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PGC-1a régule un programme onco-métabolique capable de réprimer I'agressivité du
cancer de la prostate

Résumé :

La reprogrammation et la plasticité du métabolisme sont maintenant considérées comme des
caractéristiques des cellules cancéreuses et une conséquence de leur adaptation a un
microenvironnement hostile se traduisant par une baisse de la concentration d’oxygene (hypoxie) et
de la disponibilité des nutriments, particulierement le glucose et la glutamine. Donc, les cellules
cancéreuses sont capables d’adapter leur métabolisme pour survivre et proliférer. Des avancées
récentes dans la connaissance de ces modifications permettent I’émergence de nouvelles approches

thérapeutiques ciblant spécifiquement ces changements métaboliques.

Un des principaux régulateurs du métabolisme cellulaire est le coactivateur transcriptionnel PGC-1a
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha). PGC-1la contréle, entre
autres, la biogénese mitochondriale, la phosphorylation oxydative et I'oxydation des acides gras.
Récemment, il a été montré que PGC-la facilite la biogénése mitochondriale dans les cellules
cancéreuses du sein et augmentent significativement leurs potentiels métastatiques. Au contraire, il a
été montré que la surexpression de PGC-1a diminue la formation de métastases dans le mélanome et
I’adénocarcinome prostatique. Cependant, les modifications métaboliques et moléculaires conduisant

a I'agressivité du cancer de la prostate sont, a I’'heure actuelle, peu connues.

Les oncogenes et les génes suppresseurs de tumeurs sont connus pour étre capables de réguler les
adaptations métaboliques des cellules cancéreuses. Plusieurs études ont montré que le nombre de
copies du gene MYC est augmenté dans plus de 30% des cancers de la prostate. Les souris
transgéniques surexprimant c-MYC spécifiquement dans la prostate développent des néoplasies intra-
épithéliales prostatiques suivi d’'un adénocarcinome prostatique, ce qui démontre que c-MYC est
capable de déclencher la tumorigénése prostatique. Au niveau cellulaire, il a été largement montré
gue l'expression du proto-oncogene c-MYC augmente la glycolyse et la glutaminolyse dans les cellules
tumorales, en contrdlant I'expression de genes impliqués dans ces voies métaboliques. De plus, il a
également été montré que c-MYC est capable d’augmenter la voie de synthése des polyamines, en

induisant I'expression de I'enzyme limitante de cette voie, I'ornithine décarboxylase (ODC).

Dans ce contexte, le but de ma thése était d’étudier le réle de PGC-1a sur le métabolisme et
I"agressivité des cellules cancéreuses de prostate.

Au cours de ma these, nous avons démontré que la diminution de I'expression de PGC-1a augmente
les trois caractéristiques fondamentales de I'agressivité tumorale : la prolifération, la migration et

I'invasion. Afin de déterminer les modifications métaboliques impliquées dans ce phénotype, nous



avons réalisé des expériences de métabolomiques en comparant les cellules contrdles aux cellules dont
I’'expression de PGC-1a est diminuée (shPGC-1a). Nous avons montré que la baisse de PGC-l1a
augmente significativement la biosynthése des polyamines. Les polyamines sont impliquées dans de
nombreuses fonctions cellulaires, en particulier la prolifération et la migration cellulaire. Ainsi, nous
avons inhibé la synthése des polyamines avec le DFMO, I'inhibiteur de I’enzyme limitante de la voie :
ODC, ou bien des siRNA dirigés contre ODC. Nous avons montré que les effets pro-migratoires et pro-
invasifs dus a l'invalidation de PGC-1a sont bloqués par le DFMO et les siRNA ODC. De facon
intéressante, I'ajout de polyamines exogénes restaure partiellement I'agressivité des cellules. En
accord avec ces résultats, nous montrons que ODC est surexprimée quand PGC-1a est diminué et que
I’expression de ODC est régulée positivement par I'oncogéne c-MYC. En s’intéressant plus en détail a
cet oncogéne, nous observons que son niveau d’expression augmente dans les cellules invalidées pour
PGC-1a et que I'inhibition de c-MYC bloque les effets pro-migratoires et pro-invasifs dus a I'invalidation
de PGC-1a. Donc c-MYC participe au phénotype agressif lié a I'augmentation de la voie de biosynthése
des polyamines. Ces résultats in vitro ont été confirmés in vivo par I'analyse des micro-métastases, ils
démontrent que les cellules shPGC-1a forment plus de métastases et le traitement par le DFMO inhibe
la formation de micro-métastases. Finalement, les données cliniques démontrent que I'expression de
PGC-1a est diminuée chez des patients atteints de cancer de la prostate, et cette diminution est

corrélée avec une augmentation de c-MYC et ODC.

En conclusion, nous avons démontré que PGC-la est le régulateur majeur d’une voie onco-
métabolique par c-MYC et qui promeut I'agressivité du cancer de la prostate par I'intermédiaire de la
voie de biosynthése des polyamines. Ce nouveau circuit métabolique représente une cible

thérapeutique intéressante pouvant aider a freiner les formes avancées du cancer de la prostate.

Mots-cléfs : Métabolisme ; Cancer de la prostate, Métastases ; Voie des polyamines ; PGC-1a ;

c-MYC



PGC-1a controls an onco-metabolic pathway to restrain prostate cancer

aggressiveness

Abstract:

Metabolism reprogramming are now considered to be characteristic of cancer cells and a consequence
of their adaptations to a hostile microenvironment resulting in a decrease in oxygen concentration
(hypoxia) and the availability of nutrients, particularly glucose and glutamine. Thus, cancer cells can
adapt their metabolism to survive and proliferate. Recent advances in the knowledge of these

modifications allow the emergence of new therapeutic approaches targeting these metabolic changes.

One of the main regulators of cellular metabolism is the transcriptional coactivator PGC-la
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha). PGC-la controls
mitochondrial biogenesis, oxidative phosphorylation and fatty acid oxidation. Recently, it has been
shown that PGC-1a promotes mitochondrial biogenesis in cancer cells and dramatically increases their
metastatic potential. On the contrary, it appears that overexpression of PGC-la decreases the
formation of metastases in melanoma and prostatic adenocarcinoma. However, the metabolic and

molecular changes leading to the aggressiveness of prostate cancer are unclear.

Oncogenes and tumor suppressor genes are known to be able to regulate the metabolic adaptations
of cancer cells. Several studies show that the number of copies of the gene is increased in 30% of
prostate cancers. Transgenic mice overexpressing c-MYC in the prostate develop prostatic
intraepithelial neoplasia followed by prostatic adenocarcinoma. At the cellular level, c-MYC expression
has been shown to stimulate glycolysis and glutaminolysis in tumor cells, by controlling the expression
of genes involved in these metabolic pathways. In addition, c-MYC is also able to increase the
polyamine synthesis pathway by inducing the expression of the limiting enzyme of this pathway,

ornithine decarboxylase (ODC).

In this context, the purpose of my thesis was to study the role of PGC-1a on the metabolism and
aggressiveness of prostate cancer cells.

During my thesis, we have shown that the decrease of PGC-la expression increases the three
fundamental characteristics of tumor aggressiveness: proliferation, migration and invasion. To
determine the metabolic changes involved in this phenotype, we performed metabolic experiments
and compared control cells to cells where PGC-1a expression is decreased. We show that the decrease
of PGC-1a significantly increases the biosynthesis of polyamines. Polyamines are involved in many
cellular functions, particularly in proliferation and cell migration. Thus, we inhibit the synthesis of

polyamines with DFMO, an inhibitor ODC which is the rate limiting enzyme of this pathway. We have



shown that pro-migratory and pro-invasive effects due to PGC-1a knockout are blocked by DFMO and
ODC siRNA. Interestingly, the addition of exogenous polyamine partially restores the aggressiveness of
the cells. Consistent with these results, we show that ODC is overexpressed when PGC-1a is decreased
and that ODC expression is upregulated by the c-MYC oncogene. In addition, we observe that c-MYC
expression increases in cells invalidated for PGC-1a and that the inhibition of c-MYC blocks the pro-
migratory and pro-invasive effects due to the invalidation of PGC-1a. Therefore, c-MYC participates in
the aggressive phenotype related to the increase of the polyamine biosynthesis pathway. These in vitro
results were confirmed in vivo by micro-metastasis analysis, we demonstrate that shPGC-1a cells form
more metastases and treatment with DFMO inhibits the formation of micro-metastases. Clinical data
indicate that PGC-1a expression is decreased in patients with prostate cancer, and this decrease

correlates with an increase in c-MYC and ODC.

In conclusion, we show that PGC-1a is the major regulator of an onco-metabolic which promotes
prostate cancer aggressiveness via the polyamine biosynthesis pathway. This new metabolic circuit

represents a therapeutic target that can help to cure the advanced forms of prostate cancer.

Keywords: Metabolism; Prostate cancer; Metastasis; Polyamine pathway; PGC-1a; c-MYC
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INCA Institut national du cancer

IRM Imagerie par résonnance magnétique
LDH Lactate déshydrogénase

LXRa Liver X recepteur alpha

MEF2C Myocyte enhancer factor 2C

MITF Microphtalmia-associated Transcription
Factor

MME Membrane mitochondriale externe
MMI Membrane mitochondriale interne
mTOR Mechanistic target of rapamycin
NAD Nicotinamide adenine dinucleotide
NRF Nuclear respiratory facto

ODC Ornithine décarboxylase

OXPHOS Phosphorylation oxydative

p38 MAPK p38 mitogen-activated protein
kinase

PDH Pyruvate déshydrogénase

PDK Pyruvate déshydrogénase kinase
PEP Phosphoénolpyruvate

PET Tomographie a émission de positons
PFK Phosphofructokinase

PGC-1a Peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coactivator 1-alpha

PI3K Phosphoinositide 3-kinase

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
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PIP3 Phosphatidylinositol triphosphates
PK Pyruvate kinase

PKA Proteine kinase A

PLP Phosphate de pyridoxal

PPAR Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor-y

PPP Voie des pentoses phosphates

PRC PGC-1-Related Coactivator

PSA Prostatic specific antigen

PSCs Cellules souches prostatiques
PTEN Phosphatase and TENsin homolog
PTP Permeability transition pore

Put Putrescine

PXR Prégnagne X

R5P Ribose-5-phosphate

ROS Espéces réactives de I'oxygene
RXRa Retinoid X receptor o

SAM S-adénosyl-méthionine

SBAU Symptdmes urinaires du bas appareil
SIRT1 Sirtuin 1

SMO Spermine oxydase

Spd Spermidine

Spm Spermine

SRC-1 Steroid receptor coactivator-1

SREBP Sterol regulatory element-binding
proteins

SSAT Spermidine/spermine N1-acétyl-
transférase cytosolique

STE Systeme de transport d’électrons

TFAM Transcription factor A, mitochondrial

TGFB Transforming growth factor

TNM Tumeur, Nodule, Métastase



TR Toucher rectal

TRAP Thyroid receptor-associated protein
TSC2 Tuberous sclerosis complex 2

VDAC Voltage-dependant anion channel
VEGF Vascular endothelial growth factor
VHL Von Hippel-Lindau

YY1 Yin yang-1
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INTRODUCTION



Partie 1 : Prostate et cancer

Chapitre 1 : La prostate : une glande au carrefour uro-génital

1. Description générale et localisation de |la prostate

1.1. Anatomie de la prostate

La prostate est la glande exocrine et fibromusculaire la plus volumineuse de I'appareil urogénital
masculin (Seisen et al., 2012). De la taille d’'un pois a la naissance, elle se développe rapidement a la
puberté sous l'influence de I'hnormone male, la testostérone (Villers et al., 1991). Elle atteint sa taille
et sa forme normales, comparable a celle d’une chataigne, chez I’homme de 20 ans ou elle pése
environ 20g pour un volume de 25cm?, une hauteur de 3cm et une largeur de 4cm (Hermabessiére,
1993). Elle est de couleur blanchatre a rose pale et de consistance assez ferme, élastique
(Hermabessiere). Une deuxiéme croissance prostatique apparait chez la plupart des hommes autour

de 50 ans ou elle devient progressivement hypertrophiée.

La glande prostatique se situe dans la cavité pelvienne, juste sous la vessie, en avant du rectum et en
arriere de la symphyse pubienne (Hermabessiere). Elle est localisée au carrefour des voies urinaires et

génitales (Figure 1).

Vessie

Pubis

Urétre

Testicule

Canal déférent

Figure 1: Localisation anatomique de la prostate dans I’appareil génital masculin
(Source : http.//www.centre-europeen-prostate-paris.com/anatomie-physiologie-prostate.html)

1.1.1. Anatomie externe de la prostate

24


http://www.centre-europeen-prostate-paris.com/anatomie-physiologie-prostate.html

D’un point de vue externe, la prostate se compose des parties suivantes (McNeal, 1972; Villers et al.,

1991; Hermabessiere) (Figure 2) :

e Laface ventrale, plane, presque verticale

e Laface dorsale, convexe

e |'apex prostatique, plus étroit et en position basse, duquel émerge |'urétre, repose sur le
plancher pelvien et est en contact étroit avec les muscles élévateurs de I’anus

e la base, plus large et correspondant a la partie supérieure, soutient la vessie et se divise en 2
portions : une ventrale entourant la partie supérieure de I'urétre, appelée uretre prostatique
et une dorsale ou les vésicules séminales, situées sur la face postérieure de la prostate,
débouchent dans la prostate pour se relier aux canaux déférents et former ainsi les canaux

éjaculateurs.

La prostate est également enveloppée d’'une capsule composée d’une couche interne de cellules

musculaires lisses et d’une couche externe de tissu conjonctif (Ayala et al., 1989).

Cranial

Yentral

1 - Face ventrale

2 - Face dorsale

3 - Apex ou bec

4 - Base

5 - Canaux éjaculateurs
6 - Urétre sus-montanal
7 - Urétre sous-montanal

Figure 2: Anatomie externe de la prostate
(Source : http.//www.anat-jg.com/PeritoineSous/OGH/Prostate.htm)

1.1.2. Anatomie interne de la prostate

La prostate entoure une portion de 'uretre, allant du col vésical de la vessie jusqu’au sphincter strié
situé sous I'apex prostatique (Figure 3). Cette partie de I'uretre se nomme uretre prostatique (Hutch
and Rambo, 1970). Au niveau proximal de la prostate, I'urétre prostatique est entouré par des fibres
musculaires lisses formant ainsi le sphincter lisse urétral. La contraction reflexe de celui-ci au moment
de I’éjaculation empéche ainsi I’éjaculation rétrograde (Farnsworth, 1999; Hayward and Cunha, 2000;

Seisen et al., 2012).
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Au niveau de 'apex de la prostate, l'urétre est entouré par un sphincter en forme de fer a cheval et
composé de fibres musculaires striées (Figure 3). Ce sphincter intrinseque de 'urétre s’insinue au
niveau de la paroi distale de l'urétre prostatique et assure en grande partie la continence urinaire par

commande volontaire (Heinzer et al., 1999).

A mi-chemin entre la base et 'apex de la prostate se trouve le Colliculus séminal, petit monticule
faisant saillie sur la paroi postérieure de I'urétre prostatique (McNeal, 1972) (Figure 3). Au centre du
Colliculus séminal s’ouvre I'utricule prostatique, un canal borgne dirigé vers le haut et I'arriere dans la
prostate, qui est un résidu des canaux de Miiller. Dans le Colliculus séminal, de part et d’autre de
I'utricule prostatique s’abouchent les canaux éjaculateurs, formés par la convergence des canaux
déférents et des vésicules séminales au niveau de la base prostatique (Farnsworth, 1999; Hayward and

Cunha, 2000; Villers et al., 1991).

