, qui serait capable de phosphoryler le facteur de
transcription STAT3 et augmenter ainsi I'expression de ces genes cibles importants
dans le contexte de la tumorigénese (Gao X. et al, 2012). De plus, dans certains
glioblastomes, PKM2 pourrait aussi induire des modifications épigénétiques en
phosphorylant des histones. Ceci permettrait I'activation de la transcription de
I'oncogéne Myc ainsi que de la cycline D1, favorisant ainsi la prolifération. Cette
protéine est la premiére enzyme métabolique décrite comme étant capable d’induire
des modifications épigénétiques. PKM2 joue donc un rdle décisif dans la

reprogrammation métabolique de cellules cancéreuses ainsi que dans la prolifération.
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3.2 Hexokinase 2

L’enzyme Hexokinase catalyse la premiere réaction irréversible de la glycolyse,
transformant le glucose en glucose-6-phosphate, capturant ainsi le glucose a
I'intérieur de la cellule, une étape qui requiert de 'ATP (Fig. récapitulative pg. 165).
Il existe quatre isoformes de cette enzyme qui varient selon leur activité enzymatique
et localisation a l'intérieur de la cellule. L'isoforme HKI est exprimée dans tous les
tissus et elle est peu régulée par le changement métabolique. L’hexokinase II (HKII)
est faiblement exprimée dans la majorité des tissus et son activité enzymatique est
fortement régulée par son substrat (glucose). Les deux autres isoformes (HKIII et
HKIV) présentent une activité enzymatique tres faible et ne sont actives qu’en
présence de fortes concentrations de glucose. Curieusement, dans les cellules
cancéreuses nous retrouvons souvent une surexpression de HKII (Mathupala S.P. et
al, 2009). Cette isoforme confere certains avantages a la cellule cancéreuse, tout
d’abord parce qu’elle présente la plus forte affinité pour le glucose et donc une
activité enzymatique plus importante. De plus, elle est capable de se fixer au niveau
de la membrane externe mitochondriale (Bustamante E. et al, 1981), par
intermédiaire de la protéine VDAC (Voltage dépendent anion chanel). L’interaction
entre la HKII et VDAC augmente l'activité enzymatique de HKII et lui facilite I'acces a
I’ATP produit au niveau mitochondrial (Mathupala S.P. et al., 2009). Par ailleurs,
'interaction de HKII avec VDAC, peut empécher I'apoptose car elle bloque I'ouverture
du pore de transition (PTP) et prévient la libération des facteurs pro-apoptotiques

(Azoulay-Zohar H. et al,, 2004).

La surexpression de HKII dans les cellules cancéreuses peut avoir plusieurs origines.
Il a été montré que HKII est un géne cible de HIF-1a (Mathupala S.P. et al., 2001), et
que la stabilisation aberrante de ce facteur peut donc conduire a une augmentation
de son expression. En outre, dans d’autres modeles cellulaires tels que les hépato
carcinomes, nous pouvons trouver une surexpression de HKII due a une amplification
du gene codant pour cette protéine (Rempel A. et al,, 1996). De plus, dans ce méme
modele, il a été suggéré que des événements épigénétiques pourraient étre impliqués

dans la surexpression de HKII, via la déméthylation de ’ADN (Goel A. et al., 2003).
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3.3 Phospho-Fructo-Kinase 1

La phospho-fructokinase 1 (PFK1) est I'’enzyme qui catalyse la phosphorylation du
fructose-6-phosphate en fructose-1,6-biphosphate (Fig. récapitulative pag. 165).
Cette enzyme catalyse une réaction irréversible qui joue un role tres important dans
régulation de la glycolyse car elle sert de point de contrdle de cette voie. La PFK peut
étre régulée par différents substrats comme par exemple I'ATP et le citrate qui
peuvent fortement inhiber cette enzyme. Au contraire, le fructose 2,6-biphosphate
peut augmenter l'activité de la PFK1 favorisant donc la formation du fructose-1,6-
biphosphate et ainsi la voie glycolytique. La quantité de fructose-2,6-biphosphate
présente dans la cellule dépend de l'activité d’'une enzyme bifonctionelle particuliere
capable de le synthétiser et de le dégrader, la PFKFB (PFK-2/F-2,6-BPase). Il existe
quatre isoformes de cette enzyme mais c’est l'isoforme 3 (PFKFB3) qui est souvent
surexprimée dans les cancers (Atsumi T. et al., 2002). La PFKFB3 est I'isoforme qui
présente le ratio kinase/phosphatase le plus élevé et permet ainsi d’augmenter le flux
glycolytique. L’expression de la PFKFB3 a été associée a la stabilisation du facteur
HIF-1 car elle est fortement exprimée en hypoxie (Atsumi T. et al.,, 2002). De méme,
les cellules cancéreuses présentant des mutations au niveau de VHL ont une forte
augmentation de l'expression de PFKFB3, confirmant le role de HIF-1 dans la

régulation de cette protéine.

Néanmoins, l'activité de PFK1 peut aussi étre modulée d’autres manieres. Par
exemple, il a été montré que les gliomes pouvaient exprimer une isoforme
particuliere de PFK1 beaucoup moins sensible a I'inhibition par le citrate et plus
sensible a 'activation par le fructose-2,6-biphosphate. Cette nouvelle isoforme a aussi
été trouvée dans le mélanome, les carcinomes et les lymphomes. Elle serait le résultat
d’un clivage de la protéine PFK1 (85KDa) en deux fragments dont un de 45KDa. Ce
nouveau fragment serait insensible a l'inhibition par le citrate et I'ATP et donc
constitutivement actif (Smerc A. et al, 2011). De cette maniére, cette isoforme

augmenterait de maniere importante le flux glycolytique nécessaire a la prolifération.
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3.4 Phosphoglycerate déshydrogénase

La PHGDH est une des dernieres enzymes dont le role dans le métabolisme tumoral a
été décrit. Cette enzyme catalyse la premiére réaction dans la voie de synthese de la
sérine. La PHGDH transforme le phosphoglycerate, provenant de la glycolyse, en
hydroxypyruvate qui sera transformé par d’autres enzymes en serine (Fig.
récapitulative pg.165). Certains cancers comme le mélanome (39%) ou le cancer du
sein présentent une amplification du gene qui code pour la PHGDH, liée a une
surexpression de celle-ci (Mullarky E. et al., 2011). Ces cancers présentent donc une
forte dépendance a cette protéine et son inhibition peut induire une diminution
importante de la croissance tumorale (Locasale ].W., 2013). La surexpression de cette
protéine est liée a une forte augmentation du flux de la voie de synthese de la sérine.
Cette voie permet aux cellules cancéreuses d’obtenir de la biomasse, car elle favorise
la production de la sérine, importante pour la formation des protéines, des
phospholipides ainsi que des métabolites nécessaires a I'obtention des purines et
pyrimidines. Cette voie permettra également d’obtenir deux fois plus de pouvoir
oxydant par la production de NADPH (Mullarky E. et al., 2011). L’ensemble de ces

modifications confere des avantages prolifératifs aux cellules cancéreuses.

3.5 La Pyruvate Déshydrogénase Kinase

La Pyruvate Déshydrogénase kinase (PDK) est une protéine qui participe a la
régulation du complexe pyruvate déshydrogénase (PDC), responsable de la
transformation du pyruvate en Acetyl-CoA qui alimente, par la suite, le cycle de Krebs
et favorise le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale (Fig.
récapitulative pg. 165). La régulation de la PDC est tres précise et coordonnée par
des cycles de phosphorylation /déphosphorylation sur trois résidus serine, au niveau
de la sous-unité Elalpha (Roche T. et al., 2007). La phosphorylation catalysée par les
PDKs inactive le complexe alors que la déphosphorylation, menée par PDPs (Pyruvate
déshydrogénase phosphatase), l'active. Cette régulation de la PDC est donc tres
importante car elle détermine la quantité de pyruvate qui sera utilisé par la
mitochondrie. La PDK existe sous quatre isoformes PDK1-PDK4 dont la distribution

varie selon les tissus, la PDK2 étant la plus repandue. Ces kinases se trouvent
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dérégulées dans plusieurs maladies, telles que le diabéete (Wu P. et al,, 1999) ou les
pathologies cardiaques, mais c’est surtout leur role dans les cancers qui a attiré
'attention ces dernieres années. En effet, on trouve une surexpression de la PDK dans
plusieurs cancers. Les isoformes impliquées sont surtout la PDK1 dont la
surexpression a été montrée dans les cancers rénaux (Papandreou I. et al,, 2006) et la
PDK3, dans le cancer du colon (Lu C.W. et al,, 2011). La surexpression de ces kinases
dans les différents cancers a surtout été associée a la stabilisation du facteur HIF-1
(Kim J. et al., 2006), car leur expression augmente en conditions hypoxiques. De plus,
ces deux isoformes présentent des sites HRE (Hypoxia Response Element) dans leurs
promoteurs pouvant étre reconnues par le facteur HIF-1 (Lu C.W. et al.,, 2008). La
surexpression de ces deux kinases participe ainsi au changement métabolique,
caractéristique de la plupart des cellules cancéreuses, en empéchant la
transformation du pyruvate en Acetyl Co-A et réprimant ainsi la phosphorylation
oxydative. La régulation du flux de pyruvate, menée par les PDKs, serait tres
importante, car dans les cancers comme les glioblastomes la simple inhibition de la
PDK2 se traduit par une diminution significative de la prolifération et une
reprogrammation métabolique associée a la diminution de la stabilisation du facteur

HIF-1 (Bonnet S, 2007)

3.6 Les enzymes impliquées dans la formation des oncométabolites

Dans les cellules tumorales certaines mutations peuvent toucher des enzymes
participant dans différentes voies métaboliques. Dans ce contexte, l'activité de ces
enzymes est compromise, ce qui conduit a la production aberrante des métabolites
ayant un role clé dans la tumorigéneése (oncométabolites). L’accumulation de ces
meétabolites peut par la suite induire des modifications du comportement de la

cellule, favorisant la prolifération.

3.6.1 Les enzymes IDH et le 2-hydroxyglutarate

L’isocitrate déshydrogénase (IDH) est une enzyme qui catalyse la conversion de
l'isocitrate en a-cétoglutarate et NADPH. Il existe trois isoformes de cette enzyme:
une cytosolique IDH1 et deux mitochondriales IDH2 et IDH3. L’activité et la structure

des isoformes 1 et 2 sont tres proches mais différentes de celle de IDH3. En 2008,
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I’équipe de Parsons a mis en évidence, par analyse génomique, que plus de 12% des
glioblastomes présentent une mutation au niveau de I'’enzyme IDH1 (Parsons D.W. et
al., 2008). Cette mutation touche le résidu arginine 132 au niveau du site actif de la
protéine. Ces études ont été complétées par une autre équipe qui a montré que
I'isoforme IDH2 était fréquemment mutée dans les leucémies myéloides aigues (LAM)
(Abbas S. et al, 2010). Les études préliminaires suggéraient que la mutation, au
niveau du site actif, provoquait une perte de l'activité enzymatique. Néanmoins, il a
été montré que les mutations au niveau du site actif leur conferent une activité
enzymatique tout autre, leur permettant de transformer le a-cétoglutarate en 2-
hydroyglutarate (2HG) (Ward P.S. et al,, 2010). En condition physiologique, il y a
seulement des traces de 2ZHG dans les cellules. Cependant, les cellules cancéreuses qui
présentent une mutation des IDH produisent des quantités importantes de ce

meétabolite (Dang L. et al.,, 2010).

L’effet de 2HG dans les cellules cancéreuses a été décrit plus tard, en 2010, quand
I’équipe de Figueroa a démontré que l'accumulation de 2HG peut induire des
modifications épigénétiques au niveau de '’ADN (Figure 7). En effet, 2ZHG peut inhiber
certaines enzymes, comme la TET2 ADN-hydroxylase ou les hystones démetylases,
qui sont des dioxygenases dépendantes du a-cétoglutarate (Figueroa M.E. et al,
2010). Ces résultats ont été confirmés par la suite dans les glioblastomes, ou la simple
introduction d'un mutant IDH provoque une modification du methylome (Turcan S. et
al, 2012). I a été suggéré que les modifications épigénétiques induites par
I'accumulation du 2HG pourraient avoir un role dans la différenciation (Lu C. et al,,
2012). D’autres études ont montré que le 2ZHG empéche la dégradation de HIF-1q, par
inhibition de la PHD2 ou d’une autre prolyl hydroxylase: la EGNL (Xu W. et al., 2011).
Toutefois, la stabilisation de HIF-1a a été observée seulement dans certains types de
cancers et des données contradictoires sont apparues dans d’autres modeles,
suggérant ainsi que ce n’est pas le mécanisme d’action principale du 2HG. Le role du

2HG dans les cellules cancéreuses reste donc encore a déterminer.
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3.6.2 La succinate déshydrogénase

Bien que les mutations des enzymes mitochondriales restent rares dans le cancer,
nous trouvons quelques cancers qui présentent un dysfonctionnement mitochondrial
di a linactivation de certaines enzymes clés. Cest le cas de la succinate
déshydrogénase (SDH), lI'enzyme qui participe au cycle de Krebs ainsi qu’au
fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale. Les mutations de cette
enzyme sont présentes surtout dans le paragangliome (Baysal B.E., 2000), mais aussi
dans d’autres cancers, comme les cancers gastro-intestinaux ou ceux de la thyroide.
Ces mutations provoquent surtout une perte d’activité de l'enzyme et donc
I'accumulation de son substrat, le succinate. L’accumulation de ce métabolite a, tout
d’abord, été liée a la tumorigenese par une hypothese suggérant que la perte de
fonction de la SDH induisait un dysfonctionnement mitochondrial et donc une
production aberrante de ROS. Cependant, la mutation de la SDH joue un rdle dans le
cancer, principalement par 'accumulation du succinate qui, une fois dans le cytosol,
inhibe la PHD2 (Figure 7) et favorise la stabilisation de HIF-1a (Selak M. et al., 2005).
Cela provoquerait alors un état de pseudo hypoxie et induirait donc des modifications
meétaboliques dans la cellule. En outre, un autre role a été récemment attribué au
succinate dans les paragangliomes, suggérant que de maniére similaire au 2HG, son
accumulation pourrait induire des modifications épigénétiques, via I'inhibition des
histones-2-0OG-dependentes et des ADN démethylases. De plus, cette modification du
métylome, induite par le succinate, serait associée a une diminution de la
différentiation et une augmentation de la migration (Letouzé E. et al., 2013). Cela
reste, cependant, a confirmer dans d’autres modeles afin d’établir s’il s’agit d’'un

mécanisme général ou contexte dépendant.
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Figure 7: Les oncométabolites et leur participation dans la régulation du métabolisme : Les
mutations au niveau des enzymes fumarate (FH) et succinate déshydrogénase (SDH) provoquent
I'accumulation du fumarate et succinate respectivement. L’accumulation de ces deux substrats, conduit
a l'inhibition des protéines comme les PHDs ou la protéine Keapl respectivement les inhibiteurs
négatifs de HIF-1 et NRF2. Ces facteurs pourront ensuite se transloquer dans le noyau ou ils
favoriseront la transcription des nombreux genes impliqués dans la régulation du métabolisme. Les
mutations qui touchent les protéines IDH (isocitrate déshydrogénase) ne provoquent pas une perte de
I'activité mais elles leur conferent une nouvelle activité enzymatique qui conduit a la production de 2-
HG (2-hydroxyglutarate). Celui-ci peut, par la suite inactiver des démethylases et empécher la
différentiation cellulaire. L’ensemble de ces métabolites provoque ainsi une modification du
métabolisme dans les cellules cancéreuses.

3.6.3 La fumarate hydratase

La fumarate hydratase (FH) est une enzyme qui fait aussi partie du cycle de Krebs.
Cette enzyme permet '’hydratation du fumarate en malate. Les mutations de cette
protéine ont été mises en évidence dans les carcinomes rénaux (Tomlinson L.P. et al,,
2002). Toutes les mutations décrites jusqu'a présent provoquent une perte de
fonction de la protéine et donc 'accumulation du fumarate. De maniere semblable
aux mutations de SDH, les mutations de la FH peuvent provoquer dans la cellule un
état de pseudo hypoxie, via la stabilisation de HIF-1 (Pollard P.J. et al., 2007) . En effet,
I'accumulation du fumarate peut inhiber la PHD2 (Figure 7), comme cela avait été
décrit pour le succinate. Récemment, il a été demontré que le fumarate peut
également modifier des résidus cystéine de la protéine KEAP1 (Kelch-like ECH-
associated protein 1) par succination (Kinch L. et al., 2011). La modification de KEAP1

entraine une altération de son activité comme inhibiteur du facteur Nrf2 (Nuclear
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factor (erythroid derived 2)-like 2) (Figure 10). Ainsi, Nrf2 est actif dans ces cellules,
favorise I'expression de protéines antioxydantes et confere un avantage a la cellule

tumorale pour diminuer le stress oxydant.

Par ailleurs, d’autres protéines semblent aussi étre affectées par I'accumulation du
fumarate. Cela a été décrit dans les fibroblastes embryonnaires portant une mutation
de la FH ou plus de 90 protéines ont subi de la succinylation. Parmi ces protéines, se
trouvent des protéines impliquées dans le métabolisme, comme I’Aconitase 2 (ACO2)
qui participe au cycle de Krebs (Ternette N. et al., 2013). Cependant, I'impact de la

succinylation sur 'activité de toutes ces protéines restent a déterminer.

De plus, il a été montré récemment, que les cellules portant cette mutation sont
capables de réaliser ce qu’'on appelle une carboxylation réductive, caractérisée par
I'inversion des réactions enzymatiques au niveau du o-cétoglutarate, via I'’enzyme
IDH2, permettant ainsi la formation du citrate. Cependant, ces cellules réalisent
également l'oxydation du a-cétoglutarate dans le but d’obtenir du NADPH, un
cofacteur indispensable au fonctionnement de I’enzyme IDHZ2. Ainsi, dans ces cellules,
les métabolismes oxydatif et réductif du a-cétoglutarate coexistent, permettant a
travers l'enzyme NNT (NAD(P) transhydrogenase, mitochondriale) d’obtenir du
NADPH a partir du NADH issu de la transformation du a-cétoglutarate en succinylCoA
(Mullen A.R.,, 2014). Ainsi, la présence de cette mutation induit des modifications

meétaboliques dans les cellules cancéreuses de maniére directe comme indirecte.

4 La diversité du métabolisme dans le cancer

4.1 En fonction des altérations génétiques

Les modifications métaboliques dans les cellules cancéreuses, peuvent ainsi se voir
influencées par 'activation des oncogenes et I'inhibition des génes suppresseurs de
tumeurs. Cependant il a été montré que I'activation d’'un méme oncogéene peut induire
des modifications tres hétérogenes d'un type de cancer a l'autre. En effet, 'équipe de
Yuneva a montré en 2012 que le profil métabolique d’une cellule cancéreuse ne
dépend pas uniquement des altérations génétiques présentes mais aussi du type
cellulaire. Ainsi, par exemple, la surexpression de MYC dans les cellules du foie et du

poumon n’induit pas les mémes modifications métaboliques dans ces deux types
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cellulaires. En effet, en utilisant des modeles de souris exprimant Myc de maniére
inductible et tissus dépendante, Yuneva et al, ont mis en évidence que Myc augmente
le métabolisme du glucose dans ces deux types cellulaires en augmentant I'expression
des transporteurs du glucose, de la LDH-A et de la HKII. Cependant, en ce qui
concerne le métabolisme de la glutamine, Myc induit dans les cellules du poumon une
forte addiction pour ce substrat, contrairement aux cellules du foie ou le métabolisme
de la glutamine reste faible (Yuneva M.O. et al., 2012). Cet aspect est trés important
et souleve I'importance de déterminer le role sur le métabolisme d’'un oncogeéne ou
geéne suppresseur de tumeur, dans chaque contexte génétique, car ce qui s’avere vrai
pour un cancer ne l'est pas forcement pour d’autres. Le développement des
approches permettant d’évaluer les flux métaboliques dans les tumeurs des patients

semble donc indispensable.