\\ , /4 ﬂ |

\ \\ ~ a /

Vessie \\\ t S 7 &
Sphincter K|

lisse interne |

— '};\//////
g \
Créte urétrale
Prostate
Colliculus séminal \ I ’ Urticule
\ D % prostatique

Ouverture des \ \ 5 A
canaux éjaculateurs —:(\ S _\,_: Merbrane

Sphincter du périnée

urétral externe

co\v

i

<3 L,L; 4 Glandes
) }’« o bulbo-urétrales

Figure 3: Anatomie interne de la prostate
(Source : https.//www.earthslab.com/anatomy/verumontanumseminal-colliculus/)

1.1.3. Anatomie zonale de la glande prostatique

Le modele anatomique reconnu a I’heure actuelle est celui décrit en 1968 par Mc Neal et al (McNeal,
1968). Il établit I'anatomie zonale de la prostate en prenant pour reperes anatomiques |'urétre
prostatique et les canaux éjaculateurs et prend en compte les origines embryologiques différentes des
zones (McNeal, 1984) (Figure 4). Ce modele remplace les nombreuses études sur le sujet dont la

précédente, celle du modele des lobes prostatiques de Lowsley et al. en 1915 (Lowsley, 1915).
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Bien qu’étant macroscopiquement homogéene et composé majoritairement de tissu glandulaire
tubulo-alvéolaire et de fibres musculaires lisses, le modéle de Mc Neal divise la prostate en quatre

zones anatomiquement distinctes (McNeal, 1980, 1981, 1988; Villers et al., 1991) :

e La zone périphérique englobe la partie distale de l'uretére prostatique et se prolonge en
entonnoir latéralement et postérieurement a I'uretére prostatique. Elle est donc a I'origine de
I'intégralité de I'apex prostatique et d’une petite partie de la base de la prostate. Cette zone
constitue 70% du poids total de la glande.

e lLazone centrale entoure les canaux éjaculateurs et s’insere dans I’'entonnoir formé par la zone
périphérique constituant ainsi la majeure partie de la base de la prostate. Cette zone
représente 25% de la masse prostatique glandulaire totale.

e lLazone de transition est composée de deux lobes entourant I'urétre prostatique proximal, en
amont du Colliculus séminal. Cette zone représente 5% de la masse prostatique glandulaire
totale.

e Le stroma fibromusculaire est situé sur la face ventrale de la prostate, en avant de l'uretere
prostatique. Cette zone, dépourvue de tissu glandulaire, est composée uniquement de fibres

musculaires striées et lisses.

Vésicules
séminales

Canaux
éjaculateurs

Zone centrale

Figure 4: Anatomie zonale de la prostate
(Adapté de McNeal et al., 1988)

1.2. Structure histologique de la glande prostatique
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Le tissu glandulaire prostatique est constitué d’un parenchyme épithélial et d’'un stroma conjonctif

(Figure 5). Dans I'épithélium prostatique se trouve différents types de cellules épithéliales :

Les cellules luminales sécrétrices sont des cellules cubiques différenciées non prolifératives
formant la couche interne de la glande. Ces cellules expriment le récepteur aux androgenes
(AR), leur survie et leur activité sécrétoire sont donc sous le controle des androgénes. Elles
produisent et libérent des protéines prostatiques dans la lumiére de la glande comme
I’antigéne spécifique de la prostate (PSA) (Armbruster, 1993; Bonkhoff et al., 1994), des
polyamines, la phosphatase acide prostatique et des prostaglandines. Les cellules luminales
sont caractérisées par I'expression, en plus de AR (De Marzo et al., 1998), de CD24 et CD26 a
leur surface (Liu et al., 2004), ainsi que les cytokératines (CK) 8 et 18 (Sherwood et al., 1990).
Les cellules basales sont des précurseurs prolifératifs formant une couche continue de cellules
autour des cellules luminales et en contact avec la membrane basale. Elles servent de barriere
entre I'épithélium et le compartiment stromal. Les cellules basales ne sont pas sous le contréle
des androgénes pour leur survie car elles sont dépourvues de AR (De Marzo et al., 1998). Elles
se différencient des cellules luminales par I'expression spécifique de CD44 (Alam et al., 2004;
Liu and True, 2002), p63 (Signoretti et al., 2000; Yang et al., 1998), CK5 et CK14 (Sherwood et
al., 1990) et le manque d’expression de PSA (Bonkhoff et al., 1994).

Les cellules souches épithéliales prostatiques (PSCs), identifiées récemment, sont peu
nombreuses et dispersées dans la couche basale de I'épithélium prostatique (Chua et al.,
2014; Garraway et al., 2010; Goldstein et al., 2010; Karthaus et al., 2014). Elles ont la capacité
de se différencier dans tous types cellulaires formant I'épithélium prostatique (Rybak et al.,
2015). Elles sont indépendantes des androgenes pour leur survie et ont une forte capacité de
prolifération avec un faible niveau d’apoptose. Les PSCs sont caractérisées, a I’heure actuelle,
par l'expression de CD44 (Hurt et al., 2008; Patrawala et al., 2006), un haut niveau
d’expression a leur surface de I'intégrine azB: (Collins et al., 2001) et CD133 (Richardson et al.,
2004). Ces cellules se différencient soit en cellules basales soit en cellules intermédiaires.

Les cellules intermédiaires sont des progéniteurs avec une capacité d’amplification transitoire
situées entre les cellules basales et luminales (Ousset et al., 2012; Xue et al., 1998). Elles sont
sensibles aux androgenes pour leur prolifération et leur différenciation mais n’en sont pas
dépendantes pour leur survie. Ces cellules expriment des marqueurs a la fois des cellules
basales et des cellules luminales tels que CK5, CK14 et CK18 et peuvent se différencier soit en
cellules luminales sécrétrices soit en cellules neuroendocrines (Ousset et al., 2012; Xue et al.,

1998).
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e Les cellules neuroendocrines sont quiescentes, rares, moins de 1%, et dispersées entre les
cellules basales et luminales (Amorino and Parsons, 2004; Noordzij et al., 1995; Parimi et al.,
2014). Elles sécretent des hormones et neuropeptides capables de réguler la croissance, la
différentiation et les sécrétions de I'épithélium prostatique. Elles expriment des marqueurs
spécifiques comme la chromogranine A (ChrA), la synaptophysine et I’énolase spécifique aux

neurones mais n’expriment ni AR ni le PSA (Amorino and Parsons, 2004; Parimi et al., 2014).

L’épithélium prostatique est donc un ensemble de cellules androgéno-dépendantes, de cellules

androgéno-indépendantes et de cellules androgéno-sensibles (Hudson et al., 2000; Wang et al., 2001b)

Membrane basale

Epithélium prostatique

Cellules basales

— —

- -
Cellules luminales Lumen

(CKB. CK18, PSA, CD24, CD26) Cellules intermédiaires

Cellules neuroendocrines (CKS-CK14-CK18’
(Synaptophysin, ChrA)

Cellules basales

- dﬁqgayy“’

© Cellules souches
Cellules stromales —» prostatiques
(@) @) ©)] CD133/AC133, CD44,
® Integrin a,B,

Figure 5: Structure histologique de la glande prostatique
(Adapté de Rybak et al., 2015)

1.3. Vascularisation et innervation de la prostate

Les éléments nécessaires a la vascularisation et a I'innervation de la prostate cheminent sur ses faces

antérieures et latérales.

La vascularisation de la prostate se fait principalement par I'artere vésicale inférieure qui prend
naissance sur l'artére iliaque interne. Les branches urétrales provenant de |'artere vésicale inférieure
vascularisent le col vésical, la zone centrale et de transition alors que les branches capsulaires
antérieures et postérieures vascularisent la zone périphérique de la prostate. Le drainage veineux
prostatique se fait par le plexus de Santorini situé sur les faces antérieures et latérales de la prostate

qui se déverse dans les veines iliaques internes (Griffiths, 1889; Raychaudhuri and Cahill, 2008).
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L'innervation parasympathique de la prostate se fait par les nerfs splanchniques pelviens et joue un
role important dans le contréle de l'activité sécrétoire des cellules luminales. L’innervation
sympathique se fait par les branches terminales des plexus nerveux hypogastriques inférieurs et
participe a la contraction et la relaxation des cellules musculaires des sphincters prostatiques (Galiano

et al., 2010; Raychaudhuri and Cabhill, 2008; Walsh and Donker, 2017).

Le drainage lymphatique s’effectue via les nceuds lymphatiques obturateurs, iliaques externes, sacraux

et glutéaux inférieurs vers les nceuds iliaques internes.

2. Fonction de la prostate

Sa localisation, au croisement de l'uretre et des canaux éjaculateurs, est a l'origine de sa double

fonction urinaire et génitale (Hermabessiere; Wein et al., 2015).

En effet, la glande prostatique, avec les vésicules séminales qui s’y abouchent, est impliquée dans la
synthése et I’émission du liquide séminal, composant indispensable du sperme. Les vésicules séminales
produisent de 60 a 75% du liquide séminal, riche en éléments nutritifs (fructose, phosphorylcholine,
acide ascorbique) il fournit I'énergie nécessaire a la motilité des spermatozoides. Les secrétions
prostatiques représentent 20 a 30% du liquide séminal. Elles contiennent des protéases (fibrinolysine,
fibrinogénase) qui servent a la liquéfaction de I'éjaculat et des polyamines (spermidine, spermine) qui
stimulent la motilité et la suite de la maturation des spermatozoides. Elles sont également riches en
sels minéraux comme le calcium, le magnésium, le phosphore, le potassium et le zinc, en
prostaglandines et en acide citrique qui sont impliqués dans la survie des spermatozoides, leur mobilité
et leur résistance a l'acidité du vagin. La prostate permet également d’obturer I'urétre pendant

I’éjaculation, grace au sphincter lisse urétral, évitant ainsi le mélange d’urines et de sperme.

Plus indirectement, elle participe également au cycle miction/continence par ses rapports étroits avec
I'uretre qui la traverse, sa proximité avec le col vésical de la vessie, le sphincter urétral intrinseque et
les structures de maintien de la vessie que sont les ligaments pubo-vésicaux et I'aponévrose pelvienne.
De plus, les fibres musculaires lisses présentes dans la prostate permettent aussi d’éviter la remontée

d’urines dans les vésicules séminales lors de la miction.

Enfin, la prostate n’a pas de role direct dans I’érection mais est entourée par des pédicules vasculo-

nerveux impliqués dans la réponse sexuelle masculine.

De ce fait, les modifications anatomiques de la glande prostatique lors du vieillissement ou en cas
d’atteinte pathologique peuvent étre a I'origine de dysfonctions sexuelles (fertilité, éjaculation) et de

troubles urinaires (Epstein et al., 1991; Fitzpatrick, 2006).
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3. Les principales pathologies liées a la prostate

La prostate peut étre le centre de trois principales pathologies : I'infection de la prostate ou prostatite,

I’hyperplasie bégnine de la prostate (HBP) ou adénome de la prostate et le cancer de la prostate.
3.1. La prostatite

Comme son étymologie I'indique, la prostatite est une infection de la glande prostatique (Khan et al.,
2017). Elle se développe chez les hommes a tout dge mais affecte principalement les hommes entre

30 et 50 ans. Il existe deux principaux types de prostatites :

e la prostatite chronique est une inflammation de la prostate d’origine non bactérienne mais
dont les causes ne sont pas claires (Khan et al., 2017; Sandhu and Tu, 2017). Les symptomes
sont présents sur une durée de plusieurs mois et sont principalement des douleurs pelviennes
ainsi que des problémes urinaires et sexuels. C’est le type de prostatite le plus commun chez
I’'hnomme, 90-95% des prostatites diaghostiquées mais son traitement est compliqué (Schoeb
etal., 2017).

e la prostatite aigue est une inflammation aigue d’origine microbienne (Krieger and Thumbikat,
2016). Les symptémes apparaissent soudainement et sont séveres, allant de simples brllures
urinaires a des sepsis séveres. Elle est rare, environ 1% des hommes développeront une
prostatite aigue au cours de leur vie mais nécessite un traitement médical immédiat

(antibiothérapie) (Schoeb et al., 2017).

3.2. L’hyperplasie bénigne de la prostate

L’hyperplasie ou hypertrophie bénigne de la prostate (HBP) aussi appelée adénome prostatique est
une augmentation non cancéreuse du volume de la prostate (Bastien et al., 2012; Roehrborn, 2005)
pouvant constituer un obstacle a I'écoulement des urines. Elle apparait chez ’lhomme au cours du

vieillissement et sa prévalence croit fortement avec I'augmentation de I’age (Lepor, 2005).

Les symptomes de I'HBP sont associés a de nombreux symptdmes urinaires du bas appareil (SBAU).
Ces symptomes alterent la qualité de vie des patients et peuvent étre a |'origine de complications

potentiellement graves. Les SBAU sont fréquemment associés avec une dysfonction sexuelle.

Les différentes alternatives thérapeutiques dépendent de I'importance des SBAU, de |'apparition de
complications, et de la préférence du patient (Dhingra and Bhagwat, 2011; Priest et al., 2012). En effet,
en cas d’une HBP sans complications et de SBAU minimes, sans altération de la qualité de vie, une
surveillance annuelle est suffisante. Dans le cas d’'une HBP sans complications mais avec des SBAU

modérés/séveres altérant la qualité de vie, un traitement médical est mis en place.
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Il existe 3 classes de traitements pour I’HBP : les a-bloquants, les inhibiteurs de la 5-alpha réductase et
la phytothérapie. L'objectif du traitement est la réduction des symptdmes et 'amélioration de Ia
qualité de vie en réduisant la géne liée aux symptémes urinaires. En cas d’"HBP avec complications ou
de SBAU résistant au traitement médical, il est nécessaire de mettre en place une intervention
chirurgicale. Il s'agit du traitement curatif de I'HBP. L'objectif principal est d'améliorer la qualité de vie

des patients en réalisant I'exérése de I'adénome.
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Chapitre 2 : Le cancer de la prostate

1. Epidémiologie

Avec 1,1 million de nouveaux cas dans le monde en 2012, le cancer de la prostate (CaP) est le deuxieme
cancer le plus fréquent chez I'lhomme (Jemal et al., 2010; Wong et al., 2016) (Figure 6; Source
GLOBOCAN). En France, c’est le cancer le plus fréquent chez ’'homme, loin devant les cancers du
poumon et colorectaux (Source Institut National du Cancer (INCA)) (Figure 7). En effet, il représente
26% de I'incidence de I’ensemble des cancers masculins. Le nombre de nouveaux cas de CaP observés
en 2013 s’élevait a 48 427 en France métropolitaine. De plus, les taux départementaux d’incidences
varient du simple (53,3/100 000 hommes/ans en Corse) a plus du double (134,4/100 000 hommes/ans
dans le Doubs) (Figure 8 ; Source INCA).

Apres une forte augmentation de I'incidence du CaP entre 1980 et 2005, passant de 24,8 a 127,1 cas
pour 100 000 hommes par année, le taux d’incidence a ensuite nettement baissé pour atteindre 97,7
cas pour 100 000 hommes par année en 2011, ce qui représente une diminution de l'incidence de 6 %
par an en moyenne (Figure 9 ; Source INCA). Cette forte augmentation de I'incidence du CaP entre
1980 et 2005, est principalement due au fait du large usage du dosage du PSA dans les moyens de
dépistages en 1985 (Grosclaude et al., 2015). La baisse de I'incidence aprés 2005 peut s’expliquer,
d’une part, par le fait qu’apres plusieurs années de dépistage, la majorité des cancers ont été détectés
et d’autre part, par la prise de conscience du risque de surdiagnostic et donc de surtraitement

(Grosclaude et al., 2015).
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Figure 6: Taux d’incidence mondial du cancer de la prostate en 2012
(Source : http://qlobocan.iarc.fr/old/FactSheets/cancers/prostate-new.asp)

33


http://globocan.iarc.fr/old/FactSheets/cancers/prostate-new.asp

Sein ! 54062
Prostate* 53913

Poumon 30401
Célon-rectum
Vessie

Rein

Corps de l'utérus

Levre, cavité orale, pharynx

Foie

Mélanome de la peau HFemmes

Pancréas mHommes
Estomac

Ovaire

(Esophage

Systéme nerveux central
Thyroide

Col de I'utérus

Larynx

Testicule |

T
10000 20000 30000 40000 50000 60000

* Les données de projection 2015 ne sont pas fournies pour ce cancer. Il sagit de lestimation pour 2011,
Source : Partenarlat Francim/HCL/Santé publique France/INCa [Leone N, 2015]. Traitement : INCa 2015

Figure 7 : Classement des tumeurs solides par incidence estimée en 2015 en France métropolitaine selon le sexe
(Source : http://www.e-cancer.fr/ressources/cancers_en_france/#page=13)
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Figure 8 : Taux d’incidence du cancer de la prostate a I’échelle départementale entre 2008 et 2010
(Source : http://www.e-cancer.fr/ressources/cancers _en_france/#page=62)
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Figure 9 : Evolution de l'incidence et de la mortalité par cancer de la prostate de 1980 a 2012 en France métropolitaine
(Source : http.//www.e-cancer.fr/ressources/cancers _en_france/#page=60)
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Avec plus de 300 000 morts en 2012 dans le monde, le CaP est la cinquiéme cause de mortalité par
cancer chez I'homme dans le monde (Jemal et al.,, 2010; Wong et al., 2016) (Figure 10; Source
GLOBOCAN). En France, le CaP se situe au troisieme rang des déces par cancer chez I’homme (Figure
11 ; Source INCA) avec 8 625 décés en 2013. Le taux de mortalité pour ce cancer augmente avec I'age,
en effet, prés de 79 % des déces par CaP concernent des hommes de 75 ans et plus, avec un age médian
au moment du déces de 83 ans (Grosclaude et al., 2015). Les taux départementaux de mortalité ne
sont pas le reflet de ceux de I'incidence et sont les plus élevés en Guadeloupe (Figure 12 ; Source INCA).
Contrairement a I’évolution de I'incidence, la mortalité du CaP diminue régulierement depuis 1990,
avec une diminution du taux de mortalité de 4 % par an en moyenne entre 2005 et 2009 (Figure 9;
Source INCA). Cette baisse se ressent en premier et nettement chez les patients jeunes. Elle s’explique
en partie par I'amélioration de la prise en charge thérapeutique, notamment pour les cancers
métastatiques résistants a la castration, et par la pratique du dépistage précoce du cancer de la
prostate, ce qui permet de les diagnostiquer quand ils sont curables et de bon pronostic (Grosclaude

et al., 2015).
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Figure 10 : Taux de mortalité mondiale du cancer de la prostate en 2012
(Source : http://qlobocan.iarc.fr/old/FactSheets/cancers/prostate-new.asp)
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Figure 11 : Classement des tumeurs solides par mortalité estimée en 2015 en France métropolitaine selon le sexe
(Source : http://www.e-cancer.fr/ressources/cancers_en_france/#page=14)
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Figure 12 : Taux de mortalité du cancer de la prostate a I'échelle départementale entre 2011 et 2013
(Source : http://www.e-cancer.fr/ressources/cancers_en_france/#page=62)

Entre 2005 et 2010, la survie globale des hommes, standardisée sur I'age, était de 93% a 5 ans (Figure

13 ; Source INCA).

Survie nette pour
les hommes diagnostiqués

entre 1989 et 2010** (%)

Tous [survie nette standardisée) 88 80
15-54 ans 91 86
55-64 ans 93 89
65-74 ans 92 85
85-84 ans 82 68
85 ans et plus 62 49

*Tous registres. **Registres couvrant I'ensemble de la période 1989-2010.
Source : Partenariat Francim/HCL/Santé publique France/INCa [Cowppli-Bony A, 2016

Figure 13 : Survie nette du cancer de la prostate a 5 et 10 ans en France métropolitaine, par dge
(Source : http://www.e-cancer.fr/ressources/cancers_en_france/#page=63)
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2. Facteurs de risque

Il y a deux types de facteurs héréditaires et environnementaux qui contribuent a la carcinogénése
prostatique mais a I’heure actuelle seulement I'dge, les antécédents familiaux et 'origine ethno-

géographique ont clairement été établies comme des facteurs de risques.
2.1. U'age

Le cancer de la prostate est rare avant 55 ans mais son incidence croit fortement avec I'dge (Grosclaude
etal.,2015; Jemal et al., 2010). En effet, ce cancer survient dans environ 66 % des cas chez des hommes
agés de 65 ans et plus. Plus en détail en 2011, avant 55 ans l'incidence du CaP était de 60 cas pour
100 000 hommes-années (HA). Ce taux passe a environ 400 cas pour 100 000 HA pour les personnes
de 55 a 64 ans. L'incidence du CaP est la plus forte pour la tranche d’age des 65 a 74 ans (900 cas pour
100 000 HA), concomitant avec un dge moyen au diagnostic actuellement de 70 ans. A partir de 75 ans,
I'incidence du CaP baisse progressivement, 750 cas pour 100 000 HA chez les 75-84 ans, pour arriver a
600 cas pour 100 000 HA chez les hommes de 58 ans et plus en 2011 (Grosclaude et al., 2015). Le
cancer de la prostate est donc un probleme de santé publique majeur dans le monde et en particulier
dans les pays développés, ol I'espérance de vie est la plus longue. De plus, du fait de 'augmentation

de cette derniere, I'incidence du CaP devrait encore augmenter.
2.2. Facteurs héréditaires et familiaux

Plusieurs études permettent d’affirmer que les antécédents familiaux font augmenter le risque de
développer un cancer de la prostate (Hemminki and Czene, 2002; Zéller et al., 2014). En effet, il a été
montré que le risque de développer un cancer de la prostate est de 2.5 a 3 fois plus élevé chez les
hommes dont le pére et/ou le frére a eu un cancer de la prostate (Bruner et al., 2003; Johns and
Houlston, 2003; Kicinski et al., 2011). Il augmente de 2 fois les chances d’avoir un cancer de la prostate
pour les hommes dont un parent au deuxieme degré (grand-pére, oncle, neveu, demi-frere) a été
diagnostiqué avec un cancer de la prostate (Bruner et al., 2003). Plus le nombre de parent proche
atteint d’un CaP est élevé (trois ou plus) plus le risque de développer un CaP augmente. Ce risque est
également affecté par I'dge auquel le proche parent a recu le diagnostic de cancer de la prostate. En
effet, le risque est davantage augmenté sile CaP a été diagnostiqué avant 60 ans (Hemminki and Czene,
2002; Johns and Houlston, 2003; Kicinski et al., 2011). Le risque est également plus élevé chez les
hommes dont la mere a recu un diagnostic de cancer du sein (Chen et al., 2008). Ces facteurs
héréditaires ne permettent d’expliquer que 5 a 10% des cas de CaP diagnostiqués en France (Hemminki
and Czene, 2002). De plus, il n’y a a ce jour que peu de preuves impliquant des genes de prédisposition
au CaP, cela nécessite donc d’étre plus étudié. Les génes dont les mutations semblent le plus étre

impliquées, a I’heure actuelle, dans le développement d’un CaP héréditaires sont : BRCA2 (Taylor et
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al., 2017; Tryggvadottir et al., 2007), le syndrome de lynch (Haraldsdottir et al., 2014; Ryan et al., 2014),
RNasel (Meyer et al., 2010; Xiang et al., 2003), ELAC2 (R6kman et al., 2001; Wang et al., 2001a) et
MSR1 (Seppéld et al., 2003; Sun et al., 2006).

2.3. Facteurs ethno-géographiques

Les données issues des registres mondiaux montrent qu’il existe une tres grande différence d’incidence
entre les pays et des disparités sont également observées entre les différentes origines ethniques

(Figure 6).

Pas loin de 70% des cas de CaP sont retrouvés dans les pays les plus développés (Jemal et al., 2010;
Wong et al., 2016). Les taux d’incidence du CaP varient de 25 fois entre les différents pays, les
incidences les plus fortes sont retrouvées en Australie (111.6 cas/100 000 HA), Amérique du Nord (97.2
cas/100 000 HA) et Europe du Nord et de I’Ouest (en particulier la France 97.7 cas/100 000 HA), du fait
de la généralisation du dépistage par le PSA et les biopsies, les taux les plus faibles concernent les
populations asiatiques (10.5 cas/100 000 HA) et en particulier I’Asie du Sud et de I'Est (4.5 cas/100 000
HA). Plus précisément, on constate des différences d’incidence au sein méme des pays de I’'Europe

avec une incidence plus élevé dans les pays au Nord que dans les pays situés au Sud (Figure 6).

En termes de mortalité, il y a moins de variations observées, que pour l'incidence, entre les différents
pays du monde (approximativement 10 fois) avec un nombre de morts par CaP plus grand dans les

pays peu développés comparé aux pays plus développés (Figure 10).

Ces données soulévent la question d’un lien entre le risque de développer un CaP et I'origine ethnique.
En effet, I’origine ethnique a été identifiée comme étant un facteur de risque de développer un cancer
de la prostate (Bokhorst and Roobol, 2015; Gann, 2002; Kheirandish and Chinegwundoh, 2011).
Plusieurs études ont montré que les hommes noirs ont plus de chance d’avoir un cancer de la prostate
(Bokhorst and Roobol, 2015; Gann, 2002; Kheirandish and Chinegwundoh, 2011), suivis des hommes
blancs et des hommes asiatiques (McCracken et al., 2007; Miller et al., 2008). Les hommes noirs vivant
aux Etats Unis ou en Angleterre ont, respectivement, 2.4 a 3 fois plus de risque de développer un CaP
gue les hommes blancs au méme age pour les mémes pays, avec un niveau de PSA légerement plus
élevé chez les hommes noirs (Evans et al., 2008; Lloyd et al., 2015). De plus, il a été observé que les
hommes noirs sont, en moyenne, diagnostiqués 5 ans plus t6t que les hommes blancs pour le CaP.
Cependant, il n’a pas été montré de différence significative pour le score de Gleason et le stade clinique
entre les hommes noirs et blancs. Il ne semble pas non plus avoir de différence de mortalité par CaP
entre ces deux populations (Evans et al., 2008; Kheirandish and Chinegwundoh, 2011; Lloyd et al.,
2015). Enfin, au sein de la population francaise, I'incidence du cancer de la prostate apparait 2 fois plus

élevée chez les personnes d’origine africaine ou antillaise dans les départements d’outre-mer
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(Multigner). Cependant, les causes pour expliquer ces différences d’incidences en fonction de I'origine

ethnique ne sont a I’heure actuelle encore pas identifiées.

De facon intéressante, plusieurs études ont rapporté que des hommes migrant d’une zone
géographique avec une faible incidence, par exemple les pays d’Asie, vers une zone géographique avec
une forte incidence de CaP, par exemple I’Amérique du Nord et les pays Européens, acquiérent un
risque de développer un CaP plus élevé que dans leur pays de naissance (Lichtensztajn et al., 2014; Luo

et al., 2004).
2.4. Les facteurs de risques exogénes

Comment expliquer les importantes différences d’incidences et de mortalités entre les différentes
régions géographiques, avec un risque élevé de CaP aux Etats Unis et en Europe et un faible risque en
Asie ? Ou encore que les personnes migrant d’une région a faible risque vers une région a haut risque
acquierent un haut risque de développer un CaP. Ces variations tendent a prouver I'existence de
facteurs exogenes liés au mode de vie des pays occidentaux. De plus, si les facteurs de risques avérés
comme I'age, les antécédents familiaux et I'origine ethnique ne peuvent étre modifiés, les modes de
vie peuvent quant a eux étre contrOlés et pourraient constituer des recommandations pour la
prévention du CaP. C’est le cas de certains facteurs environnementaux modifiables comme les régimes
alimentaires, le style de vie (sport, tabac, activité sexuelle) qui ont été montré comme potentiel risque
de développement et de progression du CaP (Brookman-May et al., 2018). D’autres facteurs, découlant
du style de vie, sont susceptibles de jouer un réle dans le développement du CaP, c’est le cas de I'indice
de masse corporelle (IMC), des maladies métaboliques et de la prise de certains médicaments (Campi

et al., 2018).
2.4.1. L’alimentation

De nombreuses études épidémiologiques et cas-témoins sur le cancer de la prostate incriminent le
régime alimentaire et les nutriments comme facteurs étiologiques ou bénéfiques modulant le risque
de tumorigénése prostatique (Hackshaw-McGeagh et al., 2015; Lin et al., 2017; Mandair et al., 2014,
Nelson et al., 2014; Peisch et al., 2017).

Parmi les facteurs alimentaires a risques, la viande rouge a été suggérée comme augmentant le risque
de développer plusieurs types de cancers, dont le CaP (Joshi et al., 2012; Wu et al., 2016). Méme si de
nombreuses études ont essayé de déterminer le réle que pouvait avoir une consommation élevée de
viande rouge, les résultats restent contradictoires. Malgré tout, I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) a classé les viandes transformées comme « agent cancérogéne pour ’homme » (Groupe 1) et

les viandes rouges comme « agent probablement cancérogéne pour I’homme » (Groupe 2A).
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La consommation d’acides gras insaturées a également un role dans la carcinogéneése, elle est plus
particulierement associée avec un plus fort risque de développer des formes avancées ou létales du
CaP, alors que la consommation d’acide gras monoinsaturés, et polyinsaturés (oméga 3 par exemple)

ne sont pas associés avec le risque de développer un CaP (Ferro et al., 2017; Peisch et al., 2017).

Plusieurs études ont suggéré qu’une consommation excessive de calcium (au-dessus des doses
journaliéres recommandées de 1000mg) et/ou de produits laitiers est associé avec une aggravation du
risque de développer un CaP avancé ou métastatique, comparé a une faible consommation de calcium

(Hackshaw-McGeagh et al., 2015; Mandair et al., 2014; Peisch et al., 2017).

Parmi les facteurs alimentaires protecteurs, les fruits et |égumes, en particulier les tomates, riches en
lycopéne, et les légumes cruciféeres, ont un bénéfice avéré dans le cancer de la prostate (Hackshaw-

McGeagh et al., 2015; Mandair et al., 2014; Peisch et al., 2017).

Certains polyphénols ont également été étudiés dans la prévention du CaP. C'est le cas des isoflavones,
des phytoestrogénes avec de fortes propriétés antioxydantes, présents en grandes quantités dans le
soja. En effet, la consommation de soja est beaucoup plus élevée chez les populations asiatiques et
pourrait expliquer les faibles taux d’incidence de CaP de ces populations, cela a donc déclenché leurs
études plus approfondies. Ces études montrent que les produits a base de soja ont un effet préventif
dans le CaP mais plus d’études sont nécessaires pour clarifier leurs réles préventifs (Hackshaw-

McGeagh et al., 2015; Mandair et al., 2014; Peisch et al., 2017).

Un autre aliment contenant des polyphénols et étant abondamment consommé en Asie suscite de
I'intérét dans la prévention du CaP, le thé vert. En effet, il a été montré que compléter son alimentation
avec du thé vert pouvait chez certaines personnes prévenir le CaP et avoir des bénéfices chez des
patients atteints d’"HBP. Il n’y a cependant pas de preuves a I’heure actuelle de I'effet bénéfique du thé
vert chez les patients déja diagnostiqués avec un CaP (Hackshaw-McGeagh et al., 2015; Mandair et al.,

2014; Peisch et al., 2017).

Malgré de nombreuses études, I'implication positive ou négative des compléments alimentaires
contenants du sélénium, des vitamines A, E et D, dans le CaP n’a pas été clairement établie (Hackshaw-

McGeagh et al., 2015; Mandair et al., 2014; Peisch et al., 2017).
2.4.2. Le mode de vie

Les pays occidentaux ayant la plus grande incidence de CaP ont également le plus grand nombre de
personnes en surpoids ou obéses. De ce fait, de nombreuses études ont essayé de déterminer si
I'obésité pouvait étre impliquée dans le développement du CaP (Brookman-May et al., 2018;

Hackshaw-McGeagh et al., 2015; Peisch et al., 2017). Malheureusement, le résultat de ces études n’est
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pas cohérent et la plupart ne montre pas d’association entre I'IMC et I'incidence du CaP. Cependant,
d’autres études qui se sont focalisées sur la relation entre I'lMC et la mortalité par CaP ont montré que
des personnes en surpoids ou obéses, au moment du diagnostic, ont plus de risque d’avoir un CaP

agressif et d’en mourir.

Le tabagisme ne semble pas impliqué dans le développement du CaP mais semble augmenter le risque
de formes agressives et la mortalité causée par le CaP. L’association du tabagisme avec le traitement
chirurgical ou médical du CaP entraine une augmentation significative de la progression et de la

mortalité (Brookman-May et al., 2018; Hackshaw-McGeagh et al., 2015; Peisch et al., 2017).