4.2 En fonction de I’environnement

Les modifications métaboliques dans les cellules cancéreuses sont, en partie, le
résultat des altérations génétiques au niveau des protéines clés. Cependant,
I'environnement cellulaire peut aussi jouer un role trés important dans le
meétabolisme tumoral. Le meilleur exemple est l'impact de I'’hypoxie sur le
meétabolisme tumorale. En effet, la concentration d’oxygene n’est pas la méme dans
les différentes régions de la tumeur. Les cellules au sein d'une méme tumeur ne
présentent donc pas un seul et méme phénotype métabolique (Nakajima E.C. et al,,
2013). Les régions ou la concentration d’oxygeéne est tres faible favoriseront la
stabilisation du facteur HIF-1 et I'induction d’'un métabolisme plutét glycolytique,
alors que les cellules, dans les régions mieux oxygénées, seront capables d’utiliser la
phosphorylation oxydative. Cependant, il a été montré récemment que l'hypoxie
n’induit pas seulement un comportement métabolique différent entre les cellules de
deux régions distinctes de la tumeur, mais qu'’il peut aussi favoriser la symbiose de

ces cellules.

En effet, il a été montré dans un modele de cancer cervical, que les cellules présentes
dans les régions mieux oxygénées de la tumeur captent et utilisent le lactate produit
par les cellules glycolytiques environnantes. Ainsi, le lactate capté par ces cellules
sera transformé en pyruvate et utilisé pour l'obtention d’énergie (ATP) via la

phosphorylation oxydative au niveau de la mitochondrie (Sonveaux P. et al., 2014).
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De méme, I'équipe de Lisanti a observé que, dans certains contextes, les fibroblates
présents dans le stroma peuvent devenir glycolytiques (CAF: cancer associated
fibroblast) et apporter aux cellules cancéreuses des métabolites comme le pyruvate
ou lactate (Figure 8). De plus, cette méme équipe a montré, dans un modele du cancer
du sein, qu’il y a une expression différentielle des transporteurs de lactate entre ces
deux types de cellules : les fibroblastes présents dans le stroma expriment plutéot le
transporteur MT(C4, caractéristique des cellules glycolytiques, alors que, au contraire,
les cellules cancéreuses du sein expriment le transporteur MTC1, connu pour son role
dans I'importation du lactate (Migneco G. et al,, 2010). Ainsi, le lactate, produit par les
CAF, est utilisé par les cellules tumorales proches des vaisseaux sanguins dont le
meétabolisme est plutot dépendant de la phosphorylation oxydative. Le lactate semble
donc étre I'un des principaux métabolites jouant un rdle dans le métabolisme des
cellules cancéreuses comme substrat énergétique. Cette modification métabolique a
recu le nom de «Reverse Warburg Effect», qui décrit donc la coopération

meétabolique entre les cellules cancéreuses et les cellules environnantes.

Fibroblaste Cellule
Fibroblaste Transformé tumorale

Pyruvate

Lactate

Survie Proliferation

IL-6, TGF-B

Figure 8: L’interaction métabolique des cellules environnantes et cellules tumorales : Les
cellules tumorales peuvent influencer le comportement métabolique des fibroblastes présents dans
I'environnement tumoral via la libération des facteurs comme I'IL-6 (Interleukine 6) ou le TGF-§8
(Tumor Growth Factor Beta). Ainsi les fibroblastes sont transformés en CAF (cancer associated
fibroblast) et présentent un métabolisme glycolytique. Ces CAFs vont aussi exprimer le MCT4
(transporteur de lactate 4), une protéine qui sert a I'exportation du lactate. Ce lactate est repris, via le
transporteur MTC1 (transporteur de lactate 1), par les cellules tumorales situées dans les zones mieux
oxygénées de la tumeur. Le lactate importé va étre transformé en pyruvate pour ensuite étre utilisé au
niveau de la mitochondrie pour 'obtention d’ATP favorisant ainsi la survie et la prolifération.
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5 Le rble du métabolisme dans la régulation du stress oxydant

5.1 Les sources de stress oxydant et les mécanismes de détoxification

¢ Dans les cellules saines

Le stress oxydant est le produit d’'un déséquilibre entre la production d’espéces
réactives de 'oxygene (ROS) et leur détoxification, ce qui provoque une accumulation
de ces dernieres. En condition physiologique, les ROS peuvent provenir de différentes
sources, enzymatiques et non-enzymatiques. On trouve ainsi, parmi les sources
enzymatiques, les NOXs (NADPH oxydase), la xanthine oxydase, les cycloxygénases
(COX), les lipoxygénases (LOX) et les thymidines phosphorylases. Parmi les sources
non-enzymatiques, on trouve la mitochondrie qui représente la source principale de
ROS dans les cellules (Murphy M.P. et al,, 2009). Dans la mitochondrie, les ROS sont
produits du fait de 'activité de la chalne respiratoire lors de la fuite d’électrons au
niveau du site IQ du complexe I du site IIr du complexe II et du site II1IQo du complexe
[II (Brand M., 2010 ; Quinlan C. et al., 2012) . De plus, 'ATP-synthase, considérée par
certains auteurs comme le complexe V de la chaine respiratoire mitochondriale, a
récemment été associée a la production de ROS via son inhibition par la protéine IF1
(Martinez-Reyes 1. et al., 2014). Les électrons, qui se sont échappés, vont réagir avec
I'oxygeéne présent dans la mitochondrie et former I'anion superoxyde (02-). Environ
0,2-2% de I'oxygene consommeé par la cellule part vers la production de ROS (Murphy

M.P., 2009) (Figure 9).

Les cellules possédent, en conséquence, des mécanismes efficaces de détoxification.
Ainsi, I'anion superoxyde va étre rapidement transformé par la Superoxyde
dismutase 2 (SOD2 ou MnSOD) en peroxyde d’hydrogene (H20:) (Figure 9). Ce
dernier, se diffuse trés facilement dans le cytosol ou il sera pris en charge par
différentes enzymes responsables de sa détoxification comme la SOD 1 (Zn/Cu SOD),
la catalase, les thioxyredoxines, le peroxyredoxynes et les glutathion-peroxydases

(GPx) qui utilisent le glutathion réduit (GSH) comme cofacteur.
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Figure 9. La production mitochondriale de ROS. Dans la cellule, la transformation du glucose en
pyruvate et son oxydation au niveau mitochondrial permettent le fonctionnement du cycle de Krebs en
apportant un substrat principal, I’Acetyl-CoA. Le fonctionnement du cycle de Krebs produit des
intermédiaires énergétiques qui vont favoriser le fonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale (CRM) via le NADH et le FADH>. Ces deux substrats sont utilisés par le complexe I et 11
de la chalne respiratoire mitochondriale, respectivement. La réoxydation des ces deux cofacteurs a
travers un flux d’électrons au niveau des complexes est accompagné de la création d’'un gradient de
protons qui servira ensuite pour la production d’ATP grace a la ATP synthase. Le dernier accepteur
d’électrons est I'oxygéne donnant ainsi du H,O au niveau du complexe IV. Il est possible que des
électrons puissent échapper au niveau du complexe [, II et IIl de CRM et qu'ils interagissent avec
I'oxygéne présent dans la matrice mitochondriale pour former 'anion superoxyde (02°7). De plus le
complexe III peut également produire du O, dans I'espace intermembranaire. Plus récemment, il a été
montré que le complexe IV ou ATP synthase pouvait également participer a la formation de ROS. Le 0~
produit sera rapidement transformé en H,0. (peroxyde d’hydrogéne) par la SOD mitochondriale
(MnSOD), celui qui peut rapidement diffusé dans le cytosol ou il sera pris en charge par d’autres
enzymes antioxydants comme la catalase ou la glutathion peroxydase.

¢ Dans les cellules tumorales

Dans les cellules tumorales, les ROS peuvent étre produits par les mémes sources
qu’'en conditions physiologiques mais dont le fonctionnement est altéré di a des
modifications aberrantes d’expression ou d’activité. Par exemple, les
adénocarcinomes du colon présentent une surexpression des NOX 1, associée a
'activation constitutive de la voie NFkB (Fukuyama M. et al,, 2005). De méme, la
protéine NOX4 est souvent surexprimée dans les mélanomes et provoque également
I'activation de la voie NFxB, favorisant la survie. (Brar S. et al, 2002). La
surexpression de NOX4 a également été décrite dans les carcinomes rénaux, dans ce

modele 'expression de cette protéine est associée a la production de IL- 6 et IL-8
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favorisant I'inflammation et la métastase (Fitzgerald J. et al., 2012) La surexpression
d’autres enzymes, telles que les cycloxygenases, identifiée dans le cancers gastriques
(Song J. et al,, 2014), ou des lipoxygenases, dans le cancer du colon, est associée a un

mauvais pronostic et un phénotype invasif. (Wasilewicz M. et al., 2010).

L’augmentation de ROS peut également étre une conséquence de l'activité
meétabolique aberrante due a I'activation des oncogenes (Cairns R. et al., 2011). Ainsi,
il a été montré que la prolifération exacerbée des cellules cancéreuses peut
provoquer une augmentation de l'activité du peroxisome ou du réticulum
endoplasmique. En effet, dans le but de soutenir la prolifération, les cellules
tumorales doivent augmenter de maniére importante la syntheése des protéines. La
maturation de la plupart de celles-ci a lieu au niveau du réticulum, via des réactions
d’oxydation qui favorisent la formation des ponts disulfure, ceci peut donc favoriser

la production et accumulation de ROS (Gorrini C., 2013).

En ce qui concerne le réle de la mitochondrie dans la production de ROS, dans les
cellules tumorales, celui-ci n’a pas encore été bien établi. En effet, le
dysfonctionnement de la mitochondrie, souvent associé au cancer, permettait
d’expliquer la production aberrante de ROS. Néanmoins, on sait aujourd’hui que peu
de cellules cancéreuses présentent vraiment un dysfonctionnement mitochondrial da
aux mutations de I'ADN mitochondrial. Ainsi, la production de ROS dans la
mitochondrie est surtout associée a une diminution de l'efficacité du transport des
électrons au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Cette diminution de
I'efficacité du transport a surtout été observée dans des conditions qui provoquent le
ralentissement du transport d’électrons (Martinez-Reyes 1. et al, 2014). Il a
également été observé, en condition physiologique, que lors de I'hypoxie, le complexe
[II de CRM produit plus de ROS qu’en condition de normoxie dii a une réversion du
flux d’électrons. Cette augmentation de la production de ROS a été d’ailleurs associée
a la stabilisation du facteur HIF-1 (Chandel N.S. et al.,, 1998). De cette maniere, en
conditions pathologiques, le flux d’électrons au niveau de la mitochondrie semble étre

altéré et associé a une augmentation de la fuite d’électrons; mais cela nécessite

encore une évaluation plus approfondie dans différents modéles.
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5.2 Conséquence Biologique de la production de ROS

Bien que les ROS aient été considérés longtemps comme un produit dérivé et
indésirable de l'activité de la mitochondrie dans la cellule, il a été montré récemment
qu’ils jouent un réle comme messagers dans différentes voies de signalisation,
surtout le H202, en raison de sa forte stabilité (Cairns R. et al,, 2011). L’effet des ROS
dans les cellules cancéreuses peut varier en fonction de la concentration de ceux-ci.
Ainsi, en condition physiologique les faibles quantités des ROS participent a la
régulation des certaines voies de signalisation et favorisent la prolifération alors que,
dans certains contextes pathologiques, des concentrations plus élevées favorisent la
mutagenese. Les ROS a fortes concentrations peuvent également induire la mort via

I'induction de dommages irréparables pour la cellule (Figure 10).
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Figure 10: Le rdole des ROS dans linitiation et la progression tumorale. Le processus de
développement de la tumeur est accompagné d’'une augmentation progressive du stress oxydant. Ainsi,
les cellules en condition physiologique présentent une faible quantité de ROS qui augmente de maniere
significative lors de l'activation des oncogénes. Les suppresseurs des tumeurs cherchent donc a
augmenter cette production pour induire la sénescence. Cependant, ils sont souvent inactivés et la
cellule met en place des mécanismes pour évader la sénescence et réguler la production de ROS. Dans
le cancer in situ, le stress oxydant est élevé et favorise I'adaptation de la cellule aux conditions
adverses via la mutagénese mais la mort est prévenue par les systemes de détoxification. Une
augmentation du taux de ROS peut également favoriser la métastase et le passage d’un cancer in situ
vers un cancer invasif. Néanmoins, une augmentation trop importante de ROS induit la sénescence ou

la mort.
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¢ Effet des ROS sur la signalisation cellulaire

En condition physiologique, on observe souvent une faible quantité de ROS. Elle est
nécessaire pour induire la prolifération, la survie et méme dans certaines
circonstances, l'adaptation a I'’hypoxie. Ainsi, dans les cellules saines, les ROS
permettent donc de réguler plusieurs voies de signalisation en fonction de I’état de la

cellule.

Cependant, l'augmentation du taux de ROS, souvent observé en condition
pathologique, peut induire des modifications post-traductionnelles réversibles au
niveau de certaines protéines, par I'oxydation des sites contenant des cystéines. Cette
oxydation va provoquer une modification de la configuration de la protéine associée a
I'activation ou l'inhibition de celle-ci. Ainsi, des niveaux modérés de ROS ont été
associés a I'oxydation et a I'inhibition de certaines phosphatases, comme celles qui
régulent l'activité de la voie MAPK (Protein tyrosine phosphatase 1b (PTP1b))
(Barrett W. et al,, 1999), de la voie AKT (PTEN) (Lee S. et al., 2002) ou encore de la
voie NF-xB, dont I'activation constitutive a été liée a la surexpression des NOXs dans
le mélanome (Brar S, 2001). L’'inhibition de ces phosphatases se traduit par

I'activation des voies favorisant la prolifération.

¢ Effet des ROS sur la carcinogenése

Les ROS peuvent provoquer également I'oxydation des bases de ’ADN. La base la plus
souvent altérée est la guanine, dont I'oxydation provoque la formation de la 8-
oxoguanine. Cette base oxydée provoque ainsi I'insertion erronée des bases lors de la
réplication de 'ADN, entrainant fréquemment des transversions de type GC—TA. Ces
modifications, qui induisent des mutations, sont souvent trouvées lors de I'activation
des oncogénes ou l'inactivation des génes suppresseurs de tumeur comme RAS ou
TP53. Par ailleurs, une étude, réalisée sur le cancer du colon, suggérent que les
mutations de la protéine p53 fréquemment trouvées dans ce cancer seraient liées au
taux élevé de stress oxydant (Ziech D., 2011). Il a été montré également que, lors de la
sénescence induite par 'activation des oncogenes (OIS) comme BRAF (Kaplon J. et al,,

2013) ou RAS (de Groof A. et al,, 2009), on observe une forte augmentation de la
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phosphorylation oxydative et de la production de ROS. Ces ROS seraient nécessaires
pour induire une instabilité génétique favorisant I'apparition de mutations tres
ponctuelles au niveau de I'’ADN qui toucheraient des genes clés et permettraient de
surmonter la sénescence (Maciag A. et al, 2004) (Figure 10). Cependant, d’autres
auteurs soutiennent que l'augmentation de ROS est nécessaire pour induire la
sénescence et empécher l'initiation tumorale. Ces aspects restent encore a
déterminer mais l'implication des ROS dans d’autres processus pro-tumorigenes
telles que la transition épithélium mésenchyme (par I'activation de voies clés qui
activent la migration cellulaire), I'angiogenese ('accumulation de ROS étant liée a

I'augmentation du VEGF) et 1'adaptation a ’hypoxie (Sosa V. et al, 2013) confirment

le role positif de ROS dans le contexte tumoral.

¢ Effet des ROS sur la mort cellulaire

Une augmentation excessive du taux de ROS peut avoir un effet délétere, car ces ROS
provoquent I'oxydation excessive des molécules clés telles que ’'ADN, les lipides ou
les protéines, présentant des dommages irréparables pour la cellule. Ainsi, un taux
tres éleve de ROS est associé a I'induction de la mort de la cellule dans la plupart des
cas par apoptose (Figure 10). Cette induction peut étre directe, car les ROS sont
capables de provoquer I'oxydation des résidus cystéines de la protéine ANT qui fait
partie des pores mitochondriaux, permettant la libération du cytochrome C et la
formation de I'apoptosome (Costantini P. et al., 2000). Elle peut aussi étre indirecte,
lors de dommages trop importants, par exemple lors de I'accumulation de dommages

de I'ADN qui vont déclencher I'apoptose dans la cellule (De Zio D. et al., 2013).

5.3 Les modifications métaboliques participent a la régulation du stress

oxydant

¢ L’'importance du NADPH

Les modifications métaboliques dans les cellules cancéreuses vont, non seulement,

favoriser la prolifération, mais aussi réguler la production de ROS dans le but de
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prévenir la mort cellulaire (Cairns R. et al., 2011). Dans ce contexte, les cellules
posseédent plusieurs mécanismes d’élimination des ROS qui permettent de prévenir
les dommages irréversibles. La principale molécule antioxydante dans la cellule est le
glutathion (GSH), qui sert de cofacteur a plusieurs enzymes antioxydantes, telle que la
glutathion peroxydase (GPx). La formation du GSH dépend essentiellement de la
disponibilité du NAPDH dans la cellule. Ce dernier joue un role treés important car il
apporte le pouvoir réducteur nécessaire pour la régénération du glutathion réduit
(GSH), apres son oxydation en glutathion oxydé (GSSG). De méme, le NADPH sert de

cofacteur a la thioredoxyne, qui est un autre systeme de détoxification tres

importante dans la cellule (Handy D. et al., 2012).

Ainsi, les modifications métaboliques dans les cellules cancéreuses permettront
d’augmenter la concentration du NADPH. La voie métabolique des pentoses
phosphates est la principale voie associée a la production du NAPDH. La bifurcation
du glucose-6-phosphate vers cette voie permet, par sa transformation en 6-
phosphogluconactone, la production de NADPH (Figure 11). Plus loin dans cette
méme voie, une deuxiéme réaction enzymatique catalysée par la 6-phosphogluconate
déshydrogénase, permet également I'obtention de ce pouvoir réducteur. Cependant,
des études récentes montrent qu’en dehors de la voie de pentoses phosphates, la voie
de la sérine peut également contribuer de maniere importante a l'obtention du
NADPH dans les cellules avec un taux élevé de prolifération. En effet, un autre
intermédiaire glycolytique, le 3-phosphogycérate, peut bifurquer dans cette voie et
étre transformé en phosphohydroxypyruvate par le PHGDH; qui est une réaction
accompagnée de la production du NADPH. Curieusement, les études réalisées par Fan
et al., montrent dans différentes lignées tumorales, que la voie de la sérine est
responsable de 40% de la production totale de NADPH dans la cellule. Cette étude
montre également pour la premiére fois que la production de NADPH par la voie de la
sérine n’est pas strictement liée aux réactions enzymatiques de la voie proprement
dite, mais a 'obtention de la glycine capable d’entrer dans le cycle des folates (Fig.
récapitulative), celui-ci contribue de maniere importante a I'obtention de ce pouvoir

réducteur (Fan]. etal., 2014).

De maniére similaire, le métabolisme de la glutamine est fortement associé a la

production du NADPH (Figure 11). En effet, la transformation du malate, dérivant de
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la glutamine, en pyruvate au niveau du cytosol est accompagnée de la production du
NAPDH (DeBerardinis R. et al., 2007). De plus, la transformation du isocitrate en a-
cétoglutarate par 'enzyme IDH2 permet également d’augmenter le pool de NADPH
(Smolkova K. et al.,, 2012). Par ailleurs, ces voies ne participent pas uniquement a la
régénération du glutathion mais aussi a la synthese de celui-ci. Le glutathion est le
résultat de la condensation du glutamate, de la glycine et de la cystéine. Ces trois
substrats limitent donc la synthése de cette molécule. La cystéine est importée
directement du milieu extracellulaire via les transporteurs spécifiques comme le XCT
(cystéine/glutamate transporter). La transformation de la glutamine par la GSL
permettra l'obtention du glutamate (Xiang L. et al, 2013), alors que la glycine

provient du métabolisme du glucose par sa transformation via la voie de la sérine.

Par ailleurs, le facteur NRF2, un facteur de transcription qui régule la réponse face au
stress oxydant a également été décrit comme pouvant jouer un role important dans
la régulation de la détoxification de ROS dans les cellules cancéreuses. Ce facteur,
souvent surexprimé dans les cancers du pancréas (Lister A. et al., 2011), du sein (Nioi
P. et al, 2007) et du poumon (Li Q.K. et al,, 2011), permet I'expression d’'un nombre
trées large de protéines qui participent au processus d’élimination de ROS. Ces
protéines peuvent étre des enzymes qui participent directement a la détoxification,
comme la catalase, ou des protéines qui favorisent la régénération du glutathion (Lee
J.M. et al.,, 2003). Une étude récente a démontré que, NRF2 peut également modifier le
meétabolisme dans la lignée A549 du cancer du poumon. En effet, NRF2 peut réguler
I'expression des enzymes participant dans la voie PPP, comme la G6PD et la TALDO1
(Figure 5). La régulation de la voie PPP par NRF2 semble étre indispensable dans ce
modele, car l'inhibition de l'induction de cette voie par ce facteur provoque une

diminution importante de la prolifération.