A contrario, la pratique une activité physique réguliére et soutenue (trois heures ou plus par semaine)
réduit de prés de 60% le risque de récidive et de déces par CaP mais ne semble pas avoir d'impact sur
le risque de développer un CaP (Brookman-May et al., 2018; Hackshaw-McGeagh et al., 2015; Peisch
etal., 2017).

L'exposition aux pesticides a été corrélé avec une augmentation du CaP, en particulier chez les
agriculteurs, avec une augmentation du risque de 7 a 19%, et chez les ouvriers d’usines de production
de pesticides, avec une augmentation de 12 a 28% (Alavanja et al., 2005 ; Koutros et al., 2010 ; Van
Maele-Fabry and Willems, 2004 ; Van Maele-Fabry et al., 2006). Ces résultats ont été obtenus apres
I"analyse de plusieurs études, en particulier les données de la cohorte AHS (Agricultural Health Study),
réalisées au cours des 30 dernieres années, principalement en Amérique du Nord. Cette cohorte a
étudié une cinquantaine de matiéres actives différentes (Alavanja et al., 2003 ; Dosemeci et al., 2002)
et I'analyse des informations recueillies par cette cohorte a permis de mettre en évidence que
I’exposition au butylane un herbicide de la famille des thiocarbamates et au terbufos, un insecticide
organophosphoré, est associée a un risque significativement augmenté de survenue du cancer de la
prostate pour les catégories d’expositions les plus élevées (Bonner et al., 2010 ; Lynch et al., 2009).
D’autres analyses statistiques de cette cohorte ont quant a elles pris en compte les antécédents
familiaux de CaP au premier degré, étant un facteur de risque avéré de développer un CaP, comme
facteur d’interaction. Ces études ont montré que, pour certains pesticides, seuls les hommes exposés
et ayant des antécédents familiaux de CaP présentaient un risque de CaP plus élevé que les personnes
n’ayant que des antécédents familiaux. C’est la cas de I'herbicide butylane (Lynch et al., 2009) et des
insecticides carbofuran (Bonner et al., 2005), coumaphos (Christensen et al., 2010), fonofos (Mahajan
etal., 2006) et perméthrine (Rusiecki et al., 2009). Cependant, ces résultats n’ont pas été retrouvés en
France, suite a I'’étude AGRICAN, qui s’est intéressée aux risques de cancer d’une population
d’agriculteurs (Levéque-Morlais et al., 2015). En France, la substance actuellement mise en cause, dans

la survenue du CaP, mais qui est maintenant interdite est la chlordécone chez les populations des
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Antilles francaises (Multigner et al., 2010). La chlordécone est un insecticide de la famille des
perturbateurs endocriniens qui a longtemps été utilisé aux Antilles pour lutter contre le charancon du
bananier. Cette substance, interdite depuis 1993, tres stable persiste encore dans les sols et contamine

certaines ressources végétales ou animales ainsi que I'eau.

La prévention du CaP est un enjeu de santé publique majeur, méme si des progres significatifs et de
nombreuses études ont identifiés des facteurs de risques et bénéfiques, les preuves ne sont pas assez
fortes pour pouvoir faire des recommandations sur la prévention du CaP et les facteurs de risque
clairement identifiés (age, antécédents familiaux, race) ne peuvent étre contrdlés. Cependant, des
modifications du régime alimentaire et du mode de vie semblent réduire le risque de développement
et de progression du CaP et peuvent aider les hommes a vivre plus longtemps et dans de meilleures
conditions. De plus, 80% des cas de cancer de la prostate sont des cas sporadiques, ce qui prouve la
nécessité de trouver des facteurs de risques permettant d’éviter le développement du cancer de la

prostate.

3. Etiologie du cancer de la prostate

La grande majorité des cancers de la prostate prennent leur origine dans la zone périphérique (60 a
70%) de la glande prostatique et gardent une certaine structure glandulaire. 10 a 20% des cancers de
la prostate apparaissent dans la zone de transition et 5 a 10 % ont pour origine la zone centrale de la
glande prostatique (Packer and Maitland, 2016; Schrecengost and Knudsen, 2013). Le CaP, comme tout
cancer, nait du déséquilibre entre une prolifération accrue et une mort cellulaire inhibée conduisant a
la formation de tumeurs malignes. Il existe plusieurs types de CaP qui different selon I’origine cellulaire
conduisant au cancer et qui de ce fait auront une croissance et une agressivité différentes. Dans plus
de 95% des cas, le CaP est issu des cellules épithéliales de la glande et est alors classifié en
adénocarcinome prostatique (Lee and Shen, 2015; Packer and Maitland, 2016; Schrecengost and
Knudsen, 2013). De trés rares tumeurs se développent a partir du stroma prostatique et sont appelées
sarcome prostatique. Les adénocarcinomes prostatiques comprennent plusieurs sous types :
|’adénocarcinome acinaire est la forme de CaP la plus courante, a pour origine les cellules luminales et
est de ce fait androgéno-dépendant, le carcinome des cellules basales qui est plus rare mais dur a
diagnostiquer est agressif et de mauvais pronostique et enfin le carcinome neuroendocrine forme la
plus rare, se manifeste chez les hommes jeunes et est tres agressif avec une issue tres souvent fatale
(Amorino and Parsons, 2004; Parimi et al., 2014). Le cancer de la prostate est donc tres hétérogéne et
multifocal, il résulte de foyers tumoraux ayant pour origine un ou plusieurs types cellulaires et ne

forme pas une masse tumorale bien distincte du tissu sain mais diffuse a plusieurs endroits.
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Le CaP présente aussi une importante hétérogénéité intratumorale, en effet au sein de la prostate d’un
méme individu, on observe des foyers tumoraux histologiquement différents correspondant a des
stades distincts. Il existe également une forte hétérogénéité inter-patients qui s’observe par I’évolution
différente du CaP entre deux patients avec le méme stade tumoral. Tous ces parametres rendent
difficile I'établissement précis du stade tumoral, le traitement a envisager et la prédiction de son

évolution.

4, Dépistage et diagnostic du cancer de la prostate

4.1. Dépistage précoce

La détection précoce du CaP consiste a rechercher la maladie chez un patient asymptomatique
appartenant a une population précise dans le but d’améliorer les chances de guérison du patient. La
détection précoce du CaP repose sur l'identification des facteurs de risque, le toucher rectal, et
majoritairement le dosage du PSA. Le PSA est une protéine synthétisée et sécrétée par la prostate (Balk
et al., 2003; Lilja, 2003). L'augmentation de sa concentration sanguine entraine la suspicion de CaP
(Lilja et al., 2008; Rozet et al., 2016). Cependant la valeur du PSA peut également augmenter a cause
d’une inflammation de la prostate ou d’une hyperplasie de la prostate (Nadler et al., 1995).
L’augmentation de PSA doit donc étre couplée au toucher rectale pour réduire le risque de faux positifs
(Rozetetal., 2016). La place exacte des nouveaux biomarqueurs (Velonas et al., 2013), des calculateurs
de risque et de I'IRM reste encore a établir (Cuzick et al., 2014). L'objectif du dépistage précoce est la
réduction de la mortalité spécifique et le maintien ou, mieux encore, I'amélioration de la qualité de vie

des personnes cibles.

En cas de facteur de risque (cf. « Facteurs de risque »), le dépistage doit s’instaurer dés 45 ans. Pour
les personnes sans facteurs de risques, la période de diagnostic précoce s’étend de 50 ans a 75 ans en
général. Il n’y a pas d’intervalle strictement défini entre deux procédures de détection précoce. La

valeur du PSA et I’age du patient définissent cet intervalle, propre a chaque cas (Rozet et al., 2016).

Le dépistage systématique du CaP organisé a |'échelle nationale est particulierement controversé
(Carter, 2006; Gomella et al., 2011). En effet, le PSA, n’étant pas exclusif au CaP, peut conduire au
surdiagnostic et par conséquent au risque de surtraitement (Carlsson and Kattan, 2016; llic et al.,
2013). Les risques associés au surdiagnostic sont d’exposer des patients a de potentielles complications

dues a I'approfondissement du diagnostic par des techniques invasives, c’est-a-dire des biopsies.

Si a ce jour, aucune étude n’a établi de bénéfice du dépistage du CaP pour I'état de santé globale de
la population dépistée, en revanche, le dépistage du CaP a prouvé sa capacité a diminuer la mortalité

spécifique de la maladie (Arnsrud Godtman et al., 2015; Schroder et al., 2014). En effet, I'un des
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bénéfices avérés de la détection précoce a été la diminution considérable des formes métastatiques
au diagnostic, limitant la morbidité et les colts des traitements des formes avancées (Arnsrud

Godtman et al., 2015; Buzzoni et al., 2015; Welch et al., 2015).
4.1.1. Outils du dépistage

Le cancer de la prostate est asymptomatique au début. Dans une forme plus avancée, il entraine
I"apparition de troubles urinaires ou érectiles. Le diagnostic précoce de la maladie est possible grace a
trois examens : le dosage du PSA (Prostatic Specific Antigen), le toucher rectal (TR) et les biopsies

prostatiques.
4.1.1.1. Le toucher rectal

Le toucher rectal est un examen médical indolore et cliniquement simple lors duquel un médecin
introduit un doigt ganté et lubrifié dans le rectum du patient, via I'anus. Chez I'homme, le toucher
rectal permet entres autres I'analyse de la prostate. Lorsqu’elle est normale, elle a une consistance
souple et réguliere. En cas de prostatite, la prostate est douloureuse. En cas d’hypertrophie bénigne
de la prostate, elle peut étre anormalement grosse et perdre son sillon médian mais elle conserve un
aspect régulier et homogéne. En cas de cancer de la prostate, la prostate possede des lésions dures,
irrégulieres, de consistances pierreuses, et non douloureuses. Dans ces cas, des nodules intra

capsulaire ou débordant de la prostate peuvent étre présents (Rozet et al., 2016).

Le TR est recommandé préalablement a la prescription du dosage du PSA total (Gosselaar et al., 2008).
Un TR suspect est associé a un risque plus élevé de tumeur indifférenciée, et est une indication de
biopsies prostatiques quelle que soit la valeur du PSA (Catalona et al., 1994). Cependant, un toucher

rectal normal n’exclut pas un cancer de la prostate de petite taille.
4.1.1.2. Le dosage du PSA

Le PSA est une glycoprotéine synthétisée et sécrétée spécifiquement par I'épithélium prostatique et
témoignant de son activité (Balk et al., 2003; Lilja, 2003; Rao et al., 2008). Lors de la tumorigénese
prostatique, la prolifération des cellules tumorales ainsi que la désorganisation du tissu prostatique
entrainent un passage plus important de PSA dans la circulation (Lilja et al., 2008; Rao et al., 2008).
Cependant, des pathologies bénignes (infection ou hyperplasie) peuvent entrainer une augmentation
du taux de PSA sanguin au-dessus de la norme (supérieur a 4 ng/ml) (Nadler et al., 1995). En général,
le risque de CaP augmente avec la valeur du PSA total (Thompson et al., 2004). En effet, les pathologies
prostatiques bénignes augmentent, généralement, plus faiblement la valeur du PSA que les CaP
(augmentation d’un facteur 10). Une augmentation du taux de PSA n’est donc pas une preuve directe

de la présence d’un cancer et nécessite des examens complémentaires pour confirmer la présence
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d’un CaP (Carlsson and Kattan, 2016; Rozet et al., 2016). Cependant, la cinétique du PSA est utile au

suivi des patients aprés traitement.

Pour pallier au peu de spécificité du PSA de nouveaux marqueurs prostatiques tumoraux sont

actuellement en cours d’étude (Velonas et al., 2013).

La valeur du PSA et I'aspect de la prostate au TR peuvent aider a poser l'indication d’une premiére

série de biopsies de la prostate et permettre le diagnostic positif du CaP.
4.2. Diagnostic du cancer de la prostate

Le diagnostic de la présence avérée et la gradation du CaP s’effectue grace aux biopsies prostatiques

et a I'imagerie médicale.
4.2.1. Biopsies de la prostate

La biopsie prostatique échoguidée est un examen invasif réalisé a travers la paroi rectale. Cette
technique permet de récupérer des échantillons de tissu prostatique afin d’établir une classification.
Le schéma standard accepté et largement utilisé est de 10 a 12 biopsies réalisées au niveau de la base,
au milieu et a I'apex par voie transrectale échoguidée. Les biopsies prostatiques sont considérées
comme un examen standard mais peuvent entrainer des complications. Les résultats des biopsies vont
permettre d’affirmer le diagnostic de CaP et vont également permettre une classification anatomo-

pathologique des lésions (Rozet et al., 2016).
4.2.2. Extension loco-régionale : L'imagerie par résonnance magnétique (IRM)

L'IRM réalisée avec une antenne endorectale donne de bonnes images de I'anatomie prostatique dans
les différents plans de I'espace. La performance de I'IRM dépend de I'agressivité tumorale et du
volume tumoral (Kim et al., 2014). Les cancers de petit volume < 1 cm3 et bien différenciés sont plus
difficiles a détecter (Mazaheri et al., 2009; Tamada et al., 2008; Turkbey et al., 2011). L'IRM permet la
détection du franchissement de la capsule et I'envahissement des vésicules séminales avec une bonne
sensibilité (Cornud et al., 2002; Jager et al., 1996). L'IRM prostatique est donc un examen performant

pour la détection des lésions « cliniguement significatives ».

De plus en plus I'IRM devient un outil utile au dépistage ou avant de réaliser les premieres biopsies
pour déterminer les meilleures zones de prélevements. En effet, les biopsies ciblées sur les anomalies
observées a I'IRM permettent de détecter plus de |ésions significatives avec une meilleure estimation
de la longueur tumorale et du grade tumoral (Edwan et al., 2015 ; Hambrock et al., 2012 ; Rozet et al.,

2016).

4.2.3. Extension a distance : recherche de métastases
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Les principaux sites métastatiques pour la CaP sont les ganglions et les os mais les cellules tumorales
prostatiques peuvent également se disséminer dans le cerveau, les poumons et le foie. L'examen de
référence pour rechercher des métastases osseuses est la tomoscintigraphie (Gutzeit et al., 2010 ;
Rozet et al., 2016 ; Shen et al., 2014). La sensibilité de la scintigraphie osseuse dépend principalement
du taux de PSA et du grade de la tumeur. En effet, cette technique détecte des métastases osseuses
de facon significative a partir d’un seuil de PSA > 20 ng/ml (Salomon et al., 2013). Pour les autres mais
également pour les métastases osseuses (Lecouvet et al., 2010), c’est I'IRM (Hovels et al., 2008) ou la
tomographie par émission de positons a la choline radiomarquée (Heck et al., 2014 ; Pinaquy et al.,
2015 ; Vag et al., 2014) qui permettent de les détecter avec les meilleures sensibilités. Le taux de PSA
total combiné au stade clinique et au score de Gleason sur les biopsies permettent de prédire le risque

d’extension ganglionnaire (Briganti et al., 2012 ; Eifler et al.).