De plus, NRF2 pourrait également réguler les enzymes participant au métabolisme de
la glutamine tels que ME1 et 'IDH1. La régulation de '’ensemble de ces enzymes,
semble étre directe via les sites ARE (Antioxydant Response Element) reconnus par
NRF2 au niveau de leurs promoteurs (Mitsuishi Y. et al., 2012). Cependant, il reste a
déterminer si la régulation de ces voies, menée par NRF2, est indispensable parce
qu’elle permet I'obtention du NAPDH ou si elle a un impact direct sur la prolifération.

Il est méme probable qu'il n’existe pas vraiment une distinction entre ces deux effets
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car, dans certains modeles, la régulation du taux de glutathion semble étre un

processus indispensable a la prolifération cellulaire (Friesen C. et al., 2004).
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Figure 11: La participation du métabolisme dans la régulation de I'état redox. La cellule tumorale
met en place plusieurs mécanismes pour se défendre face au stress oxydant occasionné par I'activation
des oncogeénes. Le glucose, via la glycolyse, peut donner des intermédiaires qui peuvent bifurquer vers
la voie de pentose phosphates (PPP) grace a I'expression de 'enzyme G6P ou vers la voie de la serine
grice a I'enzyme PHGDH. Dans les deux cas, ces voies produisent du pouvoir réducteur sous la forme
de NADPH un cofacteur nécessaire a la Glutathion réductase (GR) qui permet de régénérer le
glutathion (GSH). La voie de la sérine via la GSS participe aussi a I'obtention de la glycine, qui servira
pour la production de GSH. La glutamine, quand a elle, participe également la régulation du stress
oxydant, via sa transformation en a-cétoglutarate qui sort du cycle de Krebs sous la forme de malate,
celui qui est transformé en pyruvate, une réaction accompagnée de la production du NADPH. La
glutamine peut également donner du glutamate en substrat important pour la synthése du GSH grace
aux enzymes GLS (Glutaminase). Les cellules tumorales incrémentent aussi 'importation de la cystéine
via le transporteur XCT. Celle-ci avec la glycine et le glutamate donne lieu au GSH grace aux enzymes
GCL (Glutamate-cystéine liagase) et GSS (Glutathion synthase). Le facteur NRF2 en plus de favoriser
I'expression des enzymes antioxydantes peut également modifier le métabolisme pour obtenir du
NADPH, ceci en favorisant I'expression des enzymes participant dans la voie PPP.

49




4 La répression de la phosphorylation oxydative comme mécanisme de

régulation du stress oxydant ?

Un autre mécanisme qui semble impliqué dans la régulation de la production de ROS
dans les cellules tumorales est la répression de l'activité mitochondriale, source
principale de ROS dans la cellule. En effet, plusieurs auteurs pensent que
I'inactivation de la phosphorylation oxydative dans les cellules cancéreuses
permettrait d’empécher la production de ROS au niveau de la chaine respiratoire
mitochondriale. La prolifération élevée de ces cellules conduirait a une activité trop
importante de la chalne respiratoire mitochondriale et donc a une production trop
importante de ROS ce qui déclencherait la mort cellulaire (Sosa V. et al., 2013). Ainsi,
'activation de la plupart des oncogénes, comme le cas du facteur HIF-1, est liée a une
répression de la phosphorylation oxydative. Cependant, ce mécanisme de répression

de la production de ROS reste a démontrer.

6 Le métabolisme comme cible thérapeutique

6.1 Les molécules ciblant le métabolisme du glucose

Le travail de Warburg sur les cellules tumorales a permis le développement de
nouvelles technologies de diagnostic et de suivi, comme la TEP. De plus, il permet le
développement de molécules ciblant la glycolyse exacerbée dans la plupart des
cellules cancéreuses. Cependant, il semble tres compliqué de cibler la glycolyse de
maniere générale, car cela risque d’affecter les cellules normales en prolifération,
fortement glycolytiques, elles aussi. Les molécules qui ont été ou sont développées
actuellement cherchent donc a cibler les protéines altérées au niveau des cellules
canceéreuses, que ce soit en terme d’expression ou d’activité aberrante (Tableau 1).
Par exemple, il est possible de citer la phloretin ou la fasentin, des inhibiteurs du
transporteur de glucose GLUT1, souvent surexprimés dans les cancers.
Malheureusement, cette molécule ne semble avoir un effet qu’en la combinant avec
d’autres chimiothérapies, comme la daunorubicine dans différents lignées cellulaires
(Cao X. et al,, 2007). D’autres inhibiteurs ciblent 'enzyme Hexokinase I, surexprimée
dans les cancers et dont le role ne se limite pas au métabolisme, car elle peut aussi

jouer un réle en inhibant 'apoptose. Les inhibiteurs actuellement disponibles, comme
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le 3-bromopyruvate, le clotrimazole ou le methyl- jasmonate, provoquent davantage
un détachement de cette enzyme de la mitochondrie, ce qui diminue son activité

(Chen Z. etal., 2009 ; Goldin N. et al., 2008)).

Dans la voie de la glycolyse, une autre enzyme a capté beaucoup d’attention pour son
expression anormale dans les cellules cancéreuses: la PKM2 (Vander Heiden M. et al,,
2010). Cependant, les données dans la littérature sur l'effet de 'inhibition de cette
enzyme sont contradictoires. Dans un modele de cancer du poumon, I'inhibition de la
PKM2 favorise 'accumulation des intermédiaires glycolytiques et leur engagement
dans d’autres voies métaboliques comme la voie PPP ou la voie de la sérine,
permettant ainsi la survie de la cellule. Dans ce modele, I'effet de I'inhibition de PKM2
serait associé a une plus forte résistance au stress oxydant, via la production de
NADPH. Les auteurs de ces travaux suggerent donc que des activateurs de cette
protéine pourraient s’avérer plus efficaces (Anastasiou C. et al.,, 2014). Au contraire,
dans un modele de carcinome rénale, I'inhibition de la PKM2 a un effet plutot pro-
apoptotique qui se traduit par une régression du volume tumoral chez la souris
immunodéprimée (Goldberg M. et al., 2012). Ainsi, 'effet de I'inhibition de la PKM2
semble étre contexte-dépendant; les essais cliniques en cours dans le mélanome et
les carcinomes rénaux avec des molécules telle que la TLN-232 permettront de mieux

comprendre dans quels cas 'inhibition de cette protéine peut étre bénéfique.

Il existe aussi des molécules capables de mimer le glucose, comme par exemple le 2-
desoxyglucose, un analogue non métabolisable du glucose. Cette molécule entre donc
en compétition avec le glucose au niveau des transporteurs membranaires. Une fois a
I'intérieur de la cellule, comme le glucose, elle est phosphorylée par I'hexokinase,
mais elle ne peut plus étre métabolisée par la suite. Cela provoque donc, dans la
cellule, un état de privation en glucose. Malheureusement, cette molécule présente
une forte toxicité (Porporato P. et al, 2011) mais, dans certaines situations, sa
combinaison avec d’autres molécules, comme I'’etomoxir (Hernlund E. et al., 2008) ou

TRAIL (Liu H. et al., 2009) , semble efficace.
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Tableau 1 : Les molécules ciblant le métabolisme du glucose

| Molécule | cible | cCancer ] Phase de développement

Phase |

2-DG Glucose Cancer de la prostate o
(En combinaison)

Carcinomes rénaux

TLN-232 PKM2 . Phase Il
Mélanome
AT-101 LDHA Divers Cancers Phase I/I1
Mélanoma
Phloretin Glut-1 Cancer du Sein Pre-clinique (In vitro)
Leucémie
o Cancer de la prostate Phase |
Silybin Glut-1 .
Cancer du fois Phase I
3-bromo-pyruvate HKII Divers Cancers Pre-clinique (In vitro)

) Cancer du sein .. .
Clotrimazole HKII Pre-clinique (In vitro)
Lymphomes

6.2 Les molécules ciblant le métabolisme mitochondrial

Il a été montré, par plusieurs équipes, que toutes les cellules tumorales ne présentent
pas une dépendance a la glycolyse. En effet, certains cancers, comme, par exemple, les
cancers de l'ovaire et quelques cancers du poumon présentent plutdot une forte
dépendance a I'activité mitochondriale. De méme, il est de plus en plus clair que les
cellules cancéreuses présentent une forte flexibilité métabolique. Dans ce contexte,
I'inhibition de la glycolyse ne suffit pas car les cellules peuvent rapidement basculer
vers le métabolisme mitochondrial pour subvenir a ses besoins. Comme pour la
glycolyse, les molécules utilisées pour cibler le métabolisme mitochondrial dans le
cancer doivent cibler des altérations particulieres de celui-ci afin de réduire les effets
sur les cellules normales. Etant donné que les cellules cancéreuses captent plus de

glutamine que les cellules non transformées, le métabolisme de la glutamine est

devenu une cible tres attractive (Tableau 2).

Il existe ainsi des inhibiteurs des transporteurs de la glutamine (SLC1A5) comme le
GPNA (L-y-glutamyl-p-nitroanilide). Les études réalisées sur le cancer du poumon
utilisant cet inhibiteur, ont montré que I'inhibition de la captation de la glutamine se

traduit par une diminution significative de la prolifération et de 'augmentation de
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ROS. Cependant, cette diminution de la prolifération n’est pas associée a une
diminution de la viabilité mais a un arrét en phase G1 du cycle cellulaire (Hassanein
M, 2013). D’autres études réalisées, dans un modele cellulaire de cancer du sein, ont
montré que l'inhibition de la captation de la glutamine se traduit par une inhibition
de mTORC1 et une augmentation de l'autophagie (Nicklin P. et al, 2009). Ces
résultats suggerent que les cellules tumorales pourraient s’adapter a I'inhibition de la
captation de la glutamine ce qui pourrait limiter l'effet thérapeutique de cette

approche.

Les autres cibles thérapeutiques sont les enzymes responsables de la transformation
de la glutamine qui favorisent son entrée dans le cycle de Krebs. L’inhibition de ces
enzymes s’est avérée efficace dans plusieurs cancers, en particulier dans les cancers
dépendant de Myc. Le BPTES (bis-2-5-phenylacetimido-1,2,4-thiadiazol-2-yl-ethyl
sulfide), un inhibiteur de la GSL (Robinson M.M et al.,, 2007) découvert récemment, a
montré des résultats tres encourageants dans les cancers présentant des mutations
de la protéine IDH, comme les leucémies myéloides aigues et les glioblastomes
(Emadi A. et al,, 2013). D’autres inhibiteurs comme le AOA (amino-oxyacetic acid), qui
cible l'enzyme animotransferase (AT) (Thornburg ]. et al, 2008) ou encore
I’Epigallocathecin gallate qui inhibe la GDH (Yang C. et al, 2009), sont en cours

d’évaluation respectivement dans le cancer du sein et dans le glioblastome.

De maniére similaire aux approches utilisées dans le métabolisme du glucose, des
analogues de la glutamine ont aussi été développés, comme l'acivicin ou l'azaserine.
Cependant, I'évaluation de ces analogues s’est arrétée car ils se sont avérés tres
toxiques pour plusieurs organes (Gurpreet S. et al., 1990). L’augmentation importante
des données dans la littérature, montrant l'importance du meétabolisme de la
glutamine dans le cancer, a permis le développement de traceurs marqués de la
glutamine, comme le 18 F-(2S,4R)4-fluoroglutamin (Lieberman B. et al., 2011). Ces
traceurs seront utilisés, comme c’est le cas du glucose, dans les analyses de TEP-
SCAN, permettant de suivre les patients qui présentent des cancers tres dépendants a
la glutamine, comme ceux qui présentent une forte activité de Myc ou de la voie

AKT/PI3K.
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D’autres molécules comme, par exemple, le Dichloroacetate (DCA) un inhibiteur
spécifique de la PDK, est capable d’'inhiber les quatre isoformes de cette protéine,
avec des affinités différentes. L’effet antitumoral du DCA a surtout été décrit dans les
glioblastomes, les cancers du poumon et les cancers de l'ovaire (Bonnet S. et al,,
2007) ainsi que dans des modeles précliniques donnant des résultats encourageants
(Wong J. et al, 2008). Le DCA a été décrit comme étant une molécule capable
d’augmenter le flux du pyruvate entrant dans la mitochondrie. De plus, cette molécule
induirait dans les cellules tumorales une augmentation de la production de ROS
d’origine mitochondriale et déclencherait la mort par apoptose. Le DCA présente
surtout I'avantage d’étre une petite molécule capable de pénétrer facilement dans
différents tissus, tout en étant peu toxique. Par ailleurs, le DCA a déja été utilisé pour
traiter d’autres pathologies telles que les acidoses lactiques chez 'Homme (Stacpoole
P.W, 1989), ce qui pourrait accélérer son utilisation clinique dans le cadre du cancer.
Cette molécule est ainsi actuellement en phase d’essai clinique dans les glioblastomes

de premier grade, ainsi que dans les tumeurs cérébrales.

Tableau 2 : les molécules ciblant le métabolisme mitochondrial

GPNA SLC1A5 Divers cancers Pre-clinique (in vitro)

LAM et glioblastomes . .
BPTES GSL . Pre-clinique (In vivo)
(portant mutation

AOA AT Cancer du sein Pre-clinique
GDH Glioblastomes Pre-clinique (In vitro)
Epigallocathecine
SLC Phase |
Azaserine Glutamine Cancer du pancréas Phase | (arrété pour toxicité)
Cancer du cerveau Phase |
DCA PDK
NSLC Phase Il
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6.3 L’effet métabolique des traitements anticancéreux

Certaines thérapies peuvent également induire des modifications métaboliques dans
les cellules cancéreuses. En ce qui concerne les chiomothérapies classiques, peu de
données sont disponibles dans la littérature décrivant un réle de ces molécules dans
le métabolisme. Cependant, dans le cadre des thérapies ciblées, I'utilisation du 2-FDG
-TEP-scan en clinique a permis de mettre en évidence I'impact de ces thérapies sur le
meétabolisme des tumeurs. En effet, les thérapies ciblées, utilisées dans le cancer du
poumon, le cancer du sein ou le mélanome, induisent une diminution précoce de la
captation du glucose qui peut étre suivie chez les patients par cette technique. Ainsi,
I'inhibition de certains oncogenes pourrait avoir en premier lieu un effet métabolique
qui va se répercuter ensuite sur la prolifération. Ces résultats ont permis de mieux
comprendre le réle essentiel des oncogenes et genes suppresseurs de tumeurs dans
la régulation du métabolisme. Un exemple tres marquant de ce phénomeéne est
I'inhibition du récepteur EGFR par le genitinib dans le cancer du poumon ou la TEP
joue un role important dans le suivi du traitement (Sunaga N. et al., 2008). De méme,
le lapatinib, un inhibiteur du récepteur tyrosine kinase ErbB2 dans le cancer du sein a
permis de mettre en évidence I'importance du métabolisme dans la réponse et la
résistance aux thérapies ciblées. En effet, dans ce modele, I'inhibition du récepteur
ErbB2 se traduit par une diminution de la captation de glucose et une activation de
I'autophagie, favorisant la survie cellulaire. Par ailleurs, cette étude a montré que la
privation en glucose peut dans certains cas favoriser I'émergence des mécanismes de
résistance au lapatinib (Komurov K. et al, 2012a). De méme, une étude tres
intéressante réalisée par I'équipe de Yun montre que la régulation du métabolisme du
glucose joue un role essentiel dans le processus d’adaptation des cellules tumorales
aux thérapies ciblées. En effet, la privation en glucose des cellules portant des
mutations sur la protéine KRAS ou BRAF provoque la sélection de nouvelles
mutations qui permettent a ces cellules d’incorporer a nouveau du glucose et de

réactiver la prolifération (Yun J. et al., 2009).
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PARTIE 2 :
LE METABOLISME SPECIFIQUE DU MELANOME

Le mélanome est un cancer qui se développe suite a la prolifération anarchique des
meélanocytes transformés. Le mélanome est I'une des formes de cancer de la peau les
plus agressives. Bien que cette maladie puisse se soigner efficacement aux stades
précoces, au stade métastatique le pronostic est trés sombre. Les évaluations du
profil génétique du mélanome ont permis de mettre en évidence plusieurs mutations
qui conduisent a la transformation des mélanocytes et favorise l'initiation et la
progression tumorales. Ainsi, 60% des mélanomes présentent des mutations de la
protéine BRAF, 15-20% présentent des mutations au niveau de NRAS et 2% des
mélanomes présentent une mutation au niveau de la protéine c-Kit. Jusqu'a il y a
quelques années les traitements disponibles pour le mélanome métastatique étaient
trés décevants et la survie global ne dépassait pas les trois mois. La découverte de ces
mutations ainsi que des modifications permettant aux cellules de mélanome de
surmonter l'inhibition du systeme immunitaire a favorisé le développement des
nouvelles thérapies. Ainsi, I'inhibiteur de la protéine BRAFV600E est actuellement
disponible en clinique, de méme que !'Ipilimumab, un anticorps qui augmente la
réponse immunitaire. Ces molécules ont révolutionné le traitement du mélanome et
ont permis de prolonger de maniére importante la survie globale. Cependant, ce
cancer présente une forte capacité d’adaptation et la résistance, a ces nouveaux

inhibiteurs, survient presque systématiquement.

1 Laglycolyse et les voies alternatives dans le mélanome

La plupart des mélanomes se caractérisent par I'élévation de la consommation de
glucose et la libération de lactate, ce que 'on connait sous le nom d’effet Warburg.
Pour cette raison, certains auteurs, comme Haq, considérent le mélanome comme une
maladie métabolique (Haq R., 2014). Le mélanome fait partie des cancers fortement
glycolytiques ou I'on peut exploiter ce profil métabolique pour le diagnostic et pour le
suivi. En effet, le mélanome est 'un de cancers qui se caractérise par une fixation

élevéee du 2-FDG lors de la TEP (Kumar R. et al, 2010) ainsi que par une
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surexpression de la protéine LDHA, responsable de la transformation du pyruvate en
lactate (Ho J. et al., 2012). Cette protéine est, de nos jours, I'un des marqueurs
incontournables dans le diagnostic du mélanome ainsi que dans le suivi et le
pronostic de la maladie. En effet, un taux élevé de LDHA dans le sérum est fortement
associé aux mélanomes métastatiques a croissance rapide et fortement invasifs
(Zhuang L. et al,, 2010). L’expression de cette protéine est donc directement associée

au grade ou au stade de la maladie et méme, dans certains contextes, a la réponse ou

non a un traitement.

Exploiter les particularités métaboliques du mélanome pour le diagnostic et pour le
traitement semble trés important. Durant plusieurs années I'avantage du phénotype
glycolytique dans les cancers a été sujet a controverse. Cependant, la glycolyse
permet d’alimenter d’autres voies métaboliques via la bifurcation de certains
meétabolites. En effet, en 2011, Locasale et son équipe ont montré que d’autres voies
meétaboliques, telles que la voie de la sérine, jouent un role treés important dans le
mélanome (Figure 12). Ainsi, 40% des mélanomes présentent une amplification de la
PHGDH, qui permet la bifurcation du phosphoglycérate de la glycolyse vers la voie de
la sérine (Figure récapitulative pg. 165). Curieusement, 'amplification de ce gene
n’est pas liée a la synthése de serine qui peut varier énormément parmi les lignées
présentant cette amplification. Il semblerait donc que la surexpression de la protéine
PHGDH sert plutot a la conservation du pool de folate nécessaire a la synthese des
acides nucléiques. De plus, la voie de la sérine peut également alimenter le cycle de
Krebs via le a-cétoglutarate, donnant ainsi du citrate, le substrat essentiel pour la
synthese des acides gras. L’inhibition de cette protéine se traduit par une diminution
de la prolifération (Mullarky E. et al, 2011), représentant ainsi une cible
thérapeutique tres attractive dont le réle dans la prolifération reste encore a étre bien
établi dans le mélanome. Au-dela de I'importance de la glycolyse, la contribution
d’autres voies métaboliques semble donc également importante et a prendre en

compte pour le traitement du mélanome.
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Figure 12: Voie de la sérine dans le mélanome. La voie de la sérine semble jouer un réle tres
important dans la prolifération du mélanome. Ainsi, 40% des mélanomes présentent une amplification
de la Phosphoglycerate déshydrogénase (PHGDH), la premiére enzyme de cette voie. De cette maniere,
le 3-phospho-glycerate est dévié de la glycolyse permettant 'obtention du a-cétoglutarate et de la
glycine. Le a-cétoglutarate peut entrer dans le cycle de Krebs, ot, a travers d'une carboxylation reverse
il sera transformé en citrate et permettra la synthése des acides gras. De son coté la glycine sert a
alimenter le pool de folate permettant d’obtenir des acides nucléiques et du pouvoir réducteur sous la
forme de NADPH.

2 Le métabolisme mitochondrial dans le mélanome

Dans certains cancers, la glycolyse exacerbée semble étre liée aux mutations des
enzymes du cycle de Krebs qui provoquent un dysfonctionnement mitochondrial
(Boland M. et al, 2013). Cependant, dans le mélanome, une seule mutation a été
décrite de nos jours. Cette mutation touche les isoformes 1 et 2 de la protéine IDH (et

elle est rare), ne représentant que, quelques cas tres précis (Lopez G. et al,, 2010).

Les études réalisées par 'équipe de Scott ont permis de mieux comprendre le rdle de
la mitochondrie dans le mélanome. Scott décrit que, bien que le mélanome est
fortement glycolytique et présente une adaptation trés forte a I'’hypoxie, l'activité
mitochondriale reste essentielle et le cycle de Krebs continue a fonctionner méme en
hypoxie (Scott D. et al,, 2011). Ainsi, dans les cellules de mélanome, les mitochondries
semblent jouer un role important au niveau de réactions anaplérotiques via
l'utilisation de la glutamine. Les études réalisées par I'équipe de Filipp sur le profil
meétabolique du mélanome ont montré que la glutamine, dans ces cellules, peut

rentrer dans le cycle de Krebs mais ne suit pas (ou peu) un processus classique de
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glutaminolyse (transformation de la glutamine en lactate). Ces résultats ont été
confirmés par I'équipe de Metallo, qui a montré que les mélanomes présentent une
faible activité de 'enzyme malique. Ainsi, dans les mélanomes, la glutamine va subir
une transformation particuliere qui implique la réversion des certaines réactions
enzymatiques du cycle de Krebs, permettant ainsi la carboxylation reverse du
oxoglutarate en isocitrate et, qui servira, par la suite a l'obtention du citrate,
nécessaire a la synthese des acides gras (Figure 13). L’inhibition des enzymes clés qui
catalysent ces réactions, comme la IDH 2 ou la FAS (fatty acid synthase), provoque
une diminution drastique de la synthese des acides gras dans les cellules de
mélanome et de leur prolifération (Filipp F. et al, 2011). L’ensemble des études
réalisées par ces équipes a permis de montrer l'importance du rdle de la

mitochondrie dans les réactions anaplérotiques.

Cellule Normale Cellule de Mélanome

| 1
l :

Pyruvate —> Lactate Pyruvate =——3» Lactate
Acetyl-CoA v

Acetyl-CoA Acetyl-CoA - -~ ->Lipides
A e -Eiff‘a.te
Isocitrate Isocitrate

a-cétoglutarate
Succinate __,"
¥

-

Glutamate
Glutamate

Glutamine :
Glutamine

(D’apres Erika Pearce, 2013)

Figure 13 : Les cellules de mélanome présentent une réversion du cycle de Krebs. Les cellules
normales différentiées métabolisent le glucose principalement via la phosphorylation oxydative, ce qui
leur permet d’optimiser la consommation du glucose en fonction du rendement énergétique. Ces
cellules captent trés peu de glutamine. Au contraire, les cellules de mélanome métabolisent le glucose
principalement via la glycolyse qui se trouve découplée de la phosphorylation oxydative, le produit
final étant le lactate. De plus, ces cellules captent des quantités plus importantes de glutamine qui une
fois transformée en a-cétoglutarate rentre dans le cycle de Krebs et suit un processus de carboxylation
reverse. Ainsi, la réversion de ce cycle favorise I'obtention du citrate qui est transporté dans le cytosol
et permet la synthese des lipides.
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Concernant le métabolisme du glucose au niveau de la mitochondrie, peu des données
sont disponibles. Toutefois, les résultats des analyses par métabolomique des
différents groupes ont montré que dans le mélanome, il existe un découplage entre la
glycolyse et phosphorylation oxydative (Scott D., 2011), suggérant que le glucose
serait peu utilisé par la mitochondrie. Cependant, la raison pour laquelle les cellules
de mélanome répriment I'oxydation du glucose dans la mitochondrie est encore mal

comprise.

3 Les facteurs qui régulent le métabolisme dans le mélanome

Il a donc été montré que, dans le mélanome, il existe un découplage entre la glycolyse
et l'activité mitochondriale, qui reste tout de méme réversible, permettant a ces
cellules d’avoir une flexibilité métabolique tres importante. Néanmoins, il n’existe pas
un seul et unique profil métabolique pour toutes les cellules de mélanome. En effet, le
profil métabolique est fortement influencé, voir déterminé, par les mutations
présentes dans les cellules du mélanome au niveau des oncogenes et genes
suppresseurs de tumeurs. Leur inhibition ou réactivation se traduit par une

modification importante du métabolisme.

3.1 La protéine JARID1B

Une protéine qui semble jouer un role important dans le métabolisme du mélanome
est la protéine JARID1B. Cette protéine fait partie de la famille des démethylases
Jumonji/ARID1 H3K4 et est caractéristique des cellules a potentiel souche ou « slow
cycling cells ». L’équipe de Roesch a identifié deux populations au sein des cellules du
meélanome, basées sur le taux d’expression de cette protéine. Ainsi, la forte expression
de la protéine JARID1B est caractéristique d’'une population se divisant plus
lentement mais qui est aussi enrichie lors des traitements avec des agents
pharmacologiques tels que la cisplatine et le vemurafenib. Cette protéine serait alors
nécessaire pour la croissance en continu des cellules de mélanome, de méme que
pour la résistance aux anticancéreux. De plus, la protéine JARID1B semble aussi
réguler le métabolisme car son expression est associée a une forte activité

mitochondriale, caractérisée par une augmentation de la phosphorylation oxydative
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associée a la production d’ATP et de ROS d’origine mitochondriales. Ainsi, ces cellules
sont plus sensibles aux inhibiteurs de I'activité mitochondriale, tels que 1'oligomycine
A. La combinaison de ce dernier avec des agents comme la cisplatine ou le
vemurafenib, peut prolonger de maniére significative I'effet thérapeutique de ces
médicaments car elle diminuerait la population surexprimant la protéine JARID1B

(Roesch A. etal.,, 2013).

3.2 Le facteur HIF-1 alpha dans le mélanome

Le facteur de transcription HIF-1 est l'un des régulateurs du métabolisme
énergétique, le plus important dans le cancer. En condition physiologique, ce facteur,
comme cité précédemment, est stabilisé uniquement en hypoxie et permet
'adaptation des cellules aux faibles concentrations d’oxygene, via la modification du
meétabolisme et de I'angiogénese. En conditions pathologiques, le facteur HIF-1 est
stabilisé de maniere aberrante, soit par des mutations qui empéchent la dégradation
de sa sous-unité alpha (dont I'expression dépend de la concentration d’oxygene), soit
par | ‘activation des différents oncogenes, comme l'oncogene Myc (Kim . et al., 2007).
L’un des meilleurs exemples de la stabilisation de HIF-1, au-dela des cancers rénaux,
est le mélanome. En effet, le mélanome est 'un des cancers qui présente le taux le
plus élevé de HIF-1 en normoxie. La stabilisation de ce facteur peut passer par
différents mécanismes, tels que l'expression aberrante de la protéine MAGE11, un
antigene exprimé uniquement dans les tissus néoplasiques et qui inhibe la protéine
PHD, impliquée dans la dégradation de HIF-1 (Aprelikova O. et al., 2009). 1l a été
montré également, que la mutation BRAFV600E (Kumar S.M. et al, 2007) ou la
surexpression de la protéine anti-apoptotique BCL-2 peuvent aussi favoriser la
stabilisation de ce facteur en normoxie. De plus, il a été demontré dans les
meélanocytes que les mutations au niveau de la protéine c-Kit (K642E et L576P,
fréquemment trouvées dans certains mélanomes) ont besoin de la stabilisation du
facteur HIF-1 pour pouvoir induire la transformation de ces cellules (Monsel G. et al,,

2010).

Ainsi, ce facteur semble jouer un role clé dans linitiation mais aussi dans la
progression du mélanome car plusieurs études ont montré que la stabilisation de
HIF-1 est plus importante dans les mélanomes métastatiques de haut grade

(Michaylira C. et al., 2006). De méme, I'’expression élevée de HIF-1 est associée a un
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mauvais pronostic et une faible réponse aux chimiothérapies. Le role de HIF-1 dans la
régulation du métabolisme a été décrit surtout dans les glioblastomes. En effet, il a été
montré que HIF-1 peut réguler l'expression de plus de treize protéines qui
participent dans la glycolyse, comme la LDHA, régulant ainsi le métabolisme du
glucose (Marin-Herndndez A. et al, 2009). Dans ces modeles, HIF-1 favorise la
glycolyse et diminue l'activité mitochondriale, surtout en ce qui concerne I'utilisation
du glucose. Ces résultats suggéraient ainsi que HIF-1, constitutivement exprimé dans
le mélanome, pourrait jouer un role dans la régulation du métabolisme dans ces
cellules. Cependant, jusqu'en 2011, le role de HIF-1 dans la régulation du

meétabolisme du mélanome avait été peu décrit et restait a déterminer.

3.3 Le facteur MITF dans le mélanome

Le facteur MITF (Microphthalmia-associated Transcription Factor) est I'un des
facteurs clés de la régulation de la prolifération cellulaire en contrélant la progression
dans le cycle cellulaire via les protéines CDK2 et p16 (Koludrovic D. et al,, 2013). 1l
existe plusieurs isoformes de ce facteur qui sont exprimées de maniere tissus
dépendant. Les mélanocytes expriment l'isoforme M de MITF, qui joue un role clé
dans la régulation de leur développement ainsi que dans la régulation de la
production de mélanine, via '’hormone MSH-a (Roydon Price E. et al., 1998) (Figure
14). Le facteur MITF est considéré comme I'un des marqueurs le plus important du
phénotype prolifératif. Ainsi, ce facteur est fortement exprimé dans les cellules en
prolifération et presque indétectable dans les cellules non-prolifératives ou

quiescentes (Hoek K. et al., 2008).

Dans le cadre du mélanome, on trouve trés rarement des mutations au niveau de
MITF. Ainsi, seulement 10% des mélanomes présentent des mutations ou
amplifications de ce geéne (Garraway L. et al, 2005b). De plus, l'expression
constitutive de MITF, induite par les mutations qui touchent son domaine régulateur,
pourrait étre associée a un phénotype métabolique fortement glycolitique, via
'activation du facteur HIF-1 (Busca R. et al., 2006). Bien que les mutations de MITF
soient rares, ce facteur joue un réle clé dans le développement du mélanome, non par
des modifications de son activité, mais par la régulation de son expression dans les

différents stades de la progression tumorale. En effet, les premieres données
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apparues dans la littérature sur le role de MITF dans le mélanome étaient
contradictoires. Pour certains auteurs, MITF jouait un réle de géne suppresseur de
tumeur qui se trouvait sous-exprimé dans le mélanome (Vachtenheim J. et al., 2001),
alors que pour d’autres auteurs, MITF était plutét un oncogeéne qui favorise la
prolifération des cellules de mélanome (Garraway L. et al., 2005a). Ces sont les études
réalisées par I'équipe de Gray-Schopfer qui ont permis de mieux comprendre le role
de MITF dans le mélanome. En effet, MITF peut jouer des réles différents selon son
niveau d’expression. Ainsi, de faibles taux sont associés aux cellules quiescentes et a
potentiel invasif. Les taux trop élevés de cette protéine provoquent l'arrét du cycle
cellulaire et, dans certains cas, I'apoptose, alors que des niveaux intermédiaires
favorisent la prolifération (Gray-Schopfer V. et al, 2007). La régulation de MITF
semble donc jouer un role tres important dans la progression des différentes étapes

de la tumorigénese (Figure 14).

Niveau d'expression de MITF dans le mélanome

Intermédiaire Elevé

* Faible taux de division * Prolifération = Arét du cycle cellulaire
= Fort potentiel invasif = Apoptose

Figure 14: Le role de MITF dans le métabolisme et développement du mélanome : Le facteur
MITF peut réguler différents processus cellulaires dans les cellules de mélanome en fonction de son
taux d’expression. Un faible taux d’expression de ce facteur est associé a une faible division cellulaire et
une augmentation du potentiel invasif. Un taux intermédiaire favorise plutét la prolifération alors que
un taux élevée va induire un arrét du cycle cellulaire et peut méme induire la mort de la cellule par
apoptose.

Récemment, 'équipe de Vazquez a montré que le facteur MITF peut réguler le
meétabolisme énergétique dans le mélanome via la protéine PGCl-alpha. Cette
derniere est un coactivateur transcriptionnel capable d’interagir avec divers facteurs
de transcription et de moduler ainsi leur activité (Vazquez F. et al., 2013). De plus,
PGC1l-alpha joue un roéle tres important dans la régulation de la biogenese
mitochondriale, via son interaction avec le facteur PPARy (Puigserver P., 2005). Ainsi,

selon cette étude, les mélanomes peuvent étre classés en deux groupes selon
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I'expression du facteur MITF. Un premier groupe (10% de mélanomes) comprendrait
les mélanomes avec une forte expression de MITF et donc de PGC1-alpha, qui
présentent une dépendance tres importante au métabolisme oxydatif mitochondrial
(Figure 14). Le deuxiéme groupe, comprendrait les mélanomes n’exprimant pas ou
peu le facteur MITF et par conséquence PGC1-alpha. Ils se caractérisent donc par une
faible différentiation et un métabolisme fortement glycolytique (Vazquez F. et al,,
2013). Cependant, ces deux groupes ne seraient pas stables et I'expression de MITF
pourrait donc varier selon les différents stades de progression. Ainsi, certains
mélanomes peuvent passer d'une forte expression de MITF a une tres faible

expression, et inversement, lors de la progression de la maladie.
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Figure 15: Le role de MITF dans le métabolisme et développement du mélanome : Le facteur
MITF peut réguler différents processus cellulaires dans les mélanocytes, comme la progression dans
les cycles cellulaires, via I'expression des protéines comme CDK2 et p16. Ce facteur joue également un
role tres important dans la différentiation de ces cellules. MITF est activé lors de l'interaction de
I'hormone MSHa avec son récepteur sur la surface des mélanocytes activant une cascade qui induit
I'expression des protéines permettant leur différentiation. De méme, MITF participe a la biogénese
mitochondriale via la régulation de la protéine PGC1la. Celle-ci en interagissant avec les facteurs de
transcription PPARYy favorise I'expression des protéines impliquées dans ce processus

3.4 L'oncogéne BRAF dans le mélanome

La protéine BRAF est une kinase qui appartient a la voie de MAPK (mitogen-activated
protein kinase). La voie MAPK est constituée de RAS-RAF-MEK-ERK. Elle est activée
en cascade par phosphorylation, lors de I'interaction entre les facteurs de croissance
et leurs ligands au niveau membranaire. L’activation de cette voie aboutit a la
phosphorylation et I'activation d’ERK, permettant sa translocation dans le noyau et
'activation de I'expression des différents genes participant a la prolifération et a la

survie cellulaire. Plus de 50% des mélanomes présentent une mutation au niveau de
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la protéine BRAF. La mutation la plus fréquente est celle qui touche la valine 600,
provoquant son remplacement par un glutamate (BRAFV600E) et qui représente
90% des mutations BRAF (Davies H. et al., 2002). Cette mutation confere a la kinase
BRAFV600E une activation constitutive, c’est a dire indépendante de |'activation par

RAS.

3.4.1 Effet métabolique de BRAF au cours de la tumorigenese

Curieusement, la plupart des lésions cutanées ou naevi présentent la mutation BRAF
mais, seulement quelques-unes de ces lésions, seront a 'origine d'un mélanome
(Kumar R., 2004). Ainsi, durant un certain temps, ces résultats ont méme remis en
question le role de la mutation BRAF dans la tumorigenese. Cependant, son rdle a été
largement confirmé car I'inhibition de cette mutation provoque un arrét massif de la
prolifération dans les cellules de mélanome (Tsai ]. et al., 2008). Cette mutation

semble donc importante pour l'initiation tumorale mais pas suffisante.

Ainsi, en 2005 l'équipe de Michaloglou, montrait, pour la premiére fois, que la
mutation BRAFV600E avait un effet paradoxal sur les naevi. En effet, les naevi
présentant la mutation BRAFV600E expriment tous les marqueurs associés a la
sénescence, tels que la SA-B-gal ainsi que certaines cytokines et chemokines, ce que
I'on connait aujourd’hui sous le nom de «Oncogen Induced Senescence »
(Michaloglou C. et al,, 2005). La mutation BRAFV600E induit donc la sénescence et
une deuxiéme altération génétique serait nécessaire pour la surmonter. Plusieurs
équipes ont donc montré que ces altérations pouvaient étre tres diverses. Le meilleur
exemple est 'inactivation du gene suppresseur de tumeur, PTEN (Vredeveld L. et al,,
2012) ou encore de la protéine pl6 (Sharpless E. et al, 2003), toutes les deux

impliquées dans la régulation de la prolifération (Figure 15).

De plus, la sénescence induite par la mutation BRAFV600E s’accompagne d’un profil
meétabolique particulier, qui se caractérise par une activité mitochondriale élevée. En
effet, la PDH est tres active et peu phosphorylée dans le naevus portant la mutation
BRAFV600E et, en concordance, la PDK1 se trouve fortement diminuée. Lorsque les
naevi arrivent a surmonter la sénescence induite par cet oncogene, le profil
meétabolique change et 'on observe alors une forte phosphorylation de la PDH et une

surexpression de la PDK1, provoquant une diminution de I'activité mitochondriale
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(Kaplon J. et al,, 2013) (Figure 15). De plus, I'inhibition de la PDK1 dans les cellules
transformées provoque un arrét de la prolifération. Ces résultats montrent que
I'initiation et la progression tumorales, associées a la mutation BRAFV600E, sont
accompagnées d'une modification du métabolisme qui semble nécessaire pour

surmonter la sénescence.
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Figure 16: Le role de BRAF dans la OIS (oncogéne induced senescence): L’apparition de la
mutation BRAF induit dans les mélanocytes une sénescence précoce, présentant, ainsi, tous les
marqueurs associés a ce phénotype. En termes métaboliques, ces cellules semblent se caractériser par
une forte activité mitochondriale associée a la modification de 'expression des protéines qui régulent
l'utilisation du pyruvate dans la mitochondrie. Ces cellules présentent ainsi une faible activité de la
PDK et une forte activité de la PDH. Cependant, lorsqu’une nouvelle mutation arrive, touchant un géne
suppresseur de tumeur comme PTEN ou pl6, les mélanocytes surmontent la sénescence et se
transforment en cellules tumorales. Ces cellules présentent un nouveau profil métabolique ou la
glycolyse a pris le dessus sur la phosphorylation oxydative (effet Warburg). Ce nouveau profil
s’accompagne d’une inversion dans l'activité des enzymes précédemment citées, ou la PDK (pyruvate
déshydrogénase kinase) est surexprimé et la PDH (pyruvate déshydrogénase) est faiblement active.
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3.4.2 BRAF et son rdle dans la glycolyse

En 2013, I'’équipe de Hall a montré pour la premiére fois le réle de la mutation
BRAFV600E au niveau de la glycolyse. En effet, cette mutation favorise plutot
'activation de la voie glycolytique, via 'augmentation de I'expression des enzymes
qui participent a la glycolyse et la voie des pentose phosphates tels que la G6PD
(glucose-6-phosphate déshydrogénase), la GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate
déshydrogénase), la PGAM1 (phospho-glyceromutase) et la LDHA (Hall A, et al.
2013). Cependant, la mutation BRAFV600E régulerait la voie glycolytique via un
réseau d’autres facteurs, dont le role dans la régulation du métabolisme a déja été
établi (comme HIF-1, Myc et MondoA). Dans ce contexte HIF-1 et Myc favorisent
'activation de toute une batterie de génes codants pour les protéines qui participent
au niveau de la voie glycolytique, comme cela a été déja décrit auparavant. En
revanche, le facteur MondoA est un inhibiteur négatif de la consommation du glucose
(Figure 16). Il est donc réprimé par BRAFV600E, non pas en terme d’expression, mais
en terme d’activation de ces genes cibles tels que TXNIP (thioredoxin-interacting
protein) et ARRDC4 (Arrestin domain-containing 4). L’'inhibition de la mutation
BRAFV600E se traduit donc par une diminution de I'expression de HIF-1 et Myc et

par une augmentation de celle de MondoA (Parmenter T.J. et al., 2014).