5. Classification du cancer de la prostate

La classification de ce cancer est une étape primordiale dans la prise en charge car c’est grace a celle-
ci qu’une décision thérapeutique pourra ou non étre décidée. Pour cela, il existe plusieurs outils qui
sont le score de Gleason définissant I’histologie des tumeurs, la classification TNM définissant le stade
clinique de la tumeur (Tumeur, Nodule, Métastase) et la classification d’Amico évaluant la gravité

d'évolution du CaP.
5.1. Score de Gleason

Le score de Gleason est un score histo-pronostic basé sur I'analyse des tissus obtenus lors de la biopsie
ou de la prostatectomie. Il permet de classer les différents cancers présents au sein d’'une méme
prostate selon I'état de différentiation des cellules tumorales de chaque foyer tumoral. Ce score défini
par Gleason en 1966 (Gleason, 1966) comporte 5 grades architecturaux allant de 1 a 5, du moins au
plus agressif: du grade 1, pratiquement identique a la glande normale, les cellules sont bien
différenciées ; au grade 5, correspondant a une architecture anarchique de la glande et la présence
majoritaire de cellules tumorales (Figure 14). Le CaP étant trés hétérogene et diffus dans la prostate,
plusieurs tumeurs de grades différents peuvent étre retrouvées. De ce fait, lorsque plusieurs
populations tumorales différentes sont présentes au sein de la glande, le score de Gleason est alors la
somme des grades des deux populations tumorales les plus fréquentes (Figure 15). Ce systéme de
grade a été, par la suite revu en 2005 (Epstein et al., 2005) ou les grades 1 et 2 ont été supprimés puis

en 2014 (Epstein et al., 2016) (Figure 15).
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Petites glandes bien différenciées.
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Figure 14 : Représentation schématique des grades permettant le calcul du score de Gleason
(Adapté de (Epstein et al., 2016))

Ancien score de Gleason Score de Gleason actuel Caractéristiques cliniques

Score de Gleason 6 Tumeurs de bas grade; peu

(3+3) i e prolifératives et agressives
Score de Gleason 7

(3+4) Groupe 2 Tumeurs de grade

intermédiaire ; moyennement

Score de Gleason 7 Groupe 3 prolifératives et agressives

(4+3)
Score de Gleason 8 Groupe 4 Tumeurs de haut grade ;

(4+4,3+5,0u5+3) fortement prolifératives et
Score de Gleason 9 ou 10 Groupe 5 invasives

Figure 15 : Score de Gleason (ancien et actuel) (Adapté de (Epstein et al., 2016))

5.2. Classification TNM

La classification TNM est une classification internationale permettant |'évaluation du stade tumoral
(Rozet et al., 2016). Elle comprend trois critéres qui sont la taille de la tumeur (T pour Tumeur), la
présence ou non de métastases ganglionnaires proche de la prostate (N pour Nodule) et la présence
ou non de métastases a longue distance (M pour Métastase) (Figure 16). Cette classification est
réalisée apres biopsies et analyse anatomopathologique du prélevement et regroupe également les
données du TR, du dosage du PSA, le score de Gleason ou encore toutes les données de I'imagerie. Ce

bilan d’extension permet d’adapter et d’optimiser la stratégie thérapeutique du patient au maximum.

Les cancers de la prostate sont classés en 4 stades en fonction de cette classification :
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- cancer localisé : stade T1 /T2 ;

- cancer localement avancé : stade T3 /T4 NO, MO ;

- cancer avec atteinte ganglionnaire pelvienne : stade N1, MO ;

- cancer métastatique : stade M1.

T
Tumeur primitive

N
Ganglions régionaux

M
Métastases a distance

TO : tumeur primitive non retrouvée

T1 : tumeur ni palpable au toucher rectal (TR), ni visible en
imagerie

T2 : tumeur limitée a la prostate

T3 : extension au-dela de la prostate

T4 : tumeur fixée ou atteignant d’autres structures que les
vésicules séminales (sphincter externe, rectum, muscle élévateur
de I'anus ou la paroi pelvienne)

NO : absence de métastase ganglionnaire régionale
N1 : atteinte ganglionnairerégionale

MO : absence de métastase a distance
M1 : métastasesa distance

Figure 16 : Principaux stades de la classification TNM actuelle (Adapté de (Rozet et al., 2016))

5.3. La classification d’Amico

Cette classification, élaboré en 1997 par d’Amico, permet d’évaluer le risque évolutif des formes

localisées, en se basant sur le dosage du PSA, le score de Gleason et le stade clinique TNM (D’Amico et

al., 1998) (Figure 17). En effet, elle établit 3 sous-groupes de cancers de la prostate localisés selon leur

risque de rechute ou de récidive aprés un traitement radical de type chirurgie ou radiothérapie. Les 3

sous-groupes sont : a faible risque de rechute, a risque intermédiaire et a risque élevé.

Faible risque

PSA<a10 ng/ml
Score de Gleason<a 6
Stade clinique T1lcou T2a

PSA entre 10 et 20 ng/ml|

Risque intermédiaire  Score de Gleason7

Risque élevé

Stade clinique T2b

PSA > 20 ng/ml
Score de Gleason> 7 (8, 9 ou 10)
Stade clinique T2c

Figure 17 : Classification d'’Amico (Adapté de (Rozet et al., 2016))

6. Traitement du cancer de la prostate

Le traitement prescrit au patient dépend de plusieurs parametres, incluant le grade de la tumeur, son

stade au moment du dépistage, |'état général et de I'espérance de vie du patient. Du fait de

I'importante hétérogénéité intra- et inter-patients, il existe une multitude de prise en charge et de
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thérapies possibles dans le but d’obtenir le traitement optimal pour chaque patient et d’éviter un

surtraitement.
6.1. Traitements différés : surveillance active

Contrairement a d’autres tumeurs, la majorité des cancers de la prostate se développent tres
lentement. En effet, la moyenne d’age au moment du diagnostic des patients est de 70 ans et |‘age
médian des patients au moment du déces de 83 ans. De plus, il existe une différence importante entre
son incidence clinique et autopsique (Staerman et al., 2011) principalement due au fait que les formes
peu développées sont souvent asymptomatiques. De ce fait, il se met en place de plus en plus une
surveillance dite « active » chez les patients avec un CaP localisé, indolent et a faible risque (score de
Gleason inférieur ou égal a 6, PSA inférieur a 10 ng/ml, score TNM : T1 voire T2a). Les modalités de la
surveillance active incluent un contrdle régulier du PSA (tous les 3 a 6 mois), un TR tous les 6 a 12 mois,
et un controle histologique par nouvelles biopsies entre 3 et 24 mois aprés la biopsie initiale (Rozet et
al., 2016). L’aggravation d’un des critéres de surveillance traduit de I’évolution du CaP et doit faire
envisager un traitement actif. De ce fait, la surveillance active est une option thérapeutique qui retarde
I’éventuel moment du traitement tout en restant dans la fenétre de curabilité de la maladie. La validité
et les bénéfices de cette approche ont été confirmés par plusieurs séries prospectives (van den Bergh
and Giannarini, 2014; Bill-Axelson et al., 2014; Wilt et al., 2017). En France, la surveillance active est
bien mise en place mais elle n’est pas encore standardisée. Un protocole nommé SurACaP (Surveillance
active du cancer de la prostate) a pour but d’obtenir une survie spécifique a 10 ans de la surveillance

active.

On distingue deux voies générales de traitement pour le CaP, pouvant étre adaptées individuellement
a chaque patient. La premiere concerne les cancers localisés et est a visée curative. Elle inclue la
prostatectomie totale, la radiothérapie externe et la curiethérapie. Ces traitements sont, en France,
proposés chez les patients dont I'espérance de vie est supérieure a 10 ans. La deuxieme cible les
cancers avancés qui ont métastasés et est donc a visée principalement palliative. Elle comprend la

plupart du temps une association entre hormonothérapie et radiothérapie externe.
6.2. Traitements curatifs
6.2.1. La prostatectomie totale

La prostatectomie totale est le traitement curatif de référence pour les patients avec un CaP localisé
et dont I'espérance de vie est supérieure a 10 ans (Droz et al., 2010). Ce traitement chirurgical vise a

retirer I'ensemble de la glande prostatique ainsi que les vésicules séminales. Il en résulte donc
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I’élimination compléte du CaP entrainant par conséquent, la diminution de plusieurs parametres tels
que la progression de la tumeur, la formation de métastases, le risque de récidive et donc la mortalité
(Bill-Axelson et al., 2014). Les principales complications de cette intervention sont I'incontinence

urinaire et le dysfonctionnement érectile.
6.2.2. Laradiothérapie externe

La radiothérapie consiste a diriger des rayons ionisants provenant d’une source externe sur le tissu
prostatique afin d’inhiber le développement des cellules cancéreuses (Gross, 2011). La radiothérapie
agit en ionisant I’ADN des cellules cancéreuses, induisant leur mort ou les rendant incapables de se
diviser. Cette technique permet de cibler les tissus tumoraux et d’épargner au maximum les tissus sains
adjacents. Cette technique peut étre utilisée seule quand la chirurgie n’est pas possible ou en
complément de cette derniére dans les CaP localisés ou pour diminuer la propagation des métastases
dans le cas d’'un CaP avancé, principalement les métastases osseuses (Rozet et al., 2016). L'irradiation
est donc recommandée pour les patients présentant un CaP de risque intermédiaire ou élevé. Les
complications les plus fréquentes sont principalement d’ordre urinaires, gastro-intestinales ou des

dysfonctions érectiles.
6.2.3. La curiethérapie

La curiethérapie est un traitement trés localisé qui consiste a implanter de facon définitive des
« grains » radioactifs directement au sein des foyers cancéreux de la prostate. Ces grains sont
composés d’une capsule de titane comportant des isotopes radioactifs, le plus souvent d’iode 125,
émettant des rayonnements qui vont lyser les cellules cancéreuses. Les grains d’iode 125 émettent sur
une distance faible permettant ainsi de cibler les tissus cancéreux et d’éviter la destruction des tissus
sains. Cette irradiation in situ permet d’administrer des doses supérieures a la radiothérapie externe
et permet d’obtenir un temps d’irradiation continu car le grain délivre sa radioactivité jusqu’a
épuisement. Pour plus d’efficacité, la curiethérapie peut étre couplée a la radiothérapie (Zaorsky et
al., 2014). Les indications de la curiethérapie sont limitées aux groupes a faibles risques dans la
classification d’AMICO (Hennequin et al., 2013). Les effets secondaires sont les mémes que pour la

radiothérapie externe.
6.3. Traitements palliatifs
6.3.1. L’hormonothérapie

Comme le développement et le fonctionnement de la prostate saine sont sous le contréle des
hormones sexuelles masculines, principalement des androgénes, il est donc logique que le CaP soit un

cancer dit hormonosensible, c’est-a-dire que son développement est stimulé par les androgénes et
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plus particulierement la testostérone (Lonergan and Tindall, 2011), responsable des caractéres
masculins. De plus, il a été observé qu’en cas de non stimulation androgénique, les cellules
prostatiques saines mais également les cellules tumorales prostatiques vont entrer en apoptose. C’est
a partir de ces observations que I’hormonothérapie est apparue et est devenue un traitement de
référence pour le CaP (Bastide et al., 2013; Rozet et al., 2016). L’hormonothérapie consiste donc a
empécher l'action stimulante de la testostérone sur les cellules cancéreuses pour stopper le
développement du cancer. La suppression androgénique se fait soit par castration chirurgicale
(Desmond et al., 1988) soit par castration chimique (Rozet et al., 2016). La castration chirurgicale
empéche la fabrication de la testostérone en supprimant I’activité des testicules qui la produisent via
I'ablation des testicules, I'orchidectomie bilatérale. Cette technique irréversible n’est plus beaucoup
utilisé a I’heure actuelle. Elle est remplacée par la castration chimique s’effectuant par un blocage
hormonal de I'axe hypothalamo-hypophysaire via des agonistes ou des antagonistes de la LH-RH et/ou
des anti-androgénes (Crawford et al., 2011; Mazeron, 2013; Seidenfeld et al., 2000; Group PCTC, 2000).
En raison de sa facilité de mise en place et de sa réversibilité, I'hormonothérapie est le traitement le
plus fréquemment mis en place pour les CaP localisés de haut risque, en combinaison de la
radiothérapie ou en premiéere intention pour les CaP métastatiques (Calais da Silva et al., 2014;
Langenhuijsen et al., 2013; Rozet et al., 2016; Seidenfeld et al., 2000). Les effets indésirables de
I’'hormonothérapies sont multiples et vont de troubles sexuels a des symptomes ressemblant a ceux
de la ménopause, principalement a I'inversement du ration cestrogéne/testostérone (Mottet et al.,
2006). Malheureusement quel que soit le traitement hormonal utilisé, I'évolution se fait
irrémédiablement vers le stade de résistance aux hormones au bout d’une durée médiane de 14 a 30
mois (Nuhn et al., 2018; Rozet et al., 2016; Wang et al., 2018). On parle alors de cancer de la prostate
résistant a la castration (CRPC), représentant la forme la plus grave du cancer et non curable du CaP.

Pour ces CaP, la chimiothérapie sera le traitement de premiére intention.
6.3.2. La chimiothérapie

La chimiothérapie est le traitement de référence utilisé pour les CaP métastatiques hormono-
résistants (Kyriakopoulos and Liu, 2016; Rozet et al., 2016; Sweeney et al., 2015). Les molécules
efficaces dans le traitement font parties de la famille des taxanes et agissent de maniere systémique
en bloquant la croissance cellulaire et en induisant |'apoptose des cellules. Ces agents
antinéoplasiques, principalement le docétaxel, se fixent aux microtubules, constituants de base du
fuseau mitotique. lls stabilisent et empéchent sa dépolymérisation, bloquant ainsi le cycle cellulaire en
phase M. Le taxane utilisé en premiere ligne dans la prise en charge du CRPC est le docetaxel (Millikan
et al., 2008; Poorthuis et al., 2017). En cas d’échec du docétaxel, un autre agent chimiothérapeutique

est utilisé, la mitoxantrone possédant une indication dans les formes avancées du cancer de la prostate
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(de Bono et al.,, 2010; Tannock et al., 2004). La mitoxantrone est une molécule cytostatique
appartenant a la famille des anthracéne-diones de synthese. Elle agit comme agent intercalant au
niveau de I'’ADN et exerce une activité cytotoxique sur les cellules en phase de prolifération.
Cependant, les effets secondaires néfastes de la chimiothérapie sont nombreux car elle touche les
cellules se multipliant rapidement donc les cellules cancéreuses mais également celles de la moelle
osseuse, de la muqueuse de la bouche, de la peau, des cheveux. On observe donc couramment chez
les patients sous chimiothérapie, une atteinte du systéme immunitaire, des problemes gastro-

intestinaux, une fatigue intense, une anémie et la chute des cheveux.
6.3.3. Nouvelles thérapies dans le traitement du cancer de la prostate

Grace a la recherche en cancérologie, permettant de mieux comprendre les mécanismes
physiopathologiques et immunologiques du cancer de |la prostate, de nouvelles thérapies voient le jour
et sont actuellement en cours de tests (Nuhn et al., 2018). Ces nouveaux traitements comprennent
I'immunothérapie, la thérapie ciblée, et la suppression angiogénique et permettent d’étendre la prise

en charge du cancer de la prostate résistant a la castration.
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Partie 2 : Métabolisme et cancer de la
prostate

Le métabolisme cellulaire englobe toutes les voies cataboliques et anaboliques permettant,
respectivement, la synthése ou la consommation d’adénosine triphosphate (ATP). L’ATP, pivot du

métabolisme, permet de fournir a la cellule I’énergie nécessaire a son fonctionnement.

1. Métabolisme normal de la prostate saine

Dans le but de de comprendre les altérations métaboliques apparaissant lors de la carcinogénese
prostatique, il est important de connaitre le métabolisme des cellules de prostate saine. En effet, les
cellules épithéliales de la glande prostatique, lieu de survenu de la grande majorité des tumeurs, ont
des caractéristiques métaboliques uniques qui les distinguent des autres cellules (Eidelman et al.,
2017). En plus des voies métaboliques principales que sont la glycolyse, la glutaminolyse, le
métabolisme des lipides, la phosphorylation oxydative, le cycle de Krebs et le métabolisme des acides
aminées, les cellules épithéliales de prostate sont tres dépendantes du métabolisme du citrate et de
la voie des polyamines (Figure 18). L'oxydation du citrate est une étape clé du cycle de Krebs pour la
progression de la respiration aérobie des cellules. Cependant, les cellules épithéliales de la glande
prostatique, en particulier celle de la zone périphérique, sont programmées pour produire et
accumuler du citrate non oxydé (30 a 80 fois plus que dans les autres tissus) qui sera sécrété dans le
fluide prostatique pour former le sperme (Costello and Franklin, 2016; Dakubo et al., 2006; Ford and
Harrison, 1984). Ce processus de production de citrate, propre a la prostate, est possible grace a une
autre caractéristique métabolique spécifique aux cellules épithéliales prostatique qui est la capacité
d’accumuler de grande concentration de zinc (10 a 20 fois plus que dans les autres tissus) dans leurs
mitochondries (Costello and Franklin, 1998; Costello et al., 2005a). Des études sur cette voie ont
montré que ces fortes concentrations de zinc avaient la capacité d’inhiber la m-aconitase (Costello et
al., 1997) (Figure 18), I'enzyme du cycle de Krebs responsable de la conversion du citrate en isocitrate
et donc de permettre I'accumulation du citrate (Costello and Franklin, 2016; Costello et al., 2004).
L’accumulation du zinc dans I'épithélium prostatique sain est due, dans ces cellules, a I'augmentation
de la quantité et de I'activité du transporteur du zinc ZIP1 (Costello et al., 2011). Ce phénotype
métabolique de la glande périphérique a un grand intérét clinique quand on sait que 70% des CaP

apparaissent a cet endroit.