3.4.3 BRAF et son role dans le métabolisme mitochondrial

Il a été récemment décrit que la mutation BRAFV600E peut également réguler le
meétabolisme mitochondrial. En effet, BRAFV600E est capable d’inhiber la protéine
MITF impliquée dans la régulation de l'activité mitochondriale. MITF régule ainsi la
biogénese mitochondriale et la phosphorylation oxydative via l'expression de la
protéine PGC1l-alpha (Figure 16). L'inhibition du mutant BRAF provoque ainsi la
réactivation de la voie MITF/PGC1lalpha qui induit, par la suite, une reprogrammation
et adaptation métaboliques, rendant les cellules de mélanome dépendantes a la
phosphorylation oxydative et résistantes a I'inhibition de la mutation BRAF (Haq R. et
al., 2013). De plus, les mélanomes ne pouvant pas exprimer PGC1 alpha seront donc
plus sensibles a I'inhibition de ce mutant. Ainsi, la mutation BRAF semble jouer un
role clé dans la régulation du métabolisme. La reprogrammation métabolique induite
par cet oncogeéne permettrait probablement de surmonter la sénescence ainsi que de

subvenir aux besoins prolifératifs.
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Figure 17: BRAFV600E dans la reprogrammation du métabolisme dans le mélanome.
L’oncogéne BRAFV600E est fortement impliqué dans la régulation du métabolisme du mélanome. Il
favorise la glycolyse, via I'expression des protéines clés participant dans ce processus. Il peut donc
favoriser l'expression des enzymes glycolytiques de maniére directe ou a travers les facteurs de
transcription HIF-1 et MYC dont le réle dans la régulation de la glycolyse est bien connu. De méme, ce
facteur diminue l'expression des régulateurs négatifs du métabolisme du glucose, via I'inhibition du
facteur MondoA. BRAFV600E peut également réguler la phosphorylation oxydative en inhibant la voie
de MITF/PGCla importante dans le fonctionnement et biogénese mitochondriales. Au dela de ces deux
voies métaboliques, cette kinase peut aussi augmenter I'expression des enzymes de la voie des pentose
phosphates phosphates (PPP) dont la G6PD (Glucose-6-Phosphate déshydrogénase) qui permet la
bifurcation du glucose vers cette voie. L'ensemble de ces modifications permet a la cellule tumorale de
survivre et proliférer, méme en conditions trés hostiles.

3.4.4 Les effets métaboliques des inhibiteurs de BRAFV600E

L’incidence de la mutation BRAFV600E dans le mélanome fait de cette kinase une
cible thérapeutique trés importante. Ainsi, des inhibiteurs de BRAFV600E ont
rapidement été développés, le premier d’entre eux étant le vémurafenib. Les phases
d’essai clinique du vémurafenib ont donné des résultats tres encourageants et son
introduction en clinique a été réalisée en 2011 (Chapman P. et al, 2011). Le
vémurafenib permet d’augmenter la survie chez les patients de 4 a 6 mois, par
rapport a la dacarbazine, la chimiothérapie de référence dans le mélanome. Lors de
son introduction en clinique, le vémurafenib avait été caractérisé comme une
molécule capable d’induire 'apoptose des cellules de mélanome, suite a I'inhibition

de la voie MAPK. Cependant, les études réalisées sur le vémurafenib ont montré que
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I'un de premiers effets de I'introduction de cette molécule était la diminution de la
captation du glucose, non seulement in vitro mais aussi chez les patients, observée
lors de la TEP (Baudy A. et al,, 2012). Ce sont ces résultats sur I'effet du vémurafenib
au niveau du métabolisme du glucose, qui ont permis de déterminer tous les roles
que l'on connait aujourd’hui de la mutation BRAFV600E dans la régulation du
meétabolisme. Ainsi, le vémurafenib induit dans les cellules de mélanome l'inhibition
de la glycolyse et une augmentation de I'activité mitochondriale, rendant les cellules

dépendantes a la phosphorylation oxydative (Haq R. et al., 2013).

Bien que le vémurafenib et d’autres inhibiteurs comme le dabrafenib ont donné des
résultats prometteurs, la plupart des patients deviennent résistants seulement
quelques mois apres le début du traitement. Ainsi, la résistance a ces inhibiteurs,
représente actuellement un probléme majeur en clinique. De plus, les mécanismes de

résistance au vémurafenib sont tres divers et semblent dépendre du contexte.

4 Larégulation métabolique de I’état redox dans le mélanome

4.1 Les sources de ROS dans le mélanome

4.1.1 L’'importance des mélanosomes dans le stress oxydant

Les mélanocytes sont les cellules responsables de la production de la mélanine, un
pigment qui sert a protéger le revétement cutané des agressions des rayons UV A-B.
Cependant, certaines étapes de la synthese de meélanine dans ces cellules sont
accompagnées de réactions d’oxydation, ce qui provoque la production et
I'accumulation de ROS (Koga S., 1992). Les mélanocytes produisent deux types de
meélanine : la eumélanine et la pheomélanine. D’'un c6té, 'eumélanine est la forme
plus abondante au niveau des meélanocytes et, bien que sa synthése induise la
production de ROS, cette molécule est surtout associée au role antioxydant de la
meélanine. D'un autre c6té, pheomélanine pour étre synthétisée a besoin des réactions
supplémentaires qui provoquent une production de ROS encore plus élevée par
rapport a 'eumélanine (Simon J. et al., 2009). De plus, la phéomélanine, lors des
interactions avec les rayons UV, semble jouer un rodle plus pro-oxydant

qu’antioxydant (Figure 17).
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Bien que la production de mélanine soit confinée au niveau de mélanosomes, les
meélanocytes présentent un stress oxydant de base plus élevé que d’autres cellules
non pigmentées, caractérisé par une augmentation de la 8-oxo-guanine (Mouret S. et
al., 2012). Cette derniere est le résultat de I'oxydation des bases guanines au niveau
de 'ADN et caractérise le stress oxydant subi par la cellule. Pour faire face au stress
oxydant, les mélanocytes augmentent leurs mécanismes de détoxification de ROS. Un
des facteurs régulant ce processus est le facteur MITF qui augmente I'expression des
enzymes responsables de la réparation de ’ADN, comme l'’enzyme APE-1/Ref-1
(Figure 17) (Liu F. et al., 2009). De maniere similaire, la mélanocortine (a-MSH),
synthétisée par les keratinocytes et mélanocytes, permet d’induire 1'expression de la
catalase, qui participe a la détoxification de ROS (Maresca V. et al.,, 2008). De plus, la
a-MSH lors de son interaction avec le récepteur MC1R, induit dans la cellule une
modification globale en terme d’expression de genes favorisant ainsi la détoxification
de ROS (Kadekaro A.L. et al, 2010). Cette hormone est également associée a

I'expression du facteur NRF2 dans les mélanocytes (Kokot A. et al., 2009).

L’accumulation des ROS et des dommages a ’ADN particuliers des mélanocytes
pourrait donc jouer un role important dans la mélanomagénese. En effet, il y a de plus
en plus d’'indices qui soutiennent cette hypothese car les étapes d’initiation et de
progression du mélanome se caractérisent, elles aussi, par un taux tres élevé de ROS
(Denat L. et al., 2014). De plus, les antioxydants, comme la N-acetyl-cystéine peuvent
non seulement prévenir le stress oxydant induit par les rayons UV mais aussi retarder
le développement des tumeurs chez la souris (Cotter M.A. et al,, 2007). Certains
auteurs pensent méme que les mutations caractéristiques du mélanome, telles que les
mutations au niveau de la kinase BRAF ou RAS, pourraient étre la conséquence du
stress oxydant présent dans les mélanocytes. Ceci est associé au fait que les ROS
induisent une forte quantité des dommages a I’ADN et plus de 20 000 paires de bases
sont réparées par jour. Certaines de ces bases seront substituées, plus fréquemment
que d’autres, en raison d'un taux élevé de réparation erronée et touchent des genes

clés qui favorisent le développement des tumeurs (Jackson A. et al.,, 2001).

En outre, des modifications, au niveau de la syntheése de la mélanine, peuvent
également étre associées au développement du mélanome. En effet, les naevi,

précurseurs du mélanome, présentent un taux élevé de ROS, associé a une
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augmentation de la production de phéomélanine et des dommages a 'ADN (Pavel S.
et al, 2004). 11 a été montré dans un modele de souris exprimant la mutation
BRAFV600E que I'augmentation de la production de phéomélanine, dans ce contexte
génétique, est suffisante pour induire le développement du mélanome (Mitra D. et al,,
2012). Ainsi, le déséquilibre entre la production d’eumélanine et phéomélanine, en
faveur de cette derniere, augmente la vulnérabilité des mélanocytes au stress oxydant
et représente un risque pour le développement du mélanome. (Figure 17)
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Figure 18: Le stress oxydant dans le contexte des mélanocytes. Les mélanocytes sont responsables
de la protection face aux agressions induites par I'exposition aux rayons UV. Lors de I'exposition a ces
rayons, 'hormone MSHa va se fixer sur le récepteur (MCIR) présent dans la membrane des
mélanocytes. L'interaction entre 'hormone MSHa et son récepteur stimule la production de mélanine,
un pigment qui permet de réguler le stress oxydant induit par les rayons UV. Ainsi, I'activation du
récepteur provoque une augmentation de la production de cAMP, activant la protéine CREB (C-AMP
Response Element-binding protein). Cette protéine va, par la suite, favoriser 'expression de MITF qui
va induire I'expression des enzymes participant a la production de mélanine comme la Tyrosinase
(TYR). La mélanine produite peut étre de deux types I'eumélanine, qui a un role plutét antioxydant, ou
la phéomélanine qui a un réle pro-oxydant. De plus, la production de cette derniére implique aussi la
formation de ROS. Dans ce contexte, les mélanocytes sont soumis en permanence a un stress oxydant
important. Ainsi, une production exacerbée de phéomélanine peut incrémenter le stress oxydant et
favoriser le développement du mélanome via des dommages a I’ADN.

4.1.2 Autres sources de ROS dans le mélanome

Les mélanomes font partie des cancers présentant un niveau de stress oxydant tres
élevé. Cependant, I'accumulation de ROS dans les mélanomes ne provient pas
uniquement du contexte cellulaire. En effet, le taux élevé de ROS dans le mélanome

peut également étre lié a l'activation de certaines voies de signalisation, la
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modification du métabolisme ou I'expression aberrante de certaines protéines. Le
role de la mitochondrie dans la production de ROS dans le mélanome est encore mal
compris. Peu d’études ont établi un lien direct, scientifiquement prouvé. Certains
auteurs suggerent que l'implication de la mitochondrie dans la production de ROS,
dans le mélanome, pourrait étre associée aux modifications métaboliques induites
par I'activation des oncogenes (Liu-Smith F. et al.,, 2014). Cependant, ceci reste encore

une hypothese qui nécessite d’étre encore mieux étudié.

D’autres sources importantes de ROS dans le mélanome qui ont été mieux évaluées
que la mitochondrie sont les NADPH oxydases (NOX). Ces enzymes utilisent I'oxygene
comme substrat pour produire de l'anion superoxyde et ceci représente un
mécanisme de défense face aux agressions extérieures. Ces enzymes se trouvent
surexprimés dans le mélanome suite a I'activation des oncogenes comme par exemple
AKT, souvent activée dans les mélanomes, dii a la perte de PTEN (Govindarajan B. et
al, 2007). Dans le mélanome, la surexpression de NOX1 favorise l'expression des
metalloprotéases qui vont conduire vers la transition épithélium-mésenchyme et
donc la métastase (Liu F. et al, 2012). De méme, I'expression de NOX4 est aussi
associée au phénotype invasif et elle est souvent retrouvée dans les mélanomes

meétastatiques fortement agressifs (Liu G.S. et al., 2012).

4.2 Larégulation de la production de ROS dans le mélanome

¢ Les facteurs FOXM1 et NRF2

Comme les autres cellules cancéreuses, les cellules de mélanome mettent en ceuvre
plusieurs systéemes de détoxification afin de garder leur stress oxydant a des niveaux
compatibles avec la survie. Deux facteurs on été décrits comme étant capables de
réguler I'élimination de ROS dans les cellules de mélanome : le facteur FOXM1 et le
facteur NRF2. Le facteur FOXM1 favorise I'expression de la SOD mitochondriale dans
le but d’empécher la sénescence induite par la production de ROS (Kops G.. et al,,
2002), il semble ainsi avoir un role important dans la sénescence induite par
BRAFV600E (de Keizer P.L. et al., 2010). En ce qui concerne le facteur NRF2, certains
mélanomes, comme les mélanomes acrolentigineux présentent des mutations au

niveau de la protéine KEAP1. Cette protéine participe a la régulation de ce facteur en
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le séquestrant dans le cytoplasme. La mutation décrite au niveau de la protéine
KEAP1 touche le domaine DGR/Kelch, nécessaire pour son interaction avec NRF2, qui
reste donc constitutivement actif (Miura S. et al., 2014). Le facteur NRF2, peut donc
se transloquer au noyau, ou il permettra l'expression d’'un ensemble de génes
impliqués dans la réponse au stress oxydant. L’expression constitutive de ce facteur a
déja été associée dans d’autres cancers a une résistance aux inducteurs de ROS, tels
que les dérivés du platinum ou la dacarbazine, des molécules utilisées dans le

traitement du mélanome.
¢ Le métabolisme dans la régulation de ROS dans le mélanome

Certaines voies métaboliques pourraient également participer a la régulation du
stress oxydant dans le mélanome. Par exemple la plupart des mélanomes expriment
la protéine PKM2 qui permet la bifurcation des intermédiaires glycolytiques vers la
voie de pentoses phosphates et favorise I'obtention du NADPH. De méme, la voie de la
sérine semble tres importante dans le mélanome car 40% des mélanomes présentent
une amplification de la premiere enzyme de cette voie la PHGDH. Ainsi, I'importance
de cette voie pourrait étre liée directement a la production de NADPH, le cofacteur

important pour la régénération du glutathion (Figure 18).

Une autre voie métabolique beaucoup mois étudié est celle de la proline. La synthése
de la proline est trées dépendante de l'incorporation de glutamine et les enzymes
participant dans cette voie (PYCR1 ou la P5C) sont souvent surexprimées dans les
mélanomes (Figure 18). Cette voie participe a la régulation de I'état redox, via la
production de NADPH (Filipp V. et al, 2012). De méme, autre protéine qui joue un
role important dans I'adaptation du mélanome au stress oxydant est la cystathionase
(CTH), qui permet la synthese de novo de la cystéine, trés importante pour la synthese
du glutathion et donc pour la défense de la cellule face au stress oxydant (Figure 18).
De plus, cette protéine semble joue un role indispensable pour surmonter la
sénescence lors de l'activation de MYC dans les mélanocytes, favorisant la
transformation (Leikam C. et al., 2014). L’expression du facteur PGC1-alpha, impliqué
dans la régulation du métabolisme du mélanome, peut également jouer un role
protecteur face au stress oxydant, via 'expression de la SOD2 ainsi que des enzymes

qui participent dans la syntheése du glutathion (Figure 18) (Vazquez F. et al,, 2013).
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Il est important de préciser que les études réalisées par 'équipe de Scott ont montré
que, dans la plupart des meélanomes, les mitochondries sont fonctionnelles.
Cependant, les mélanomes présentent souvent une répression de l'oxydation du
glucose et peu d’études ont évalué la possibilité que la répression de I'oxydation du
glucose, dans les cellules de mélanome, puisse représenter un mécanisme par lequel
ces cellules régulent la production de ROS mitochondriaux. Ainsi, le lien entre la
production de ROS et I'activité mitochondriale dans le mélanome reste encore a étre

démontré.
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Figure 19 : La régulation du stress oxydant dans le mélanome. De maniére semblable aux autres
types de cancers, les cellules de mélanome mettent en place plusieurs mécanismes pour éliminer les
ROS et empécher I'induction de la mort. Le métabolisme dans ces cellules contribue de maniére
importante a la lutte face aux ROS, via la production du pouvoir réducteur sous la forme de NADPH.
Ainsi, dans ces cellules, I'expression de la PKM2 provoque une accumulation des intermédiaires
glycolytiques qui peuvent basculer vers la voie de PPP ou vers la voie de la serine, les deux menant a la
production de NADPH. De méme, dans le mélanome, il a été observé que la glutamine, via sa
bifurcation vers la voie de la proline, peut participer a 'obtention de ce pouvoir réducteur. Le facteur
NRF2, quand a lui, a un réle beaucoup plus large dans le mélanome car il favorise les voies qui ménent
vers la production du NADPH mais aussi celles qui permettent 'obtention des substrats nécessaires a
la synthese de glutathion. Ce facteur est aidé par la cysthationase (CTH) impliqué dans la synthése de
la cystéine. D’autres facteurs comme PGCla moins souvent exprimés dans le mélanome, peuvent
également participer a la régulation du stress oxydant, via la régulation transcriptionnelle des enzymes
antioxydantes.
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5 Le stress oxydant comme cible thérapeutique dans le
mélanome

5.1 L’approche thérapeutique pro-oxydant:

Depuis longtemps, plusieurs équipes cherchent a exploiter le stress oxydant dans les
cellules cancéreuses, dans le but de les éradiquer de maniere spécifique. Ainsi deux
manieres de cibler le stress oxydant dans les cellules cancéreuses sont possibles. Une
premiere approche consiste a augmenter les défenses antioxydantes, dans le but de
diminuer les ROS et empécher la cellule tumorale d’obtenir un bénéfice de ceux-ci.
Etant donné que les ROS sont associés a la mutagénese, qui pourrait favoriser
I'initiation et progression tumorale, la diminution de ces derniers, en utilisant des
agents antioxydants, devrait permettre de diminuer cet effet. Cependant, selon
certains auteurs, I'approche antioxydante serait uniquement préventive et n’aurait
aucun effet, une fois la tumeur établie (Klein E. et al.,, 2011). De plus, les approches
antioxydantes utilisées jusqu’aujourd’hui, comme le sélénium, semblent avoir un effet
plutét pro-tumorigéne, car les cellules tumorales pourraient utiliser les agents

antioxydants pour éliminer leur surcharge en ROS (Omenn G. et al., 1996).

Une deuxiéme approche cherche plutét a augmenter la production de ROS dans les
cellules tumorales afin de surpasser leurs défenses antioxydantes et déclencher ainsi
la mort cellulaire. En effet, dans les cellules tumorales le taux élevé de ROS est
compensé par l'augmentation des défenses antioxydantes. Cependant, dans ces
cellules, on trouve un équilibre tres précaire entre la production et détoxification de
ROS, car la plupart des systémes de détoxification sont a saturation. Dans ce contexte,
l'utilisation d’agents pro-oxydants pour augmenter la production de ROS devrait
permettre d’induire un stress oxydant trop important pour la cellule, qui dépasserait
alors ses défenses antioxydantes et la conduirait vers la mort (Gorrini C. et al., 2013).
Ces agents pro-oxydants n’auraient pas ou peu d’effets sur les cellules normales car
elles présentent un taux tres faible de ROS, tres loin du seuil 1étal. Ainsi, leur systeme
de détoxification n’étant pas saturé ces cellules peuvent faire face a la production de

ROS induite par les agents pro-oxydants.
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5.2 Exemples des molécules pro-oxydants

La piperlongumine, un composé dérivé du piment, capable d’induire la production de
ROS dans les cellules tumorales a récemment attiré I'attention dans le traitement du
cancer. Une partie du mécanisme de la piperlongumine reposerait sur la régulation de
la GST-P1, une enzyme qui participe dans le métabolisme du glutathion (Raj L. et al,,
2011). Cependant, l'efficacité de la piperlongumine dans les cellules de mélanome
dépendrait du taux d’expression de la protéine PGC1-alpha. En effet, 'expression de
PGC1-alpha conduit a une augmentation des défenses antioxydantes, provoquant

ainsi la diminution de l'effet de la piperlongumine (Vazquez F. et al,, 2013).

D’autres molécules ciblant spécifiquement le stress oxydant dans les cellules
tumorales ont été également développées. C'est le cas de l'elesclomol, la premiere
molécule développée pour cibler le stress oxydant d’origine mitochondriale. Cette
molécule est capable de perturber le flux d‘électrons au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale et d’induire la production de ROS mitochondriaux
(Blackman R. et al,, 2012). De plus, le stress oxydant induit par l'elesclomol, provoque
une chute du potentiel de membrane mitochondriale et la mort de la cellule par
apoptose (Kirshner J. et al., 2008). Cette molécule a été testée lors de plusieurs essais
cliniques dans le mélanome. Cependant, il a été montré que 'efficacité de l'elesclomol
est associée au taux de LDH-A chez les patients de mélanome. Ainsi, les patients
présentant un taux élevé de LDHA sérique, caractéristique des tumeurs fortement
glycolytiques, ne répondent pas au traitement (Blackman R., 2012). L’efficacité de
'elesclomol dépend donc de I'état d’activité de la chaine respiratoire mitochondriale.
Ceci limite donc son utilisation en clinique, car la plupart des patients atteints d’un
mélanome présentent un phénotype métabolique plutot glycolytique. Ces résultats
révelent I'importance de I’'état du métabolisme mitochondrial dans I'effet de ces types

d’agents pro-oxydants dans le traitement du mélanome et d’autres cancers.
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PROBLEMATIQUE

Le mélanome se caractérise par une reprogrammation métabolique décrite sous le
nom d’effet Warburg. Cette reprogrammation a attiré énormément d’attention car il
s’'agit d’'une caractéristique particuliere des cellules tumorales, exploitée pour le
diagnostic/le suivi des mélanomes et pourrait étre exploitée pour déterminer des
nouveaux traitements. La plupart des études se sont surtout intéressées a la glycolyse
comme cible thérapeutique favorisant le développement des plusieurs molécules
dans le but d’inhiber ce processus. Bien que la glycolyse semble étre une cible
thérapeutique importante les résultats des essais cliniques avec des molécules ciblant
cette voie n’ont pas été tres encourageants. Il semble ainsi que les cellules tumorales
présentent une forte flexibilité métabolique leur permettant de s’adapter aux
conditions de stress. Les travaux réalisés dans d’autres cancers ont soulevé
I'importance de [l'activité mitochondriale. Ainsi, l'importance du métabolisme
mitochondriale dans le mélanome a été mise en évidence par I'équipe de Scott et
Filipp, surtout en ce qui concerne l'utilisation de la glutamine via les réactions

anaplérotiques qui permettent I'obtention des substrats nécessaires a la prolifération.

Cependant, le role de la phosphorylation oxydative mitochondriale dans le
meétabolisme des mélanomes a été beaucoup moins étudié. Quelle est l'activité de la
phosphorylation oxydative des mélanomes? Est-elle réprimée? Quels sont les
facteurs impliqués dans cette répression? Peut-on lever cette répression? En
constatant l'expression importante de HIF-la dans les mélanomes et son role
prépondérant dans le contréle du métabolisme, nous avons émis ’hypothese que ce
facteur de transcription pourrait limiter le fonctionnement des mitochondries. Nous
avons tout d’abord évalué 'expression de HIF-1 dans des mélanomes en condition de
normoxie. Puis nous avons étudié le role de HIF-1 sur la phosphorylation oxydative.
La modulation pharmacologique de HIF-1 ou des protéines qu’il régule pourrait-elle

alors constituer une cible thérapeutique ?

Plusieurs auteurs ont envisagé que la répression de la phosphorylation oxydative
constituait un mécanisme permettant de limiter la production du stress oxydant. En
effet, la mitochondrie pourrait représenter une source trop importante de ROS en

conditions de prolifération élevée. Dans un second temps, nous avons donc voulu
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déterminer si la stimulation de la phosphorylation oxydative liée a I'inhibition de HIF-
1 se traduit par une augmentation de la production de ROS au niveau des
mitochondries ? Est-ce que ce stress oxydant est létal pour les mélanomes ? Est ce
que la stimulation des mitochondries pourrait augmenter la cytotoxicité d’agents

prooxydants développés dans le traitement des cancers?

Afin de confirmer que la réduction de la phosphorylation oxydative est un mécanisme
nécessaire pour limiter la production de ROS dans les mélanomes,, nous avons utilisé
un autre modele de mélanomes exprimant la protéine BRAFV600E. En effet, il a été
précédemment décrit que BRAF réprime la phosphorylation oxydative et qu’a
I'inverse l'inhibition pharmacologique de cette sérine/thréonine kinase par le
vémurafenib stimule la consommation d’oxygene des mitochondries. Afin de
confirmer notre hypothese, nous avons donc déterminé si cette augmentation de la
consommation d’oxygeéne induite par le vémurafenib pourrait augmenter le stress
oxydant des meélanomes. Enfin, puisque les mélanomes devenus résistants au
vémurafenib sont a ce jour dépourvus de solutions thérapeutiques, nous avons
envisagé d’éradiquer ces cellules en ciblant la phosphorylation oxydative et le stress

oxydant d’origine mitochondriale.
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RESULTATS

ARTICLE 1

79



RESUME ARTICLE 1

La plupart des cellules tumorales présentent une reprogrammation métabolique
connue sous le nom d’effet Warburg. Cette reprogrammation empéche l'oxydation du
pyruvate, provenant du glucose, au niveau de la mitochondrie provoquant ainsi une
répression de la phosphorylation oxydative. Dans le contexte du mélanome la plupart
des ces cancers présentent un profil métabolique dépendant fortement de la
glycolyse avec une faible phosphorylation oxydative. Nous avons déterminé quelles
étaient les protéines qui participent a la reprogrammation métabolique dans ce
cancer. Ainsi, nous avons confirmé que le mélanome présente une glycolyse
exacerbée méme en condition de normoxie. Les lignées de mélanome que nous avons
utilisé dans cette étude montrent également une forte stabilisation du facteur HIF-1
en normoxie. Ce facteur est considéré comme 'un des plus importants régulateurs du
métabolisme, nous avons ainsi évalué son réle dans le métabolisme mitochondrial du
mélanome. La diminution de I'expression de HIF-1, via un shRNA ou en utilisant
I'inhibiteur pharmacologique YC1, provoque l'augmentation significative de la
phosphorylation oxydative, suggérant ainsi une réactivation du fonctionnement
mitochondrial. De plus, 'inhibition de HIF-1 est fortement liée a la diminution de
I'expression de la Pyruvate Déshydrogénase kinase 3 (PDK3). L'inhibition directe de
cette protéine, en utilisant le Dichloroacetate (DCA), est suffisante pour augmenter la
phosphorylation oxydative ainsi que la production de ROS mitochondriaux. Nous
avons ensuite évalué la possibilité d’exploiter cette réactivation de l'activité
mitochondriale dans le but de potentialiser I'effet des agents pro-oxydants ciblant la
production de ROS mitochondriaux. En effet, la combinaison du DCA avec
I'elesclomol, un agent pro-oxydant en phase d’essai clinique dans le mélanome,
permet de potentialiser de maniere synergique, non seulement la production de ROS
mais également la mort cellulaire induite par cet agent. Ces résultats ont été
confirmés in vivo chez la souris immunodéprimée ou la combinaison DCA avec
'elesclomol permet de réduire de maniere efficace le volume tumoral. De plus, la
combinaison du DCA avec l'elesclomol est capable d’induire une production de ROS
trés importante dans les cellules de mélanome devenues résistantes a l'inhibiteur de
la kinase BRAFV600E : le vemurafenib. Cependant, il reste a déterminer la raison

pour laquelle ces cellules présentent une sensibilité plus importante a cette
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combinaison. Ces résultats sont trés encourageants et permettent non seulement de
déterminer de nouvelles cibles thérapeutiques mais ils mettent également en
évidence I'importance de I'état de I'activité mitochondriale dans I'efficacité des agents

antitumoraux ciblant la production de ROS mitochondriaux.
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ARTICLE 2
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RESUME ARTICLE 2 :

Le mélanome métastatique est I'un des cancers solides les plus agressifs avec une tres
faible réponse aux chimiothérapies conventionnelles. Le traitement de cette maladie
a été révolutionné avec la découverte de la mutation BRAFV600 présente dans plus
de 50% des mélanomes. Le vémurafenib est le premier inhibiteur spécifique de la
mutation BRAV600OE a avoir été développé. Les études réalisées sur le vémurafenib
ont permis de mettre en évidence le role clé de la mutation BRAFV600E dans la
régulation du métabolisme du mélanome. En effet, cette kinase favorise la glycolyse
en augmentant l'expression des enzymes clés de ce processus. L’équipe de Haq a
montré que 'oncogene BRAFV600E peut également réguler I'activité mitochondriale
via la voie MITF/PGC1 alpha. Dans ce contexte, nous avons montré que 'inhibition de
cette mutation dans nos modeles de mélanome se traduit par une forte diminution de
la glycolyse et une augmentation de la phosphorylation oxydative dépendante ou non
de PGC1l-a. Cette augmentation de l'activité mitochondriale est associée a une
augmentation de la production de ROS. Ainsi, la combinaison des inhibiteurs de la
phosphorylation oxydative avec le vémurafenib permet d’augmenter l'efficacité de ce
dernier. Bien que l'introduction en clinique du vémurafenib ait donné des résultats
impressionnants en clinique, la plupart des patients développent une résistance a cet
inhibiteur seulement quelques mois apres le début du traitement. Dans ce contexte,
nous avons mis au point quatre modeles des lignées résistantes au vemurafenib. Ces
lignées nous ont permis de montrer que les cellules résistantes au vemurafenib
présentent une forte augmentation de I'activité mitochondriale caractérisée par une
dépendance importante a la phosphorylation oxydative. De plus, ces lignées
présentent un stress oxydant chronique ce qui les rend plus sensibles aux molécules
pro-oxydants telles que l'elesclomol. Ces données montrent que les modifications
meétaboliques mitochondriales induites par le vemurafenib peuvent représenter des
cibles thérapeutiques exploitables afin d’éradiquer les cellules sensibles et résistantes

au vemurafenib.
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DISCUSSION PARTIE 1

Le mélanome métastatique est I'un des cancers solides les plus agressifs et résistant a
la plupart des chimiothérapies classiques. Il y a quelques années encore, la survie
globale des patients atteints de cette maladie ne dépassait pas les trois mois. Les
études réalisées sur le profil génétique du mélanome ont permis de mieux
comprendre l'implication et I'importance de certains oncogenes dans le
développement des mélanomes. Ces études ont montré que les oncogenes
fréquemment altérés dans ce cancer ne jouent pas seulement un role dans la
régulation de la prolifération mais aussi dans la régulation du métabolisme tumoral.
Dans ce contexte, depuis quelques années, de nombreuses études se sont concentrées
sur cet aspect pour mieux caractériser le profil métabolique des mélanomes en
fonction des altérations génétiques présentes. Ainsi, ces études montrent que la
plupart des mélanomes présentent une glycolyse exacerbée, qui joue un role
important dans le soutien de la prolifération cellulaire (Scott D. et al., 2011). Deux
protéines sont particulierement impliquées dans ces changements métaboliques:
d’'une part, le facteur de transcription HIF-1 et, d’autre part, la Sérine/Thréonine
kinase BRAF. Dans ce contexte la glycolyse pourrait étre une cible thérapeutique
attractive. Néanmoins, les études réalisées in vitro sur différentes lignées de
mélanome, ont montré que les mélanomes présentent également une forte flexibilité
meétabolique leur permettant de surmonter I'inhibition d’'une voie métabolique par
'activation d’'une autre (Marchetti P. et al., 2014). Cet aspect pourrait donc limiter

I'efficacité des molécules développées ciblant uniquement la glycolyse.

En ce qui concerne le role de la mitochondrie dans le métabolisme du mélanome, il a
été montré, qu’'elle joue un roéle tres important au niveau des réactions
anaplérotiques. Ces réactions permettent, a travers l'utilisation de la glutamine,
d’obtenir les intermédiaires nécessaires a la synthese des macromolécules, favorisant
ainsi la prolifération. Cependant, en ce qui concerne le métabolisme du glucose dans
le mélanome, il semble qu’'il y ait un découplage entre la glycolyse et la

phosphorylation oxydative (Scott D. 2011). Ainsi, la mitochondrie semble peu
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participer au métabolisme du glucose. Curieusement, ceci pourrait conférer aux
mélanomes des avantages car, dans certains modeéles, la diminution de la
phosphorylation oxydative est associée a I'hyperpolarisation de la mitochondrie, une
diminution de la production de ROS et une résistance a I'apoptose (Sutendra G. et al,,
2013). Une question a donc été soulevée : quelles seront les conséquences de la

stimulation de la phosphorylation oxydative dans les mélanomes ?

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a I'un des oncogenes les plus connus
dans la régulation du métabolisme dans les cellules cancéreuses : le facteur HIF-1,

constitutivement exprimé dans le mélanome.

(1) Nous avons montré, a partir de trois lignées différentes de mélanomes, que
le facteur HIF-1a était exprimé, méme en présence d’oxygene (Article 1, Figure
2). Ce résultat confirme les observations faites par d’autres équipes montrant que ce
facteur est souvent stabilisé en normoxie dans le mélanome. Les mécanismes sont
ainsi tres variés et impliquent la protéine BRAFV600E (Kumar S.M., 2007), la protéine
BCL2 (Trisciuoglio D. et al., 2010), la protéine MAGE11 (Aprelikova 0., 2009) ou
encore la protéine NFkB. Ainsi, dans la lignée A375 que nous avons utilisée, la
présence de la mutation BRAFV600E pourrait favoriser la stabilisation de HIF-1.
D’autres altérations génétiques sont également compatibles avec ce résultat, puisqu’il
a été démontré que les mutations de la protéine c-Kit ont besoin de |'expression de
HIF-1 pour pouvoir induire la tumorigenese (Monsel G., 2010). Ainsi la mutation
D820Y sur la protéine c-KIT dans la lignée HBL, utilisée lors de notre étude, pourrait

étre associée a la stabilisation de HIF-1.

(2) Nos travaux ont permis de confirmer que HIF-1a favorise la glycolyse et,
pour la premiére fois, nous montrons que HIF-1 réprime le fonctionnement de
la phosphorylation oxydative dans les mélanomes (Article 1, Fig. 3). Ainsi,
I'inhibition de ce facteur provoque une diminution importante de I'expression des
enzymes clés participant a la glycolyse comme la HKII ou LDH-A. Nous avons
également montré que l'inhibition de HIF-1 se traduit par une augmentation de la
consommation d’oxygéne au niveau des mitochondries. Ceci est compatible avec les
observations précédemment faites dans d’autres modeles, qui ont montré qu’il est

possible de réactiver la phosphorylation oxydative dans différents cancers. Ainsi,
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Rossignol et ses collaborateurs ont montré qu’en substituant le glucose au galactose,
on observe une augmentation de la biogénese mitochondriale, ce qui permet aux
cellules tumorales de basculer vers la phosphorylation oxydative pour obtenir de
I'énergie (Jose C. et al,, 2011). L’équipe de Fantin a complémenté ces résultats en
montrant que l'inhibition de la LDH-A peut stimuler la respiration mitochondriale
dans le cancer du sein, suggérant ainsi que l'augmentation du pool de pyruvate
disponible pour étre transformé en Acetyl coA pourrait également induire la
réactivation de la phosphorylation oxydative (Fantin V. et al., 2006). De plus, I'équipe
de Bonnet a relevé I'importance de la PDK2 dans les glioblastomes. Ainsi, I'inhibition
de cette protéine, via un siRNA ou en utilisant l'inhibiteur pharmacologique
dichloroacetate (DCA), diminue de maniere significative la glycolyse et favorise
'oxydation du glucose dans la mitochondrie. L'inhibition de cette protéine dans les
glioblastomes n’induit pas seulement une reéactivation de la phosphorylation
oxydative, mais également la mort de la cellule par apoptose (BonnetS. et al,, 2007).
Nos résultats, associés a ces travaux, démontrent donc que, dans les modéles de
mélanomes utilisés ainsi que dans d’autres cancers, la phosphorylation oxydative

mitochondriale n’est pas irréversiblement altérée.

Les avantages que pourrait apporter la répression de la phosphorylation oxydative,
menée par HIF-1, sont encore mal compris. D’'une part, certains auteurs suggerent
que, HIF-1, en réprimant l'activité mitochondriale, peut favoriser la glycolyse. En
effet, en réprimant l'utilisation du pyruvate par les mitochondries et en favorisant son
utilisation par la lactate déshydrogénase, HIF-1 favorise la génération du NAD*, un
cofacteur limitant et important dans les réactions enzymatiques des premieres étapes

de la glycolyse (Lunt S. et al., 2011).

D’autre part, certaines études suggerent que I'expression du facteur HIF-1 limiterait
la production de ROS d’origine mitochondriale (Kim ]J. et al., 2006). Ces mécanismes
ont été principalement décrits en condition d’hypoxie. En effet, il a été montré qu’en
diminuant la consommation d’oxygene par les mitochondries, HIF-1 réduit la
production de ROS au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. (Semenza G.,
2011). Ce reduction ferait partie d’'une boucle de rétrocontrdle, car ce sont d’abord les
ROS produits au niveau du complexe III de la chaine respiratoire qui favorisent la

stabilisation du facteur HIF-1 en inhibant les prolyl-hydroxylases (PHD) (Klimova T.
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et al., 2008) . Il a également été montré que HIF-1 est capable de modifier la
composition du complexe IV de la chaine respiratoire, afin d’optimiser le transport
d’électrons et de diminuer les fuites responsables de la production de ROS. En effet,
HIF-1 peut favoriser la dégradation de l'isoforme COX 4-1 présente au niveau du
complexe IV en conditions normoxiques. Cette isoforme serait ainsi remplacée par la
COX 4-2, exprimée lors de 'hypoxie et diminuerait la production de ROS dans la
cellule. De plus, HIF-1 peut également favoriser l'expression du miR-210, qui
empéche l'expression des genes ISCU1 et ISCU2. Ces deux derniers sont tres
importants pour l'assemblage des centres sulfure des complexes I (NDUFA4), II
(SDHD) et IV (COX10) (Semenza G. 2011). Tous ces résultats montrent que HIF-1
joue un role important dans la régulation de l'activité mitochondriale,
particulierement en ce qui concerne le fonctionnement de la chaine respiratoire

mitochondriale.

Il est important de préciser que, dans certains cancers, comme les cancers du rein
présentant une mutation de la protéine VHL, HIF-2 peut également réguler le
meétabolisme glycolytique et méme l'assemblage des complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale (Majmundar A. et al, 2010). Cependant, dans le
meélanome, les données sur le role de HIF-2 ne sont pas nombreuses. En effet, nous
savons qu’il peut participer a la régulation de I'invasion et de 'angiogenése, mais son

role dans la régulation du métabolisme n’a pas encore été évalué.

Dans ce contexte, I'ensemble des mécanismes régulés par HIF-1 dans le mélanome
fait de ce facteur une cible thérapeutique treés attractive. Néanmoins, bien que
plusieurs inhibiteurs pharmacologiques de ce facteur aient été développés, les
résultats des évaluations précliniques et cliniques ont été tres décevantes en raison

de la faible spécificité et des effets secondaires importants induits par ces molécules.

(3) Nous avons montré que, dans le mélanome, la répression de la
phosphorylation oxydative dépendante de HIF-1 implique I'expression de la
pyruvate déshydrogénase kinase 3 (PDK3) (Article 1, Fig. 3). Ce résultat est tres
intéressant car il a été décrit dans différents modeles, en conditions physiologiques,
comme pathologiques, que le facteur HIF-1 peut réguler au moins deux des quatre

isoformes de la pyruvate déshydrogénase kinase (PDK1 et PDK3). Ainsi, dans nos
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modeles de mélanome, comme dans les modeles de cancer du colon, HIF-1 semble
favoriser I'expression de la PDK3 (Lu CW., 2008). Cependant, dans les cancers du rein
comme dans les cancers des voies aérodigestives supérieures, HIF-1 favorise plutot
I'expression de la PDK1 (McFate T. et al, 2008). Ces résultats appuient les
observations faites par Denko et al, montrant que la réponse transcriptionnelle,
régulée par le facteur HIF-1, peut varier selon le contexte cellulaire (Denko N. et al,,
2003). Les mécanismes qui déterminent dans quel contexte HIF-1 régule une
isoforme ou 'autre ne sont pas encore bien établis. De méme, dans certains modeles
tels les glioblastomes, c’est I'isoforme PDK2 qui est souvent surexprimée. Cependant,
il n'est pas encore clairement établi que cette isoforme pourrait également étre

régulée par le facteur HIF-1.