La forte accumulation de zinc dans la mitochondrie a également pour conséquence d’inhiber la

respiration mitochondriale et la chaine respiratoire (Costello and Franklin, 2006; Dakubo et al., 2006).
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En effet, il a été montré que I'activité de la chaine respiratoire des cellules de prostate était 50% plus
faible que celle de cellules trés respirantes (hépatocytes par exemple). DU a leur capacité de produire
du citrate, les cellules épithéliales de la glande prostatique normale ont un cycle de Krebs tronqué
entrainant par conséquent une faible respiration, une faible oxydation terminale et donc une
déficience en énergie (Costello and Franklin, 2006; Cutruzzola et al.,, 2017). Le métabolisme
énergétique classique des cellules humaines est une utilisation compléte du glucose via la glycolyse et
le cycle de Krebs, résultant a la génération de 36 molécules d’ATP par glucose consommé. Dans les
cellules épithéliales de prostate, I'utilisation du glucose pour la production de citrate génére environ
14 molécules d’ATP pour une molécule de glucose utilisée. L'inhibition de I'oxydation du citrate dans
le cycle de Krebs consomme environ 24 molécules d’ATP par molécule de glucose utilisée (Costello and
Franklin, 2000; Cutruzzola et al., 2017). Par conséquent, la production de citrate dans les cellules
épithéliales prostatiques a un cout bioénergétique important entrainant un déficit énergétique dans
ces cellules. Pour compenser cette perte et fournir suffisamment de pyruvate pour la production de
citrate, les cellules de prostate ont une glycolyse aérobie plus active que les cellules des autres organes

(Cutruzzola et al., 2017).

Ces particularités métaboliques sont altérées et mises a profit par les cellules cancéreuses lors de la

carcinogénese et de la croissance tumorale.

Glvcolvse Sécrétion . .
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Isocitrate
a-cetogluterate
Glutamate Glutamine
Glutaminolyse

Figure 18 : Régulation des voies métaboliques impliquées dans la production d'énergie et le maintien des cellules
épithéliales prostatiques (Adapté de Eidelman et al., 2017)

54



2. Meétabolisme du cancer de la prostate

Le cancer est défini comme étant une maladie provoquée par la transformation de cellules qui
deviennent anormales et proliférent de facon excessive formant au final une tumeur maligne. La
transformation des cellules vers une prolifération cellulaire incontrolée est dle a I'accumulation
d’altérations génétiques et de mutations oncogéniques, capable d’activer des oncogénes, d’inactiver
des génes suppresseurs de tumeur et de rendre instable des génes impliqués dans la réplication de
I’ADN (Deberardinis et al., 2008; Hsu and Sabatini, 2008). Initialement, six caractéristiques distinctes
et complémentaires, que les cellules acquiérent durant la progression tumorale, ont été proposée par
Hanahan et Weinberg en 2000 (Hanahan and Weinberg, 2000) : 1. L’autosuffisance en signaux de
prolifération, 2. L'insensibilité aux signaux anti prolifératifs, 3. La résistance a la mort cellulaire, 4. Le
potentiel réplicatif illimité, 5. L'induction de I'angiogenése, 6. La capacité a envahir les tissus et former
de métastases. Ces caractéristiques ont largement été étudiées et deux caractéristiques ont
récemment été ajoutées a la liste : 7. L’échappement a la destruction par le systéme immunitaire et 8.
La reprogrammation du métabolisme énergétique. Méme si la reprogrammation métabolique est
considérée depuis peu comme une caractéristique des cellules cancéreuses, la recherche sur le
métabolisme du cancer est I'un des plus vieux sujets de recherche en cancérologie. En effet, il y a
environ un siecle, Otto Warburg a observé que des tumeurs étaient capables d’augmenter leur
glycolyse aérobie méme en présence d’oxygeéne et donc leur production de lactate dans le but de
produire plus d’ATP (Warburg, 1956). Basé sur les observations que le métabolisme des cellules
cancéreuses différe fortement de celui des cellules normales, il a été mis en évidence que les cellules
cancéreuses mettent en place des adaptations métaboliques pour produire plus d’énergie dans le but
de maintenir leur prolifération accrue et leur survie. Donc mieux comprendre la reprogrammation qui
survient dans les cellules cancéreuses conduirait a identifier d'importants points de contréles pouvant

aider au diagnostic ou identifier des cibles thérapeutiques.

2.1. Métabolisme du glucose

2.1.1. Lavoie de la glycolyse

La glycolyse, décrite pour la premiere fois en 1940 par Embden, Meyerhof et Parnas, est une série de
réaction catabolisant le glucose pour en extraire de I'énergie indispensable au métabolisme cellulaire
(Figure 19). C'est la voie principale du métabolisme du glucose en le scindant en deux molécules de
trois carbones, le pyruvate. Les dix étapes de la glycolyse se déroulent dans le cytoplasme des cellules
et peuvent étre divisées en deux parties principales : la premiére partie consommant de |I'énergie,
regroupant les cinqg premieres réactions et aboutissant a la formation de 2 molécules de

glycéraldéhyde-3-phosohate a partir d’'une molécule de glucose et la deuxieme partie produisant de
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I’énergie, comprenant les cing réactions suivantes et permettant la formation de 2 molécules de

pyruvates.

Plus en détail, le glucose entre dans la cellule grace a deux sortes de transporteurs : la famille de
transporteur GLUT (glucose transporter) qui assure un passif du glucose et les cotransporteurs glucose
sodium dépendant qui permet un transport actif du glucose a l'intérieur des cellules. La premiére étape
de la glycolyse, utilisant une molécule d’ATP, est le réarrangement et la phosphorylation du glucose en
glucose-6-phosphate (G6P) par I’hexokinase. Cette étape est irréversible et nécessaire pour maintenir
une concentration en glucose cellulaire faible afin de permettre I'entrée de molécules de glucose
supplémentaires. Cette étape sert également de point de départ dans la voie des pentoses phosphates
ou pour la glycogénogenése. La réaction suivante est I'isomérisation réversible du G6P donnant du
fructose-6-phosphate (F6P) par la glucose-6-phosphate isomérase. Le F6P est phosphorylé en fructose-
1,6-biphosphate (F1,6BP) par la phosphofructokinase 1 (PFK1), consommant un ATP. La régulation fine
de cette enzyme permet d’accélérer ou de ralentir la voie de la glycolyse. Le F1,6BP est instable et est
rapidement clivé par la fructose-bisphosphate aldolase en deux trioses phosphates : le glycéraldéhyde-
3-phosphate (G3P) et le dihydroxyacétone phosphate (DHAP) qui sont des isoméres I'un de I'autre mais
seul le G3P peut étre directement métabolisé dans les prochaines étapes de la glycolyse. Il existe un
équilibre entre le G3P et le DHAP, mais ce dernier est majoritairement converti en G3P grace a la triose
phosphate isomérase quand le G3P est épuisé. On peut donc considérer que chaque molécule de
F1,6BP clivée donne deux molécules de G3P qui vont étre engagées dans la deuxieme partie de la
glycolyse. En bilan, durant cette premiere partie nécessitant de I'énergie, deux molécules d’ATP sont

dépensées pour phosphoryler les produits intermédiaires.

La deuxieme moitié de la glycolyse commence par la phosphorylation d’'une molécule de G3P en 1,3-
bisphosphoglycérate (1,3-BPG) par I'action de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase. Cette
réaction entraine la réduction d’un cofacteur NAD* en NADH,H*. L'étape suivante consiste a
déphosphoryler le 1,3-BPG, par I'action de la phosphoglycérate kinase, ce qui entraine la formation
d’une molécule de 3-phosphoglycérate (3PG) et la libération d’'un groupement phosphate. Ce dernier
est capté par une molécule d’ADP formant ainsi une molécule d’ATP par phosphorylation. C’est la
premiéere étape de la glycolyse ou de I'énergie est récupérée sous forme d’ATP et pourra étre réutilisée.
Le groupement phosphate restant du 3PG va ensuite étre déplacé en position deux par la
phosphoglycérate mutase donnant ainsi du 2-phosphoglycérate. Ce dernier va étre déshydraté par une
lyase I’énolase ce qui va former du phosphoénolpyruvate (PEP), un intermédiaire instable. La derniere
étape de la glycolyse consiste a déphosphoryler le PEP pour le convertir en pyruvate, le produit final
de la glycolyse. Cette réaction, catalysée par la pyruvate kinase (PK) permet de former une seconde

molécule d’ATP a partir du groupement phosphate donné par le PEP a une molécule d’ADP. Donc,
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chaque molécule de G3P ainsi métabolisée dans cette deuxiéme partie donne deux molécules d’ATP
et une molécule de NADH. Comme deux molécules de G3P sont obtenues a partir d’'une molécule de
glucose, cette deuxiéme phase a lieu deux fois, donc le bilan final de cette phase est de quatre

molécules d’ATP et deux molécules de NADH.

Globalement, la glycolyse permet la conversion d’'une molécule de glucose a six carbones en deux
molécules de pyruvates a trois carbones. Le bilan net de la glycolyse est donc de deux ATP (4 ATP

produits — 2 ATP utilisés) et de deux molécules de NADH.

Le devenir du pyruvate et du NADH obtenus variera en fonction de la quantité d’oxygene dans la
cellule. Si I'oxygene est disponible, le pyruvate va entrer dans la mitochondrie et sera oxydé au cours
de la respiration cellulaire pour produire une grande quantité de molécules d’ATP. Le NADH va
également entrer dans la mitochondrie donner un de ses électrons dans la chaine respiratoire afin de
régénérer du NAD+ indispensable a la glycolyse et en bonus générer de I’ATP. En absence d’oxygéne,
le pyruvate reste dans le cytosol et est transformé, par un processus de fermentation, en lactate par
la lactate déshydrogénase (LDH) qui pour agir oxyde le NADH en NAD+ nécessaire a alimenter la

glycolyse.
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Figure 19 : Voie de la glycolyse
(Adapté du livre de biochimie générale de Jacques-Henry Weil)

2.1.2. Lavoie des pentoses phosphates

La voie des pentoses phosphates (PPP) est une voie alternative et parallele a la glycolyse et au cycle de
Krebs pour I'oxydation du glucose (Figure 19). Cette voie métabolique, indépendante de I'oxygéne, est
particuliére car elle ne produit ni n’utilise d’énergie sous forme d’ATP. Cette voie a pour role principale
de produire du NADPH, un cofacteur indispensable pour la biosynthése des acides gras et du
cholestérol et pour la détoxification des especes réactives de I'oxygéne (ROS), 70% du NADPH cellulaire
est régénéré a partir du NADP par cette voie. La PPP permet aussi la production ribose-5-phosphate

(R5P), un pentose nécessaire a la synthése des nucléotides composant de I’ADN et I’ARN, et de
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produire de I'érythrose-4-phosphate, un précurseur essentiel de la voie de biosynthese des acides
aminés aromatiques. Cette succession de réactions a lieu dans le cytoplasme cellulaire et se divise en
deux parties distinctes, la premiére est la phase oxydative qui est irréversible et génere deux molécules
de NADPH par réduction du NADP ainsi gu’une molécule de ribulose-5-phospahte. La deuxieme partie
de la PPP est une phase non oxydative, réversible générant une molécule de R5P mais pouvant

également générer d’autres intermédiaires, le F6P et le G3P, selon les besoins de la cellule.
Le bilan et les roles de la voie des PPP sont :

- La génération de deux cofacteurs d’oxydoréductions, le NADPH, une source d’électrons
indispensable dans plusieurs voies de biosyntheses cellulaire comme la synthése des lipides,
du cholestérol, et des acides nucléiques. Le NADPH est également indispensable pour
empécher l'apparition du stress oxydatif en participant a la réduction du peroxyde
d’hydrogéne, toxique pour les cellules, en eau

- Lasynthese d’'une molécule de R5P nécessaire a la biosynthése de ribose et désoxyribose puis
d’acides nucléiques, respectivement ’ARN et ’ADN

- La génese de l'érythrose-4-phosphate, qui est un précurseur essentiel de la voie de

biosynthése des acides aminés aromatiques : phénylalanine, tyrosine et tryptophane

2.1.3. Laglycolyse dans les cellules cancéreuses : I'effet Warburg

Le métabolisme du glucose, un macronutriment central, permet la production d’énergie sous forme
d’ATP par oxydation des liaisons carbone du glucose grace a la voie de la glycolyse. Ce processus est
essentiel pour maintenir la survie et la croissance cellulaire. Dans les cellules normales, le produit final
de la glycolyse, le pyruvate, peut étre utilisé soit pour faire de la respiration, via le cycle de Krebs, soit
pour faire de la fermentation donnant du lactate, en fonction de la disponibilité en oxygéne (Figure
20). En effet, les travaux de Louis Pasteur sur la fermentation, datant de la fin du 19%™ siécle, ont mis
en lumiéere qu’en présence d’oxygene, les cellules utilisent le glucose pour faire fonctionner la chaine
respiratoire mitochondriale et ainsi générer d’importante quantités d’ATP (36 molécules d’ATP par
molécule de glucose) par un processus aujourd’hui appelé phosphorylation oxydative. Il a également
montré que lors d’une privation prolongée d’oxygene, les cellules ne sont plus capables d’utiliser la
phosphorylation oxydative et basculent vers une glycolyse anaérobie qui convertit le glucose en lactate
avec production d'une faible quantité d'énergie métabolique sous forme d'ATP (2 ATP produits par
molécule de glucose consommée). Cette voie métabolique est aujourd’hui appelée la fermentation
lactique (Figure 20). L'énergie dégagée, sous forme d’ATP, par ces deux réactions n’est donc pas

équivalente.
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Dans les années 1920, Otto Warburg, un médecin et biochimiste allemand, prix Nobel de médecine,
s’est intéressé au métabolisme des cellules cancéreuses, en le comparant au métabolisme de cellules
saines. Il a fait une découverte majeure en cancérologie ayant permis de mieux caractériser les cellules
cancéreuses, les discriminer par rapport aux cellules saines, mieux comprendre leur développement
et par conséquent les détecter et les cibler plus spécifiquement (Warburg, 1956). Warburg a montré
que les cellules cancéreuses sont capables de reprogrammer leur métabolisme et donc de synthétiser
de fagon particuliére leur énergie dans le but de promouvoir une croissance, une survie et une
prolifération accrue. Il a observé que les cellules cancéreuses augmentent de fagon considérable leur
consommation de glucose comparé aux cellules saines. Et que méme en présence de fortes
concentrations d’oxygéne, les cellules cancéreuses métabolisent le glucose, pour produire de I'ATP,
principalement par la voie de la glycolyse aérobie, plutét que de I'utiliser pour faire la phosphorylation
oxydative, conduisant ainsi a I'augmentation de la production de lactate (Figure 20). Ce phénoméne,
observé méme en présence de mitochondries fonctionnelles, est connu sous le nom de |'effet
Warburg. C’est le phénotype métabolique des cellules tumorales, le mieux caractérisé (DeBerardinis
et al., 2008; Koppenol et al., 2011; Pavlova and Thompson, 2016; Ward and Thompson, 2012). Ces
études ont mis évidence que |'effet Warburg est requis pour la croissance tumorale mais que son
inhibition seule ne suffit pas a éradiquer la tumeur et nécessite une inhibition simultanée du
métabolisme mitochondrial pour y arriver, contredisant ainsi les hypothéses de Warburg attribuant
I’étiologie de ce switch métabolique a un défaut du métabolisme mitochondrial. De plus, des panels
variés de cellules tumorales prolifératives ont été soigneusement étudiés et ne présentent que tres
rarement un défaut du métabolisme oxydatif. Si I'origine de la reprogrammation métabolique n’est
pas complétement élucidée, de nombreuses études ont montrées que I'effet Warburg est déclenché
et contrélé par des oncogenes activés lors de la tumorigénese (cf. « Principaux régulateurs des voies
métaboliques dans le cancer ») (Boroughs and DeBerardinis, 2015; Cairns et al., 2011; Dang, 2012;

Levine and Puzio-Kuter, 2010).