Fait intéressant, nous avons montré que la diminution de 'expression de PDK3 est
suffisante pour augmenter, non seulement la consommation d’oxygene
mitochondriale, mais aussi la production de ROS au niveau de la chaine respiratoire
mitochondriale. Ce résultat démontre que la répression de la phosphorylation

oxydative limite la production de ROS dans les mélanomes.

(4) Vu la difficulté d’inhiber le facteur de transcription HIF-1a, nous avons
montré que I'on pouvait lever le frein qui repose sur la phosphorylation
oxydative mitochondriale via l'inhibition pharmacologique de la PDK3 par le
Dichloroacétate (Article 1, Fig. 3 et 4) Cet inhibiteur est un médicament qui a été
utilisé pour traiter les acidoses lactiques chez l'enfant. Bien que le DCA ait une
spécificité plus importante pour la PDK1, nous avons constaté que cet inhibiteur
permet de diminuer efficacement l'activité de la PDK3 (surexprimée dans nos
modeles cellulaires), d’augmenter la consommation d’oxygene mitochondriale et la
production de ROS au niveau de la chaine respiratoire. Cet effet du DCA a également
été décrit dans d’autres modeles, tels les glioblatomes, le cancer du sein ou le cancer

du poumon (Michelakis E. et al., 2008).

(5) De maniere inattendue, nous avons observé que le dichloracétate réduit
I'expression de la protéine HIF-1la (Article 1, Fig 3). Ce résultat est
particulierement intéressant puisque cela se traduit par une diminution de la LDH-A,

enzyme régulé par HIF-1. En diminuant I'expression de la LDH-A, le DCA pourrait
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donc favoriser le pool de pyruvate disponible pour la mitochondrie. Pour expliquer ce
résultat, I'équipe de Sutendra a montré, dans une modele de cancer du poumon, que
I'inhibition de la PDK2, induite par le DCA, permet la réactivation du cycle de Krebs
et augmente ainsi le taux de a-cétoglutarate . Ce dernier va permettre la réactivation
de la PHD-2 au niveau du cytosol et va favoriser la dégradation de HIF-1 (Sutendra G.
et al, 2013). Le DCA pourrait donc induire indirectement une diminution de la
stabilisation de HIF-1a et favoriser, de maniere plus importante encore, I'inhibition

de tous les processus pro-tumorigenes régulés par ce facteur.

(6) Nous avons montré que le fait de réactiver la phosphorylation oxydative
dans le mélanome ne suffit pas pour induire un effet antitumoral (Article 1
Fig.5). En effet, aux doses utilisées, le DCA induit, dans nos modeles cellulaires in
vitro, une faible toxicité. De méme, dans nos modeles in vivo, 'effet antitumoral du
DCA reste tres limité. Ceci suggere que, bien que I'inhibition de la PDK induit dans nos
modeles de mélanome une réactivation de la phosphorylation oxydative et une forte
production de ROS, ceci ne se traduit pas par une induction importante de la mort

cellulaire.

Nos observations sont compatibles avec le fait que, en dehors des glioblastomes dans
certains cancers, on doit administrer des doses tres élevées de DCA pour observer un
effet antitumoral. Ceci suggere donc que, dans certains contextes, il existerait une
résistance intrinseque a ce médicament, ce qui représente un probléme majeur a
I'utilisation de cette molécule. En effet, les fortes doses de DCA ont été associées a
'apparition de neuropathies chez certains patients. Le mécanisme par lequel le DCA
induit ces neuropathies n’est pas encore connu, mais il semble que le DCA pourrait
induire des modifications, tant morphologiques que métaboliques, au niveau des
axones neuronaux (Calcutt N. et al, 2010). La premiere piste de la résistance
intrinseque au DCA a été donnée par 1'équipe de Babu qui a montré que le DCA rentre
dans les cellules via le transporteur SLC5A8, qui transporte cette molécule de
maniere spécifique et tres efficace. Cependant, ce transporteur peut se trouver
sousexprimé a cause de modifications épigénétiques dans certains cancers comme le
cancer du sein, le cancer du colon et le cancer de la prostate (Babu E. et al., 2011).
Ceci peut donc expliquer pourquoi, dans certaines lignées tumorales, il est nécessaire

d’administrer de fortes doses. L’expression de ce transporteur n’a pas encore été
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évaluée dans le mélanome mais elle semble tres importante pour pouvoir guider

I'utilisation du DCA dans le cadre du traitement de ce cancer.

Par ailleurs, d’autres approches sont en cours de développement pour aborder cette
méme problématique. Ainsi, un dérivé du DCA a été développé : le mito-DCA. Ce
dérivé garde la composition biochimique du DCA associée a un cation lipophile : le
triphenylphosphonium (TPP). Celui-ci lui permet de traverser les membranes, de
maniere passive et de s’accumuler au niveau de la mitochondrie (Pathak R. et al,,
2014). Ainsi, cette modification permet que la captation du DCA soit indépendante de
I'expression des transporteurs et de la compétition avec d’autres substrats au niveau
de la membrane plasmique, comme de la membrane interne mitochondriale. Cette
molécule entrerait donc de maniere plus efficace dans les cellules et dans la
mitochondrie. L’ajout du cation lipophile pourrait donc avoir une répercussion
importante sur | ‘efficacité de cette molécule. Ainsi, par rapport au DCA, le mito-DCA a
une activité anti-tumorale beaucoup plus importante dans les cellules du cancer du
pancreéas. L'ensemble de ces résultats montre que le DCA permet de réactiver les
fonctions mitochondriales dans plusieurs modeles de cancer. Cette réactivation de
'activité mitochondriale favorise la production de ROS qui conduit la cellule vers la

mort.

(7) Malgré l'absence d’effet cytotoxique et d’effet antitumoral aux doses
utilisées, nous avons démontré que le DCA était capable d’augmenter la
phosphorylation oxydative. Ainsi, nous avons donc décidé d’associer le DCA a
un médicament antitumoral en essai clinique, qui agit en favorisant la
production de ROS au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale (Article

1 Fig.3)

L’elesclomol est I'une des premiéres molécules développées dans le but de cibler les
mitochondries dans les cellules tumorales pour induire une production létale de ROS.
Elle est capable d’interagir avec le cuivre qui lui confere une conformation planaire
particuliere facilitant sa captation par la cellule. L’elesclomol altere le flux d’électrons
au niveau des complexes de la chalne respiratoire mitochondriale et son interaction
avec le cuivre favorise les réactions d’oxydo-réduction, ce qui conduit a la production

de ROS. L’augmentation de la production de ROS, induite par cette molécule, se
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traduit ensuite par une diminution importante du potentiel de membrane
mitochondriale. Ceci provoque la libération du cytochrome C, induisant ainsi la mort

de la cellule par apoptose (Kirshner J. et al., 2008).

L’évaluation de l'elesclomol lors de la phase II d’essai clinique chez les patients
atteints d’'un mélanome métastatique n’a pas donné de résultats encourageants avec
un faible pourcentage des patients répondant au traitement. Dans cette étude, on
observe que ce sont les patients qui présentent un faible taux de LDH-A sérique qui
répondent le mieux au traitement. D’autres études réalisées par l'équipe de
Blackman, en collaboration avec notre équipe, ont permis de montrer que l'effet
antitumoral de l’elesclomol est fortement lié a 1'état de l'activité mitochondriale.
Ainsi, cette molécule est dépendante du fonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale pour pouvoir induire la production de ROS. En effet, 'elesclomol n’a
aucun effet dans les cellules p0 qui présentent une chalne respiratoire non
fonctionnelle, du fait de I'absence d’ADN mitochondrial (Blackman R. et al., 2012).
Ainsi, il est probable que I'échec des essais cliniques utilisant I’Elesclomol soit lié a la
faible activité de la phosphorylation dans les mélanomes, notamment par les

mécanismes que nous avons démontrés.

(8) Nous avons montré que le DCA, via la réactivation de la phosphorylation
oxydative, permet d’augmenter in vitro et in vivo la production mitochondriale
de ROS, la cytotoxicité et I'effet antitumoral de I'elesclomol ou d’autres agents

pro-oxydants (Article 1, Fig. 5).

L’équipe de Van-Houten a également réalisé des études sur 'effet de I'’elesclomol dans
le mélanome montrant que l'elesclomol inhibe le complexe I de la chaine respiratoire
mitochondriale et induit une production accrue de ROS. De plus, cette équipe a mis en
évidence que le traitement avec l'elesclomol mene a une sélection de cellules
fortement glycolytiques ne répondant plus a celui-ci (Ho J. et al.,, 2012). Nos résultats
démontrent que la combinaison DCA + elesclomol est plus efficace que I'elesclomol
seul. Il serait alors pertinent d’évaluer si l'augmentation de l'activité de cette

combinaison pourrait étre liée a I'éradication des cellules fortement glycolytiques.

A forte dose, 'utilisation du DCA conduit a des neuropathies chez les patients. Or,

nous avons observé que la combinaison du DCA avec l'elesclomol permet de
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réduire de maniere significative la dose de DCA nécessaire pour atteindre
I'effet anti-tumoral. En effet, alors que la majorité des expérimentations menées in
vitro utilisent le DCA a des concentrations supérieures ou égales a 5mM, nous
démontrons que la dose de 0.5mM est suffisante pour lever le frein qui repose sur la

phosphorylation oxydative.

Les études combinant le DCA avec d’autres molécules sont de plus en plus
nombreuses. Parmi ces molécules, plusieurs d’entre elles impliquent la génération
d’un stress oxydant dans leur mécanisme d’action. C’est le cas, du cisplatine (Garon E.
et al., 2014), du 5-Fluoro-uracile (Xuan Y. et al.,, 2014)ou de la metformine (Choi Y. et
al, 2014). Par exemple, le 5-FU, en plus d’induire des dommages a I’ADN, peut
également induire la production de ROS mitochondriaux via la voie de p53. Ainsi, la
combinaison du 5-FU avec le DCA permettrait probablement d’augmenter la
production de ROS mitochondriaux, via la réactivation de la phosphorylation
oxydative induite par le DCA. La production de ROS pourrait donc étre, en partie,

responsable de |'effet anticancéreux de cette combinaison.

(9) Nous avons également montré que la combinaison DCA + Elesclomol est
suffisante pour induire la mort des mélanomes mutés sur la protéine
BRAFV600E et devenus résistants a l'inhibiteur de cette mutation: le
vémurafenib (Article 1, Fig.5). Le vémurafenib a donné des résultats tres
impressionnants en terme de réponse et de survie globale des patients. Cependant, la
plupart des patients développent, dans les 8 a 16 mois qui suivent le début du
traitement, une résistance a cet inhibiteur. Ceci pose donc un probléme clinique
majeur dans la prise en charge thérapeutique de ces patients. La combinaison DCA +
Elesclomol pourrait alors étre envisagée dans cette situation en I'absence de solution

thérapeutique.

Fait intéressant, nous avons montré que l’elesclomol, seul ou combiné avec le DCA,
induit une production de ROS et un effet cytotoxique plus important dans les cellules
résistantes au vémurafenib que dans les cellules sensibles. Dans un second travail (cf
article 2), ce résultat nous a conduit a évaluer plus précisément le métabolisme

mitochondrial dans des cellules sensibles ou résistantes aux inhibiteurs de BRAF.
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En utilisant des modeéles cellulaires et des modeles animaux, ce travail démontre
que la stratégie qui consiste a cibler la mitochondrie dans le mélanome et a
induire un stress oxydant létal, pourrait étre envisagée dans le traitement du
mélanome, car le DCA ou l'elesclomol sont deux molécules qui ont déja été

évaluées individuellement dans le traitement du cancer.
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DISCUSSION PARTIE 2

L’incidence de la mutation BRAFV600E, fait de cette kinase l'une des cibles
thérapeutiques les plus importantes dans le mélanome. Cette mutation provoque
I'activation constitutive de la voie MAPK, qui favorise la survie et la prolifération des
cellules cancéreuses. Le role de cette mutation a, tout d’abord, été associé a la
régulation de la prolifération. Cependant, des études récentes ont montré que cette
kinase peut également jouer un role dans la régulation du métabolisme. Les lecons
apportées par les travaux réalisés sur la fonction suppresseur de tumeur de la
protéine p53 et I'importance de cette fonction sur le métabolisme, suggerent que le
role métabolique des oncogenes et/ou genes suppresseurs de tumeurs est crucial

dans le phénotype cancéreux.

La mutation BRAFV600E rend la cellule dépendante a la glycolyse et Parmenter et al.
ont montré que ceci passe notamment par I'activation de deux facteurs connus pour
leurs réles dans la régulation de la glycolyse : le facteur HIF-1 et le facteur Myc
(Parmenter T., 2013) L’interaction entre BRAFV600E et HIF-1 avait déja été décrite
par I'équipe de Kumar en 2007, montrant ainsi que l'’expression de HIF-1 est
fortement corrélée a I'expression de la mutation BRAFV600E. Cette équipe a méme
suggéré qu’'une partie des effets tumoraux de BRAFV600E passait probablement par
la stabilisation du facteur HIF-1 (Kumar S. M. et al,, 2007). Ces deux études montrent
ainsi que la régulation du métabolisme en général n’est pas menée par un seul facteur
mais probablement par différents facteurs qui interagissent pour réguler, de maniere
harmonique, tous ces processus. Il n’est donc pas étonnant que les études réalisées
sur l'effet du vemurafenib dans les cellules de mélanome, montrent que cette
molécule, en inhibant la protéine BRAFV600E, induit un changement dans le profil
meétabolique de ces cellules. Ainsi, le traitement au vemurafenib induit une
diminution de la glycolyse, accompagnée d'une diminution de l'expression des
facteurs de transcription HIF-1 et Myc (Parmenter T., 2013). Ceci se caractérise par la
diminution de la captation du glucose et de la libération de lactate in vitro comme in
vivo. De plus, cette diminution de la captation du glucose peut méme étre observée
chez les patients via la TEP, ce qui permet de suivre, en clinique, la réponse au

traitement.
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De méme, la mutation BRAFV600E réprime la phosphorylation oxydative en inhibant
'expression des facteurs MITF et PGC1A, impliqués dans la biogénese mitochondriale.
Ainsi, 'inhibition de BRAFV600E par le vémurafenib leve le frein sur ces protéines et
stimule la biogénése mitochondriale. Cette biogénese mitochondriale a été identifiée
comme un facteur de résistance au vémurafenib et l'utilisation d’inhibiteurs de la
phosphorylation oxydative augmente la cytotoxicité de cette thérapie ciblée (Haq R,

2013).

(1) En complément de ces travaux, nous avons montré que le traitement des
mélanomes BRAFV600E avec le vémurafenib stimule la phosphorylation

oxydative des mélanomes exprimant ou non le facteur PGC1a (Article 2, Fig. 1).

Nous avons montré que les mélanomes BRAFV600E sont peu sensibles a l'inhibition
de la phosphorylation oxydative alors que les mélanomes BRAV600E, traités au
vémurafenib, deviennent « dépendants » de cette voie métabolique. Il semblerait
donc que ce traitement, en inhibant la glycolyse, limite la flexibilité métabolique de
ces cellules tumorales. Nous confirmons, ainsi, le phénotype d’addiction a la

phosphorylation oxydative des mélanomes traités par le vémurafenib.

Lors de notre étude, nous avons montré que certaines lignées de mélanomes qui
n’expriment pas ce facteur peuvent également basculer vers la phosphorylation
oxydative. Cela suggere que des mécanismes indépendants de I’expression de PGC1-
a, peuvent également se mettre en place pour favoriser 'adaptation de ces cellules.
En effet, 'évaluation de la biogenese mitochondriale, régulée par les membres de la
famille PGC1, a montré que PGCla n’est pas le seul facteur a réguler ce processus.
Ainsi, en absence de ce facteur, PGC1p et PRC peuvent prendre le relais dans la

régulation de la biogenese mitochondriale (Kelly D. et al., 2004).

Le suivi des différents cancers, en utilisant le TEP-scan avec du 2-FDG, a montré qu’un
bon nombre des thérapies ciblées sont capables d’induire une diminution importante
de la captation du glucose qui pourrait induire une modification du métabolisme dans
les cellules tumorales. Dans ce contexte, le nombre de travaux sur l'effet métabolique
des thérapies ciblées ne cesse de croitre. Ainsi, outre le vemurafenib, d’autres
molécules, comme I'imatinib, induisent dans les cellules présentant la mutation BCR-

Abl, une diminution significative de la captation du glucose et une augmentation de la

96



phosphorylation oxydative mitochondriale (Kominsky D. et al., 2009). De méme le
traitement des leucémies lymphoides chroniques, avec le dasatinib, induit une
reprogrammation métabolique et ces cellules tumorales basculent alors de la
glycolyse vers la phosphorylation oxydative (Marignac V. et al, 2013). Les
mécanismes qui contrOlent cette reprogrammation métabolique dans ce type de
leucémie ne sont pas encore bien établis. Cependant, il est possible que le
meétabolisme mitochondrial puisse représenter un frein dans lefficacité des

nombreuses thérapies ciblées.

Dans ce contexte, la phosphorylation oxydative apparait clairement comme un
mécanisme de résistance au vémurafenib. Ainsi, nous nous sommes demandé si les
mélanomes ayant acquis une résistance au vémurafenib, présentent une modification
de leur métabolisme mitochondrial, ce qui pourrait favoriser leur phénotype

résistant.

(2) Nous avons démontré que plusieurs modéeles de résistance au vémurafenib
présentent un phénotype d’addiction a la phosphorylation oxydative (Article 2,

Fig.3)

Les mécanismes de résistance au vémurafenib sont tres nombreux et peu prédictibles
(cf. annexe 1). Le nombre de mécanismes de résistance au vémurafenib ne fait que
croitre, suggérant ainsi qu'il est presque impossible de cibler spécifiquement un type
de résistance chez un patient. De plus, les différentes métastases, chez un méme
patient, peuvent développer des mécanismes de résistance différents. Dans ce
contexte tres complexe, ce qui semble plus accessible et réalisable serait de trouver
des caractéristiques en commun a ces différentes cellules résistantes, dans le but de

pouvoir cibler une grande majorité d’entre-elles.

Dans notre équipe, nous avons obtenu, de maniere indépendante, quatre modeles de
résistance au vémurafenib a partir des lignées présentant la mutation BRAFV600E.
En étudiant le métabolisme de ces lignées, nous avons montré qu’elles présentent un
profil métabolique différent, caractérisé par une addiction a la phosphorylation
oxydative mitochondriale et, cela méme, en absence de vémurafenib. De plus, la
dépendance accrue de ces cellules a la phosphorylation oxydative les rend plus

sensibles aux agents inhibant 'activité mitochondriale.
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Plus intéressant encore, nous avons évalué les mécanismes de résistance de nos
différentes lignées et nous avons pu conclure que les quatre lignées, dont une
obtenue in vivo chez la souris immunodéprimée, ne présentent pas le méme
mécanisme de résistance. Ainsi, dans nos modeles, la dépendance a l'activité
mitochondriale et l'augmentation du stress oxydant semblent étre une
caractéristique commune aux lignées résistantes, quel que soit le mécanisme
de résistance (Article 2, Fig.2). Cependant, une autre équipe a récemment publié
une étude sur des cellules résistantes au vemurafenib, dont le mécanisme de
résistance repose sur la mutation N-RASQ6IX Dans cette étude, ces cellules montrent
une diminution de 'activité mitochondriale et consomment donc moins d’oxygene
(Parmenter T., 2013). Ceci va a I'’encontre de nos résultats et souleve I'importance de
déterminer quels mécanismes de résistance sont capables d’induire une
augmentation de la phosphorylation oxydative. De plus, les effets des mutations au
niveau de N-RASQ6IXK sur le métabolisme ont été peu étudiés. Cependant, les mutations
au niveau d’une autre protéine, qui appartient a cette méme famille K-RAS ont été
montrées comme étant capables d’induire des modifications métaboliques dans
d’autres cancers. Ainsi, I'incorporation de la mutation K-RAS, dans les fibroblastes
NIH3T3, induit le méme effet que la mutation BRAFV600E, c’est a dire un découplage
de la glycolyse et la phosphorylation oxydative, provoquant ainsi une dépendance a
cette premiere (Gaglio D. et al,, 2011). Il est donc probable que les cellules résistantes,
portant des mutations au niveau des protéines de la famille RAS, présentent un

comportement métabolique différent.

Le changement métabolique semble ainsi étre corrélé a 'acquisition d'un phénotype
de résistance mais les liens moléculaires a I'origine de ces modifications restent a ce
jour non déterminés. Il est cependant possible que les modifications métaboliques
soient liées a l'activation d’autres oncogenes ou voies de signalisation déja décrites.
C’est ainsi le cas, par exemple, des mutations activatrices des protéines NRAS ou
KRAS qui ont été associées au mécanisme de résistance au vémurafenib et dont le

role dans le métabolisme a déja été décrit dans d’autres modeles tumoraux.

(3) Nous savions que le métabolisme des cellules tumorales varie en fonction de
I'environnement, des oncogénes ou des suppresseurs des tumeurs inactivés. Dans

ce travail, nous démontrons que le métabolisme peut étre différent, en fonction
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du phénotype sensibilité/résistance a un traitement anticancéreux. Néanmoins,
les cellules résistantes au vémurafenib ne représentent pas le seul modele ou la
résistance est associée a une modification du métabolisme. En effet, en 2011 notre
équipe a montré que les cellules leucémiques résistantes a l'imatinib présentent
également un profil métabolique différent de celui des cellules sensibles. Ces cellules
se caractérisent par une modification de l'activité mitochondriale, associée a une
production significative de ROS (Kominsky D., 2009). Par ailleurs, les cellules du
cancer du sein, devenues résistantes au lapatinib (un inhibiteur du récepteur
tyrosine/kinase ErBB2), présentent également un métabolisme tres différent des
cellules sensibles. En effet, les cellules résistantes a cet inhibiteur présentent une
augmentation significative de 'autophagie et I'inhibition de cette voie conduit a une
forte diminution de la prolifération cellulaire (Komurov K. et al,, 2012). Un autre
modele intéressant est celui des cellules leucémiques lymphoides chroniques
résistantes au dasatinib (un inhibiteur de la kinase BRC-Abl). En effet, ces cellules
présentent un métabolisme plutdt catabolique ou le glucose est métabolisé
principalement via la phosphorylation oxydative (Marignac V., 2013). Ainsi, la
modification du profil métabolique semble étre un caractére commun aux cellules
devenues résistantes aux thérapies ciblées et, dans la majorité des cas, le nouveau
profil métabolique est souvent directement ou indirectement associé a une

augmentation de 'activité mitochondriale.

(4) Nous démontrons que le phénotype d’addiction a la phosphorylation
oxydative s’accompagne d’'une augmentation des ROS mitochondriaux (Article

2, Fig.3).

Qu'il s’agisse des mélanomes traités au vémurafenib ou des mélanomes ayant acquis
une résistance a cette molécule, 'addiction a la phosphorylation oxydative a été
clairement liée a une augmentation de la production de ROS. Encore une fois, nous
démontrons que l'augmentation de phosphorylation oxydative dans les
mélanomes s’accompagne d’'une augmentation irrémeédiable de la production

de ROS.

Ces résultats sont compatibles avec le fait que les cellules résistantes présentent

également une augmentation du taux de glutathion et de 'expression de la catalase,
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ce qui participe a la détoxification de ROS. Ceci semble donc en accord avec les
résultats de l'équipe de Vazquez, montrant que les mélanomes traités par le
vémurafenib augmentent leurs défenses antioxydantes (Vazquez F. 2013).
Cependant, cette augmentation du mécanisme de détoxification de ROS ne semble pas
étre suffisante car les cellules sensibles, traitées au vemurafenib, ou les cellules
résistantes, souffrent d’un stress oxydant chronique. Dans ce contexte, il serait donc
important de déterminer si 'augmentation de la production de ROS est juste une
conséquence de I'augmentation de I'activité mitochondriale ou si les ROS jouent un
role dans l'adaptation a cet inhibiteur. En effet, il a été montré, dans différents
modeles de cancer, qu'une accumulation importante de ROS peut favoriser la
mutagénese. Ainsi, a travers la mutagénese, I'augmentation du stress oxydant
pourrait faciliter I'apparition des clones ayant acquis des modifications génétiques
supplémentaires leur permettant de résister au vémurafenib, en activant d’autres

voies qui régulent la prolifération, voire la reprogrammation métabolique.

(5) Nous avons exploité ce phénotype d’addiction a la phosphorylation
oxydative en éradiquant les mélanomes BRAFV600E avec I'’elesclomol (Article

2, Fig. 4)

Ainsi, I'évaluation du nouveau profil métabolique des cellules devenues résistantes
aux inhibiteurs de BRAFV600E est trés importante. Dans le cadre de nos modeles de
résistance, les cellules présentent une réactivation de l'activité mitochondriale,
faisant de ces cellules une cible appropriée pour l'utilisation de l'elesclomol. Nous
avons pu montrer que l'elesclomol induit, de maniere efficace, une
augmentation de la production de ROS associée a une cytotoxycite accrue dans
les lignées résistantes au vémurafenib. De méme, nous avons confirmé ces
résultats in vivo, permettant de montrer que l'elesclomol diminue de maniere
significative la croissance tumorale et induit 'apoptose. Ce résultat confirme nos
précédentes observations (Article 1), montrant que I'utilisation de I’elesclomol n’est
envisageable que dans des mélanomes présentant une forte phosphorylation

oxydative.

Du fait de la difficulté d’évaluer le métabolisme chez les patients, nous avons mis en

place des modeles de souris PDTX (patient derived tumor xenograph). Ces modeles
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permettent d’évaluer 'efficacité d’un traitement en clinique, a partir d’'une tumeur de
patient xénogreffe, dans la souris immunodéprimée. Nous avons ainsi réalisé cela a
partir d’'un échantillon de tumeur provenant d’'un patient caractérisé en clinique,
comme étant en progression sous vémurafenib. Nous avons, tout d’abord, validé les
résultats cliniques in vitro comme in vivo, montrant bien que ces cellules ne
répondent plus a cet inhibiteur. Par la suite, ce modele nous a permis de montrer que,
dans le cadre de cette tumeur de patient, le traitement avec I'’agent pro-oxydant
(elesclomol), permet de diminuer de maniere significative la croissance
tumorale (Article 2, Fig. 5). L’évaluation d'un plus large panel d’échantillons comme
celui-ci permettra de valider les résultats obtenus chez ce patient. De plus, I'étude
d’'un plus grand nombre des tumeurs de patients pourrait permettre d’établir si,
effectivement, la plupart des mécanismes de résistance sont associés a une

augmentation du stress oxydant.

D’autres combinaisons de traitements ont été évaluées contre les mélanomes
devenus résistants au vémurafenib. Par exemple, 'équipe de Mc Arhur a montré que
le DCA + Vémurafenib rétablit 'effet antitumoral du vémurafenib dans les cellules
résistantes, présentant la mutation N-RASQ6IK, Les auteurs suggerent que l'effet du
DCA est lié a sa capacité a inhiber la glycolyse, en redirigeant le pyruvate vers la
mitochondrie (Parmenter T., 2013). Il serait cependant nécessaire d’évaluer le role

des ROS mitochondriaux dans ce contexte.

Cette étude montre l'importance du métabolisme mitochondrial dans la
réponse au traitement dans le mélanome. D’autres travaux, issus de la
littérature scientifique, suggerent que cela pourrait aussi étre le cas dans
d’autres cancers. Ainsi, lI'évaluation des profils métaboliques et leur
changement en fonction des traitements semble indispensable dans le
traitement du cancer. Néanmoins, I'évaluation du profil métabolique d’une
tumeur chez le patient reste encore trop difficile a accomplir. Il est donc
indispensable de développer des techniques permettant I'évaluation et la
détermination du profil métabolique des tumeurs, dans le but de choisir les
molécules les plus adaptées pour le cibler. Dans ce contexte les modeles de

tumeurs de patients, greffés sur des souris immunodéprimées (PDTX),

pourraient étre une solution envisageable.
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CONCLUSION GENERALE

Nos travaux viennent compléter d’autres études de la littérature confirmant que les
mitochondries ne sont pas irréversiblement altérées dans les tumeurs. A l'aide de
plusieurs modeles de mélanome, nous démontrons que 1'axe HIF-1a/PDK3 exerce un
frein sur la phosphorylation oxydative des mitochondries qu'’il est possible de lever a
I'aide d’'une approche pharmacologique tels que le DCA. La réactivation de cette
fonction mitochondriale se traduit irrémédiablement par une augmentation de la
production de ROS mitochondriaux. Bien que cette approche n’ait pas été suffisante
pour obtenir un effet antitumoral satisfaisant, le DCA permet de potentialiser
'activité de 'elesclomol, un médicament antitumoral agissant au niveau de la chaine

respiratoire mitochondriale.

L’utilisation de médicaments tels que le dichloroacétate ou I'Eleslomol démontre que
les mitochondries pourraient étre une cible dans le traitement des cancers.
Cependant, la diversité des profils métaboliques des tumeurs exige de caractériser la
phosphorylation oxydative mitochondriale en fonction des anomalies génétiques de
I'environnement tumoral et nos travaux démontrent qu’il est nécessaire de I'évaluer
aussi en fonction du phénotype de sensibilité/résistance aux médicaments

anticancéreux.
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PERSPECTIVES

Plusieurs questions n’ont pas été résolues dans ce travail.

D’une part, nous souhaitons continuer a évaluer la stratégie visant a éradiquer les
cellules tumorales en induisant un stress oxydant létal d’origine mitochondrial. Il
reste, cependant, un aspect important dont il faut tenir compte car la mise en
évidence d’'une population de cellules souches cancéreuses au sein des tumeurs
représente un probléme majeur en clinique. En effet, la plupart du temps ces cellules
sont tres résistantes aux traitements. Dans le cadre du mélanome, il a été observé que
le traitement avec des chimiothérapies conventionnelles comme la cisplatine ou avec
des thérapies ciblées comme le vemurafenib, conduit a un enrichissement en cellules
souches, exprimant le facteur JARID1B, au sein de la population tumorale (Roesch A.,
2013). Ces cellules semblent présenter un métabolisme différent avec une préférence
pour la phosphorylation oxydative. Ainsi, la plupart des molécules qui inhibent la
glycolyse n’ont pas d’effets sur les cellules souches tumorales ce qui pourrait
expliquer en partie I'échec de ces thérapies. Il serait donc intéressant d’évaluer la
combinaison du vémurafenib avec des molécules ciblant la phosphorylation
oxydative ou encore avec des molécules induisant un stress oxydant mitochondrial
comme l’elesclomol. Ces combinaisons pourraient ainsi s’avérer plus efficaces sur la

population de cellules souches.

D’autre part, nous souhaitions comprendre comment l'augmentation de Ila

phosphorylation oxydative limitait la cytotoxicité du vémurafenib ?
Deux hypotheses sont a envisager :

(1) 11 a été démontré que le vémurafenib inhibe la glycolyse et cet effet est
fortement 1lié a son roéle cytotoxique. On peut alors envisager que
I'augmentation de I'activité mitochondriale observée apres traitement a pour
objectif de compenser la perte d’ATP produit par la glycolyse. Ainsi,
I'inhibition de la phosphorylation oxydative par différents inhibiteurs se
traduirait en présence de vémurafenib par une déplétion accrue en ATP.

(2) Le vémurafenib induit également un puissant stress réticulaire probablement

di a la diminution de la captation de glucose associée a ce traitement (Beck D.
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et al,, 2013). Ainsi, le stress réticulaire induit par cette molécule provoque
'activation de la voie UPR qui peut conduire la cellule vers la mort ou vers la
survie en fonction de l'intensité du stress. En paralléele, d’autres études ont
montré que la phosphorylation oxydative détermine I'efficacité de la réponse
UPR et, qu’a l'inverse, l'inhibition de cette fonction mitochondriale favorise la
mort suite au stress réticulaire (Bravo R. et al,, 2011). Ces résultats suggerent
donc que la mitochondrie pourrait jouer un rdle clé dans le processus
d’adaptation au stress réticulaire induit par le vémurafenib dans le but de

favoriser la survie.

Ainsi, nous voulons déterminer quel est le réole de la mitochondrie dans la résistance
au vémurafenib ? Pourquoi linhibition de I'activité mitochondriale augmente
'efficacité du vémurafenib ? Pourquoi 'augmentation de I'activité mitochondriale
induite par le vémurafenib pourrait-elle, non seulement étre la pour compenser
'inhibition de la glycolyse, mais aussi pour soutenir I'adaptation au stress réticulaire

induit par cette molécule empéchant la mort de la cellule ?
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ANNEXE : Les mécanismes de résistance au

vémurafenib.

Les études réalisées sur le vémurafenib, ont permis de mettre en évidence
I’hétérogénéité en ce qui concerne les mécanismes qui meénent a la résistance face a
cet inhibiteur. Ainsi, on peut trouver des mécanismes qui permettent a nouveau
'activation de la voie MAPK ou des mécanismes qui favorisent I'activation des voies

alternatives comme la voie AKT /PI3K.

En ce qui concerne la voie MAPK, aucune mutation supplémentaire, au niveau de la
protéine BRAF, n’a été décrite en clinique. Cependant, tres récemment, une équipe a
montré in vitro qu'une mutation au niveau du site d’interaction du vémurafenib
(L505H) peut conduire a une résistance aux inhibiteurs de BRAFV600E. De méme,
des amplifications du geéne codant pour cette protéine et des isoformes différentes
dues a un splicing alternatif ont été décrites (BRAFV600E*) (Poulikakos P. et al,
2011). Par ailleurs, d’autre isoformes de RAF sont également impliquées dans la
résistance, comme CRAF, dont 'amplification a été décrite dans certains échantillons
de patientes (Montagut C. et al., 2008). Un peu plus loin dans la voie, d’autres études
avec des échantillons provenant de patients, ont montré que des mutations au niveau
du domaine kinase de MEK1 (MEKC!215) peuvent aussi apparaitre et qu’elles ne
conferent pas seulement une résistance aux inhibiteurs de BRAFV600E mais aussi
aux inhibiteurs de MEK (Wagle N. et al.,, 2011). Cette méme kinase peut également
étre activée indirectement par la kinase COT, dont la surexpression a également été
observée dans certaines tumeurs de patients (Johannessen C. et al., 2010). L’ensemble
de ces mutations aboutit donc a la réactivation d’ERK et a la reprise de la

prolifération cellulaire.

En ce qui concerne les voies alternatives, celle qui semble jouer un role tres
important est la voie AKT/PI3K. Cette voie peut étre activée lors de la perte de son
régulateur négatif PTEN, dont la diminution de I’expression est fortement associée a
la réponse au vémurafenib. En effet, dans les mélanomes ou le géne PTEN est intact, le
vémurafenib est capable d’induire I'apoptose de maniéere plus importante que dans le

mélanome ou ce gene se trouve sousexprimé (Xing F. et al.,, 2012). La voie AKT peut
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étre également activée lors de l'apparition au niveau de la protéine RAS (RASQ61K ou
Q61L) ou lors la surexpression des récepteurs des facteurs de croissance tels que
PGFRQ, IGFR, EGFR, MET ou ERBB4, conférant ainsi une résistance au vemurafenib
(Nazarian R. et al., 2010). De plus, I'activation du récepteur EGFR, dans ce contexte, a
été associée a 'augmentation de 'expression de la protéine SOX10. Une autre étude a
montré que dans certains contextes, I'activation de la voie AKT peut conduire a
'activation de la protéine AEBP1 qui favorise la prolifération. Cependant, tous les
mécanismes de résistance qui activent la voie AKT ne conduisent pas forcément a
'activation de cette protéine. Certains régulateurs du cycle cellulaire peuvent aussi
jouer un role dans la résistance. C’est le cas de la cycline D1 dont la surexpression est
liée a la résistance face a I'inhibition de BRAFV600E (Smalley K. et al., 2009). Ainsi, les
mécanismes de résistance sont tres hétérogenes et difficiles a prédire, ce qui
complique la prise en charge thérapeutique des patients. Les études actuellement
réalisées cherchent donc a surmonter la résistance aux vémurafenib en exploitant les

particularités des cellules devenues résistantes ou en combinant le vémurafenib avec

d’autres molécules qui empécheraient la mise en place de la résistance.
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Figure 17 : Les mécanismes de résistance au vémurafenib. La voie MAPK est une voie qui régule la
prolifération et survie de la cellule. Cette voie est activée lors des interactions au niveau membranaire
des facteurs de croissance avec leurs récepteurs. La mutation au niveau de la protéine BRAFV600E
provoque une activation constitutive de cette voie menant ainsi vers une prolifération indépendante
de la présence des facteurs de croissance. Le vémurafenib est un inhibiteur spécifique de la mutation
BRAFV600E, il provoque dans les cellules présentant cette mutation une diminution de la
phosphorylation d’ERK. Cependant, les cellules tumorales développent plusieurs mécanismes qui leur
permettent de surmonter cette inhibition. Ces mécanismes peuvent permettre de réactiver la voie
MAPK a d’autres endroits, en aval ou en amont De méme, d’autres voies qui ménent également a la
prolifération peuvent étre activées suite a la surexpression des récepteurs des facteurs de croissance
et d’autres protéines.
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Figure Recapitilative: Le métabolisme dans les cellules cancéreuses.

La plupart des cellules cancéreuses présente une augmentation de la glycolyse et une
diminution de la phosphorylation oxydative mitochondriale. Ce profil métabolique,
nommé effet Warburg, s’accompagne d’'une augmentation des enzymes impliquées
dans l'incorporation du glucose (GLUTs) ou dans sa transformation via la voie
glycolytique, telles que la Hexokinase II (HKII), la Phosphofructokinase (PFK).
L’augmentation de l’expression ces protéines contriube a l'augmentation du flux
glycolitique. Curieusement, ces cellules expriment également une isoforme spécifique
de la pyruvate kinase, la PKM2, qui présente une activité enzymatique plus faible que
I'isoforme PKM1 (courament exprimé dans les cellules normales). Ainsi, I'expression
de la PKM2 favorise 'accumulation des métabolites glycolytiques et leur orientation
vers d’autres voies métaboliques. Par exemple, le glucose-6-phosphate peut partir
vers la voie de pentose phosphates, grace a 'enzyme Glucose 6-phosphate, souvent
surexprimée dans les cellules cancéreuses. Cette voie, via 'obtention du ribose-5-
phosphate, favorise la synthese des acides nucléiques. De méme, un autre métabolite
glycolytique, le 3-phosphoglycerate, peut bifurqué vers la voie de la sérine, grace a
I'action de la PHGDH (Phosphoglycerate déshydrogénase). Cette voie, qui permet
d’obtenir de la sérine, nécessaire a la synthése des acides aminés, peut également
favoriser I'obtention de la glycine capable d’entrer dans le cycle du folate et favoriser
la synthese des nucléotides.

Une autre caractéristique de l'effet Warburg est la diminution de l'oxydation du
glucose au niveau mitochondrial. Ainsi, le pyruvate, provenant de la transformation
du glucose via la glycolyse, est peu utilisée par la mitochondrie car la enzyme
responsable de sa transformation en Acetyl-CoA, la Pyruvate déshydrogénase (PDH)
est faiblement active dans ces cellules. En effet, les cellules cancéreuses surexpriment
souvent I'’enzyme pyruvate déshydrogénase kinase (PDK), qui en phosphorylant la
PDH, inhibe son activité enzymatique. De cette maniere, le pyruvate est peu utilisé
par les mitochondries et ce métabolite est plutdot transformé en lactate, grace a la
lactate déshydrogénase (LDH).

Les cellules cancéreuses présentent également une augmentation de la captation de la
glutamine via des transporteurs comme la SLC5A. Tout d’abord, la glutamine est
transformée en glutamate grace a la glutaminase (GLS). Ce glutamate peut ensuite
partir vers la voie de la proline et favoiser la synthese des acides aminées ou peut étre
transformé en a-ketoglutarate et entrer dans le cycle de Krebs. Une fois dans le cycle
de Krebs, le a-ketoglutarate permet I'obtention du citrate et la synthese des acides
gras, indispensables pour la prolifération. Une autre posibilité, suggere que l'a-
ketoglutarate peut aussi étre transformé en malate. Ce malate sort de la mitochondrie
pour donner pyruvate, celui qui ensuite transformé en lactate. Cette réaction favorise
la synthese des acides aminées.

Il est important de préciser que I'’ensemble de voies métaboliques actives dans les
cellules cancéreuses peuvent étre interconnectées. Par exemple, la bifurcation du 3-
phosphoglycerate,vers la voie de la sérine, peut favoriser également la synthese du a-
ketoglutarate. Celui-ci peut par la suite entrer dans le cycle de Krebs ou il sera utilisé
pour la synthése du citrate dans le but de favoriser la production des acides gras
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