L'augmentation de I'entrée de glucose dans les cellules cancéreuses est trés utile pour la détection et
le suivi des tumeurs, ce phénotype sert de principe de base pour une technique d’imagerie médicale
appelée tomographie a émission de positons (PET). Cette technique utilise un analogue radioactif et
non métabolisable du glucose, le fluorodéoxyglucose (FDG), pour détecter les régions ou le FDG
s’accumule fortement, donc les potentiels sites tumoraux. C'est également une autre confirmation de

I’existence de I'effet Warburg.
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Figure 20 : Représentation schématique des différences observées entre la phosphorylation oxydative, la glycolyse
anaérobie et la glycolyse aérobie (Adapté de van den Bergh and Giannarini, 2014)

2.1.4. L'effet Warburg dans le cancer de la prostate

Les cellules épithéliales prostatiques saines ont un métabolisme de base trés différent des cellules des
autres organes (cf. « Métabolisme normal de la prostate saine »). C'est donc sans surprise que les
cellules du cancer de la prostate ont un phénotype métabolique nettement différent des autres
cellules cancéreuses (Cutruzzola et al., 2017; Eidelman et al., 2017). En effet, alors que la plupart des
tumeurs solides mettent en place I'effet Warburg, il a été montré que les cancers précoces de la
prostate ne sont pas fortement dépendants du glucose et comptent en premier lieu sur les lipides et
d’autres molécules énergétiques, comme le zinc, pour leur production d’énergie (Sadeghi et al., 2015;
Twum-Ampofo et al., 2016). Donc I'effet Warburg ne semble pas impliqué dans la pathogénese du CaP
car les cellules de ce dernier n’ont pas de forte augmentation de I'absorption du glucose (Zadra et al.,
2013). Ces observations ont été constatées en clinique, en effet le CaP précoce n’apparait pas aux
scanners FDG-PET (Schoder and Larson, 2004; Testa et al., 2016), c’est seulement les stades avancés

ayant accumulés de nombreuses mutations qui peuvent étre détectés aux scanners FDG-PET.

2.2. Métabolisme mitochondrial

2.2.1. Histoire
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Les mitochondries ont été observées pour la premiéres fois en 1857 par Kélliker dans le muscle, puis
en 1890 dans toutes les cellules eucaryotes. En 1937, Krebs, un médecin et scientifique allemand,
décrit un cycle de réactions ayant lieu dans la mitochondrie des cellules eucaryotes et le nomme « cycle
de Krebs » ce qui lui vaut d’étre le lauréat de la moitié du prix Nobel de médecine pour cette
découverte. En 1950, Palade et Sjostrand isolent et observent pour la premiére fois les mitochondries
au microscope électronique ce qui leur permet de décrire I'organisation générale des mitochondries
et d’établir un modeéle de structure (Palade, 1952, 1953). Le fonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale et de la phosphorylation oxydative, nécessaire a la production d’énergie sous forme
d’ATP, est découvert en 1978 par Mitchell, prix Nobel de chimie pour cette découverte. L'ADN
mitochondrial fut découvert en 1981 par Anderson ce qui souleva I’hypothése d’une origine différente
pour cet organite. En effet, le fait que la mitochondrie soit constituée de deux membranes (externe et
interne) et qu’elle posséde son propre génome indique une potentielle origine exogéne, ces arguments
tendent a confirmer I’hypothése que les mitochondries proviendraient de |I'endosymbiose d'une

bactérie il y a environ 2 milliards d'années.
2.2.2. Généralités

Les mitochondries sont des organites intracellulaires essentiels pour les cellules eucaryotes. Elles
constituent « 'usine énergétique de la cellule » via la production d’ATP issue de I'oxydation des
nutriments, son role est primordial dans la transduction d’énergie (Rolfe and Brown, 1997). Cependant
de nombreux travaux récents ont montré que les mitochondries jouent également un réle central dans
plusieurs voies de signalisations et de biosynthéses cellulaires et sont également impliquées dans les
mécanismes d’apoptoses (Nunnari and Suomalainen, 2012). Dans la plupart des cellules, les
mitochondries sont des organites protéiformes de forme filamenteuse ou ronde de 0,5 a 1 um de
diameétre. Les mitochondries sont réparties sous forme de réseau dans le cytoplasme (Bakeeva et al.,
1978; Benard et al., 2007). Leur distribution peut varier en fonction de la morphologie de la cellule
(Ball and Singer, 1982) et des sites cytoplasmiques nécessitant un apport en ATP plus important (Chen

et al., 2009; Wagner et al., 2003).
2.2.3. Structure et composition des mitochondries

Etabli dans les années 1950 par Palade et Sjostrand, le modele de structure des mitochondries est
aujourd’hui, toujours d’actualité. Les mitochondries se composent d’une double membrane, une
membrane mitochondriale externe (MME) et une membrane mitochondriale interne (MMI), qui
délimitent deux milieux : I'espace intermembranaire mitochondrial, et la matrice mitochondriale (Frey

and Mannella, 2000).
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La membrane mitochondriale externe, séparant la mitochondrie du cytosol et contenant
I’ensemble de I'organite, est une bicouche lipidique d'environ 6 a 7,5 nm d’épaisseur. Sa
composition est semblable a celle des membranes plasmiques des cellules d'eucaryotes c’est-
a-dire environ 50% de protéines et 50% de lipides. La membrane externe contient des porines
formant des canaux et permettant le transport passif de molécules avec une masse
moléculaire inférieur a 10 kDa, ce qui facilite les échanges d’ions entre la mitochondrie et le
cytosol. La porine la plus abondante a la surface de la MME est un canal anionique a voltage
dépendent (VDAC) permettant la diffusion de petites molécules hydrophiles telles que I’ATP,
I’ADP, le pyruvate, le malate, les anions, des cations, différents métabolites (acides gras) et des
nucléotides (Forte et al., 1987) mais est imperméable aux ions H+. VDAC est également
capable de communiquer et de se lier avec les enzymes de plusieurs voies métaboliques,
particulierement les enzymes de la voie de la glycolyse dont I’hexokinase et la glucokinase. Les
protéines mitochondriales codées par I’ADN nucléaire possédent un signal d’adressage leur
permettant de se lier a une translocase au niveau de la MME qui assure le transport actif vers
la matrice. Donc la MME joue un réle important dans la régulation du métabolisme et du flux
énergétique (Neupert, 1997).

L'espace intermembranaire, trés étroit, est délimité par les membranes mitochondriales
externes et internes et constitue un lieu de transit pour les molécules ayant traversé la MME.
Du fait de I'imperméabilité de la MME aux ions H*, I'espace intermembranaire est saturé de
protons provenant de la chaine de transport des électrons se trouvant dans la MMI. De plus,
des procaspases et du cytochrome C, impliqués dans |'apoptose, sont présents en quantité
importante dans |I'espace intermembranaire.

La membrane mitochondriale interne sépare I'espace intermembranaire et la matrice et
possede de nombreuses invaginations en direction de l'intérieur de la matrice mitochondriale
appelées crétes, caractéristiques de la mitochondrie. Cette bicouche lipidique de 5a 6 nm est
composée de 75% de protéines et de 25% de phospholipides, notamment un phospholipide
double caractéristique de la MMI, la cardiolipine nécessaire au fonctionnement de la
cytochrome c oxydase (Sinibaldi et al., 2010). De ce fait, cette bicouche de composition
différente, majoritairement des protéines hydrophobes, est beaucoup moins perméable que
les autres membranes biologiques. Donc les protons, les coenzymes (NADH, H+, FADH2), les
nucléotides, le malate, le fumarate et I'oxaloacétate passent majoritairement par des
transporteurs membranaires spécifiques pour traverser la MMI tels que des perméases,
assurant le cotransport des ions H+ et des molécules. Les protéines sont quant a elles

transportées par des complexes de translocases situés dans la MMI. Une des fonctions
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principales de cette membrane est d’abriter les enzymes et les complexes de la chaine
respiratoire et donc de permettre la production d’ATP par la phosphorylation oxydative.

- La matrice mitochondriale est I'espace inclus dans la membrane mitochondriale interne. Elle
contient un mélange trés concentré de nombreuses d'enzymes différentes dont
principalement celles impliquées dans le cycle de Krebs et la B-oxydation, de ribosomes
spécifiques aux mitochondries, d'ARN de transfert et de I'ADN du génome mitochondrial
(Nunnari and Suomalainen, 2012). Elle joue donc un réle déterminant dans la production d'ATP
par la dégradation du pyruvate, dans la biosynthése des protéines mitochondriales et dans la
réplication du génome mitochondrial. En effet, la mitochondrie est le seul organite a posséder
son propre génome, I’ADN mitochondrial (ADNmt) qui est dépourvu d’histones et d’introns et
est organisé sous forme de nucléotides dans la matrice (Anderson, 1981; Nass and Nass, 1963).
Ce génome est présent en plusieurs copies dans la mitochondrie et représente 1a 5 % de I’ADN
présent dans la cellule. Le génome mitochondrial code pour 13 polypeptides que I'on retrouve
dans la chaine respiratoire mitochondriale (Alexeyev et al., 2004). Cet ADNmt posséde un taux
de mutation de 10 a 17 fois plus fréquent que celui de I’ADN nucléaire car il n’est pas protégé
par des histones et est situé prés des zones de productions de radicaux libres (Neckelmann et

al., 1987).

2.2.4. Dynamique mitochondriale

Les mitochondries forment un ensemble de tubules interconnectées dans le cytosol appelé réseau
mitochondriale (Bakeeva et al., 1978; Benard et al., 2007). Ce réseau est tres dynamique et animé de
nombreux mouvements dans les cellules vivantes et est en réorganisation permanente grace a des
phénoménes de fissions et de fusions (Cerveny et al., 2007; Hales, 2004). Ces phénomeénes jouent un
role important dans de nombreux processus permettant le maintien de l'intégrité mitochondriale

(Chen and Chan, 2009; Liesa et al., 2009).

Il existe un cycle continu de fusion et de fission mitochondriales et la balance entre ces deux
phénoménes détermine la morphologie du réseau mitochondriale (Chen and Chan, 2004; Sauvanet et
al., 2010a). Cette balance est étroitement régulée par le statut bioénergétique mitochondrial et
cellulaire (Benard et al., 2007; Frey and Mannella, 2000; Sauvanet et al., 2010b; Youle and Karbowski,
2005).

De plus il a été montré que, le réseau mitochondrial s’étend dans le cytosol et entre en contact avec
le noyau, le réticulum endoplasmique, I'appareil de Golgi et le cytosquelette (Amchenkova et al., 1988;

Benard et al., 2007; Szabadkai et al., 2003).
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En conclusion, la dynamique mitochondriale participe au fonctionnement du cycle de Krebs (Szewczyk
and Wojtczak, 2002) et de la chaine respiratoire, a la B-oxydation des acides gras, a 'homéostasie et
la signalisation calcique, a la production d’espéces réactives de I'oxygene ainsi qu’aux processus de

sénescence et la cascade apoptotique.
2.2.5. Biogénése mitochondriale

Le nombre de mitochondries présent dans les cellules peut étre ajusté pour répondre a la demande
énergétique physiologique ou pathologique de la cellule. La quantité de mitochondries, correspondant
au volume du réseau mitochondrial est le résultat de I’équilibre entre deux processus : la biogénése

mitochondriale et la dégradation mitochondriale, appelée mitophagie.

La biogenese mitochondriale se fait dans des mitochondries déja existantes dans la cellule et fait
intervenir I'expression de génes appartenant aux génomes nucléaire et mitochondrial (Hood et al.,
2006) ainsi que différents facteurs de transcriptions. De nombreuses études ont permis de placer le
coactivateur PGC-la comme un régulateur majeur de la biogénese mitochondriale chez les
mammiféres (cf. « PGC-a et biogénése mitochondriale ») (Lehman et al., 2000; Puigserver et al., 1998a;
Russell et al., 2004; Wu et al., 1999). Il contréle I'expression génique et active des facteurs de
transcription tels que NRF1 et NRF2 (Nuclear Respiratory Factor 1 et 2) (Scarpulla, 2002) et ERRa
(Estrogen-Related Receptor a) (Schreiber et al., 2004b) impliqués dans la biogenése mitochondriale
ainsi que dans la régulation de I'expression de génes codant pour des sous-unités des complexes de la
chaine respiratoire, des enzymes du cycle de Krebs et de la B-oxydation (Figure 21). En effet, NRF1 et
NRF2 activent la transcription de TFAM (Transcription Factor A, Mitochondrial) qui entre dans la

mitochondrie et induit I'expression des génes du génome mitochondrial.
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Figure 21 : Interactions de PGC-1a avec ses différents partenaires dans la
régulation des génes impliqués dans la biogénése mitochondriale (Adapté de (Finck and Kelly, 2007))

Pour maintenir I'efficacité de cette machinerie complexe de transduction énergétique qu’est la
mitochondrie, il est indispensable d’éliminer les mitochondries dysfonctionnelles ou endommagées.
Pour cela les mitochondries sont prises en charge et éliminées par mitophagie (Ashrafi and Schwarz,
2013; Liu et al., 2014). La mitophagie, est la dégradation sélective des mitochondries via la voie
autophagique, c'est un mécanisme vital de contréle de la qualité mitochondriale dans les cellules. La
mitophagie évite donc I'accumulation de mitochondries dysfonctionnelles qui pourrait entrainer des

dommages irréversibles au niveau cellulaire (Ding and Yin, 2012).
2.2.6. Les voies métaboliques mitochondriales

Pour rappel, le réle majeur de la mitochondrie consiste a produire de I'énergie sous forme d’ATP. Pour
cela les voies cataboliques mises en place dans la mitochondrie sont la B-oxydation des acides gras (cf.
« La B-oxydation »), le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative formant a eux deux la respiration

cellulaire.
2.2.6.1. Le cycle de Krebs

En 1937, Hans Adolf Krebs a mis en évidence le fonctionnement du cycle de Krebs (ou cycle du citrate

ou cycle des acides tricarboxyliques), en rassemblant des travaux de plusieurs années. Le cycle de Krebs
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est le point final commun de la dégradation du glucose (provenant de la glycolyse), des polysaccharides
(provenant de la voie des pentoses phosphates), des lipides (provenant de la B-oxydation) et des acides
aminés, qui aboutissent a la formation d'acétyl-CoA. Le pyruvate, produit terminal de la glycolyse (cf.
« La voie de la glycolyse »), est a I'origine de la plus grande part de production de I'acétyl-CoA entrant
dans le cycle de Krebs. Le pyruvate est synthétisé dans le cytoplasme, ou se déroule la glycolyse, et
doit donc entrer dans la mitochondrie pour étre utilisé par le cycle de Krebs. Pour cela le pyruvate
diffuse a travers la MME grace aux pores formés par les porines, puis il traverse la MMI pour entrer
dans la matrice mitochondriale grace son transporteur spécifique, récemment identifié¢, le MPC

(mitochondrial pyruvate carrier) (Herzig et al., 2012).

Une fois dans la matrice, le pyruvate est converti par une réaction de décarboxylation oxydative
catalysée par la pyruvate déshydrogénase (PDH) en acétyl-CoA a I'aide du coenzyme A. La PDH peut
étre inhibée par la pyruvate déshydrogénase kinase (PDK). La premiére réaction propre au cycle de
Krebs est réalisée par la citrate synthase qui va lier I'acétyl-CoA a |’oxaloacétate pour former du citrate.
Cette réaction s'accompagne d'une réduction du NAD+ et de la formation d'une molécule de CO,. Cette
enzyme est tres régulée par le NADH, le succinyl-CoA, le citrate et I’ATP qui l'inhibent et permettent
ainsi de contréler la vitesse du cycle. Le citrate peut également étre exporté hors de la mitochondrie
via son transporteur et peut aussi servir a la synthése des lipides (cf. « La lipogenése de novo »). C'est
ainsi que I'on entre dans le cycle de Krebs. Ce cycle est composé de 8 réactions enzymatiques (Figure
22). Les enzymes de ce cycle se trouvent dans la matrice mitochondriale ou peuvent étre ancrées dans
la MMI. La réaction suivante est catalysée par l'aconitase qui permet la synthése d'isocitrate par
hydratation du citrate. L'isocitrate subit ensuite une décarboxylation oxydative par l'isocitrate
déshydrogénase conduisant a la formation d'a-cétoglutarate et entrainant également la réduction
d’une molécule de NAD+ en NADH (Stobbe et al., 2012). L'a-cétoglutarate déshydrogénase forme le
succinyl-CoA, par la décarboxylation oxydative de |'a-cétoglutarate, avec une réduction du NAD+ en
NADH. La succinyl-CoA synthétase convertit la succinyl-CoA en succinate et coenzyme A avec formation
d'une molécule de Guanosine Triphosphate (GTP). La succinate déshydrogénase catalyse I'oxydation
du succinate en fumarate tout en synthétisant une molécule de FADH2, nécessaire au complexe Il de
la chaine respiratoire. La fumarate hydratase permet la synthese du malate par hydratation du
fumarate. La derniére étape du cycle de Krebs fait intervenir la malate déshydrogénase qui transforme
le malate en oxaloacétate. Cette réaction est accompagnée par la réduction du NAD+ (Stobbe et al.,

2012).

Un tour de cycle permet a partir d’'un acétyl-CoA, de réduire 3 moles de NAD+ en NADH,H+, une mole
de FAD en FADH2, de produire 2 moles de CO; et une mole de GTP. On constate que le cycle de Krebs

ne produit qu'un seul équivalent ATP (1 GTP), soit moins que la glycolyse (2 ATP). L'essentiel de
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|'énergie chimique potentielle est donc produite sous forme de pouvoir réducteur (NADH,H+ et FADH2)
qui pourra étre utilisé par la suite dans la chaine respiratoire mitochondriale pour faire la

phosphorylation oxydative et donc pour produire de plus grandes quantités d’ATP.
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Figure 22 : Le cycle de Krebs et ses connections avec les autres voies métaboliques

2.2.6.2. La phosphorylation oxydative

Chez les mammiferes, 80 a 90% de I’ATP est produit par la mitochondrie via la chaine respiratoire dans
un processus appelé phosphorylation oxydative. La chaine respiratoire correspond a une association
de complexes protéiques au sein de la membrane interne de la mitochondrie. La phosphorylation
oxydative associe deux grandes étapes : (1) I'oxydation des coenzymes réduits, NADH et du FADH2,
produits lors de différentes voies cataboliques (glycolyse, cycle de Krebs, B-oxydation) par la chaine de
transport d'électrons, a (2) la production d’ATP par phosphorylation d’ADP et de phosphate

inorganique ; ceci grace a la formation d’un gradient de protons (Mitchell, 1966).
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La chaine respiratoire est localisée au niveau de la membrane interne de la mitochondrie (Figure 23).
Elle est composée de cing complexes protéiques : Le complexe | (ou NADH-ubiquinone
oxydoréductase), le complexe Il (ou succinate ubiquinone oxydoréductase), le complexe Il (ou
cytochromes b et c1), le complexe IV (ou cytochrome c oxydase) et le complexe V (ou ATP synthase).
Ces complexes sont spécialisés dans les réactions d’oxydo-réduction. En effet, ces composants peuvent

étre tour a tour accepteurs et donneurs d’électrons et forment ainsi une chaine d’oxydo-réduction.

En pratique, les électrons a haut potentiel de transfert, libérés lors des réactions d'oxydations dans la
mitochondrie (cycle de Krebs, B-oxydation) et présents dans la matrice, circulent le long d’un systeme
de transport d'électrons (STE) jusqu'a un accepteur final qui est I'oxygéne moléculaire O,. Ce transport
d’électrons est indispensable pour le fonctionnement de la chaine respiratoire, qui est d’oxyder des
coenzymes réduits, ce qui génére un gradient de concentration de protons (gradient chimique) de la
matrice vers I'espace intermembranaire mais aussi une différence de charges (gradient électrique)
transmembranaires (Mitchell, 1966). Ces deux gradients forment un gradient électrochimique capable
d’emmagasiner |I'énergie libérée par les oxydations de la chaine respiratoire et de permettre par la
suite la phosphorylation de I'ADP en ATP. Le couplage de la respiration a la synthese d’ATP est un
processus global appelé phosphorylation oxydative (OXPHOS) car la chaine respiratoire utilise

I’hydrogénation de I'oxygéne pour produire de I’ATP.

L’OXPHQOS débute avec I'entrée des électrons dans le STE au niveau des complexes | ou Il. Le complexe
| oxyde le NADH pour redonner du NAD+ et transfere deux électrons a I'ubiquinone entrainant sa
réduction en ubiquinol. L'énergie de cette réaction d’oxydoréduction permet le transfert de quatre
protons de la matrice vers I'espace intermembranaire. Le complexe | est le plus gros complexe du
systeme de transport des électrons avec 46 sous-unités, pour une taille totale d’environ 1000 kDa

(Remacle et al., 2008).

Le complexe Il réalise la méme réaction chimique, a la différence qu’il utilise du FADH2 comme
cofacteur. Le complexe Il oxyde donc le FADH2 en FAD et transfert deux électrons a I'ubiquinone. Cette
enzyme appartient a la fois au cycle de Krebs et a la chaine respiratoire. Ce complexe ne contribue pas
a I'exportation de protons dans I'espace intermembranaire car la réaction d’oxydation du FADH2 ne
libére pas suffisamment d’énergie. Les complexes | et Il constituent donc les principaux points d’entrée
des électrons dans le STE. Néanmoins, il existe d’autres voies d’entrée pour les électrons, telles que
I'ETF (électron-transfert-flavoprotéine) et la glycérol-3-phosphate déshydrogénase (Watmough and
Frerman, 2010). L'ubiquinone, réduite par ces différentes enzymes, joue un réle clé dans le STE en liant
les différentes voies d’entrée des électrons c’est-a-dire le complexe | et |l aux autres complexes du STE

et en particulier au complexe lll.
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Ensuite, le complexe Il oxyde I'ubiquinone réduite permettant ainsi le transfert des électrons au
cytochrome c et la réoxydation de ce complexe. L'oxydation d'une molécule d'ubiquinol conduit a la
réduction de deux molécules de cytochrome c. En effet, contrairement a I'ubiquinone, qui transporte
deux électrons par molécule, le cytochrome ¢ ne transporte qu'un électron par molécule. Cette
réaction permet la translocation de quatre protons de la matrice vers I'espace intermembranaire par
molécule d’ubiquinone oxydée. Le cytochrome c assure le transfert des électrons entre le complexe Il

et le complexe IV.

Le complexe IV est I'enzyme terminale du STE et catalyse donc la derniére réaction d’oxydoréduction
en transférant les électrons du cytochrome c réduit a I'accepteur final des électrons, I'oxygéne
(Yoshikawa et al., 2006). La réduction d’une molécule d’O, va permettre la réoxydation du complexe
IV. Deux molécules d'eau H,O sont formées par molécule d'oxygéne réduite nécessitant quatre
électrons, tandis que quatre protons sont expulsés vers |'espace intermembranaire mitochondrial, ce
qui contribue a la génération du gradient de concentration de protons a travers la membrane interne

mitochondriale.

Le transport des protons de la matrice vers l'espace intermembranaire génere un potentiel
électrochimique qui a été décrit sous le nom de théorie chimio-osmotique de Mitchell (Mitchell, 1961).
La translocation de protons aboutit a I'acidification de I'espace intermembranaire et a la création d’un
potentiel électrochimique de protons de part et d’autre de la membrane interne car celle-ci posséde
une faible perméabilité aux protons. Ce gradient de protons constitue une réserve d’énergie qui est

finalement utilisée par le complexe V pour produire I’ATP.

La derniére étape de I'OXPHOS est constituée par le complexe V ou ATP synthase. Comme son nom
I'indique I’ATP synthase utilise la force proton-motrice afin de produire I’ATP a partir de I’ADP. En effet,
le gradient électrochimique contribue a alimenter I’ATP synthase qui va propulser des protons de
I’espace intermembranaire vers la matrice, 4 protons sont nécessaires pour produire une molécule
d’ATP a partir d’'un ADP et d’'un orthophosphate inorganique (Pi). L'ATP synthase est composé de deux
sous-unités (Arnold et al., 1998) : une permettant d’ancrer le complexe a la membrane et formant un
pore perméable aux protons (FO) (Collinson et al., 1994a, 1994b; Garcia et al., 2006) et une autre
contenant le site catalytique activé par le passage des protons (F1), induisant ainsi la synthése d’ATP
par phosphorylation de I’ADP. Les protons précédemment transférés par les complexes I, Il et IV sont
présents en plus grande quantité dans I'espace intermembranaire et tendent donc a vouloir retourner
dans la matrice mitochondriale. Comme la membrane interne est imperméable aux protons, ces
derniers peuvent traverser la MMI au niveau du pore formé par I’ATP synthase. Ce flux provoque un

changement de conformation du site catalytique de I’ATP synthase conduisant a son activation et la
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fixation de I’ADP et du Pi (Nakamoto et al., 2008; Walker, 2013). Puis le site actif se resserre sur les
substrats et les condense en ATP qui est ensuite libéré dans la matrice mitochondriale. L’hydrolyse de
I’ATP est trés exergonique et peut étre couplée a plusieurs réactions endergoniques dans la cellule.
L’ATP est pour cette raison une molécule riche en énergie, mais qui ne peut étre considérée comme

une réserve énergétique car la demi-vie de I’ATP est trés courte (environ une minute).

Cet ATP, produit a I'intérieur de la mitochondrie, doit assurer I’énergie des réactions biochimiques de
la cellule et doit donc de ce fait étre exporté hors de la mitochondrie. L’ATP est exporté dans I'espace
intermembranaire par des transporteurs de nucléotides adényliques (ANT) (Chevrollier et al., 2011).
L’ANT échange une molécule d’ADP cytosolique contre une molécule d’ATP matricielle. Etant donné
gue ce processus est électrogénique, I'’échange ADP-ATP s’accompagne d’une consommation du
potentiel de membrane mitochondrial (Trézéguet et al., 2008). Puis I’ATP rejoint le cytosol de la cellule
grace a des canaux PTP (permeability transition pore) ou VDAC localisés dans la membrane externe de

la mitochondrie.

Chez I'homme, la plus grande partie de I'énergie utilisée par les cellules est produite par la
phosphorylation oxydative. Cependant le gradient de protons n’est pas seulement essentiel pour la
production d’ATP, il est nécessaire a I'import des protéines dans la membrane interne et la matrice

mitochondriale (Geissler et al., 2000; Schleyer et al., 1982).
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2.2.7. Métabolisme mitochondrial et cancer

La glycolyse a longtemps été considérée comme le changement métabolique majeur pour la
production d’énergie et la croissance des cellules tumorales (Warburg et al., 1927). Bien qu'une telle
vision ait été déterminante pour le développement des outils d'imagerie médicale encore utilisés
aujourd’hui (FDG-PET scan) (Vander Heiden et al., 2009), les outils et recherches du 20°™ siécles ont
permis d’abolir deux grandes hypothéses fausses sur le cancer : la premiére est la notion que le cancer
est un désordre exclusivement intrinseque a la cellule provenant de modifications génétiques et
épigénétiques (Bui and Schreiber, 2007; Kroemer et al., 2015). La deuxiéme est le point de vue selon
lequel les cellules tumorales utilisent uniquement la glycolyse aérobie pour leurs besoins
bioénergétiques et anaboliques (Danhier et al., 2017; Erez and DeBerardinis, 2015). En effet, il a été
montré que des cellules tumorales dans lesquelles les mitochondries ont été rendues non-
fonctionnelles se divisent moins rapidement. Donc toutes les fonctions propres a la mitochondrie sont
requises pour maintenir la croissance et la prolifération rapides des cellules tumorales
(Holmuhamedov et al., 2002; Mullen et al., 2011; Tan et al., 2015). Il est maintenant complétement
accepté que les tumeurs se forment, croissent, métastases et répondent aux thérapies grace a des
interactions avec le microenvironnement tumoral et le systeme immunitaire (Chen and Mellman,
2017; Galluzzi et al., 2015). De méme qu’il est maintenant admis que le métabolisme mitochondrial
influence fondamentalement toutes les étapes de I'oncogenése comme la transformation maligne, la
progression et I'échappement tumorale et la réponse aux traitements (Vyas et al., 2016; Wallace,
2012). L'intérét pour I'étude des mitochondries dans le cancer est réapparu au milieu des années 1990
avec la mise en évidence que la perméabilisation de la MME est une étape décisive dans la régulation
et le déclenchement de I'apoptose (Liu et al., 1996; Zamzami et al., 1995a, 1995b, 1996). Cette
découverte a déclenché une importante vague d’investigation qui a permis, quelques années plus tard,
de constater que la plus grande majorité des cellules cancéreuses présentent une résistance a la mort
cellulaire, le plus souvent di a des altérations dans le processus de régulation mitochondriale
(Hanahan and Weinberg, 2000). De plus, ce ré engouement pour |'étude des mitochondries a mis en
lumiere de nouvelles perspectives sur I'implication du métabolisme mitochondrial dans le cancer. En
effet, il est maintenant clair que plusieurs métabolites mitochondriaux sont suffisants pour entrainer
la tumorigénese (Dang et al., 2009b) et que les voies métaboliques mitochondriales peuvent étre
modulées aux besoins bioénergétiques et anaboliques des cellules cancéreuses, leur conférant ainsi
une plasticité métabolique mitochondriale importante (Fendt et al., 2013; Wise et al., 2011). En
conséquence, le métabolisme mitochondrial est devenu une cible thérapeutique prometteuse pour le
développement de nouveaux agents anticancéreux et comme stratégie pour la chimio- et la radio-

sensibilisation (Fulda et al., 2010; Galluzzi et al., 2013; Martinez-Outschoorn et al., 2017). C’est le cas
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de la metformine, une molécule prescrite a la base contre le diabete de type Il et possédant des
propriétés antitumorales mises en évidence par plusieurs études épidémiologiques (Giovannucci et al.,
2010; Quinn et al., 2013). De ce fait, plusieurs laboratoires, dont le n6tre, ont cherché, au cours de ces
derniéres années, a comprendre son implication dans de nombreux types de cancers différents. Ces
études montrent que la metformine agit comme un perturbateur majeur du métabolisme des cellules
cancéreuses en inhibant le complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale, entrainant l'inhibition
de la prolifération et de la croissance tumorale dans de nombreux type de cancers, dont le CaP (Ben

Sahra et al., 2011; Dirat et al., 2015; Loubiere et al., 2017).
2.2.8. Métabolisme mitochondrial et cancer de la prostate

Le metabolisme du citrate, un intermédiaire du cycle de Krebs, joue un réle important dans la prostate
(cf « Métabolisme normal de la prostate saine »). Dans la prostate saine, le citrate s’accumule dans la
mitochondrie a cause de I'inhibition de I'aconitase par les fortes concentrations de zinc (Figure 18)
(Costello and Franklin, 2016; Costello et al., 2004, 2005a; Dakubo et al., 2006). L’inhibition de
I’aconitase entraine un blocage du cycle de Krebs, en aval de cette enzyme, et des voies anaplérotiques
se mettent en place pour alimenter le cycle. Au début de leur transformation maligne, les cellules
épithéliales de prostate ne sont pas dépendantes de I'effet Warburg (cf. « Métabolisme normal de la
prostate saine ») mais semblent au contraire augmenter leur dépendance a I'OXPHOS. Alors que la
majorité des cancers augmentent la glycolyse aérobie, les cellules cancéreuses de prostate présentent
une activité du cycle de Krebs beaucoup plus élevée que dans les cellules saines (Costello et al., 2004).
Ceci s’explique par le fait que les cellules cancéreuses de prostate inversent le métabolisme du citrate,
en stoppant I'accumulation de zinc et en oxydant le citrate dans le cycle de Krebs, entrainant donc un
changement métabolique majeur (Franz et al., 2013) et crucial pour la pathogenese du CaP. Cette
reprogrammation métabolique permet aux cellules cancéreuses de prostate d’utiliser pleinement le
cycle de Krebs et donc ’'OXPHOS. En effet, les cellules prostatiques malignes diminuent leur quantité
de zinc stocké, a l'intérieur de leurs mitochondries, dans la but d’utiliser au maximum le cycle de Krebs
et également d’échapper a I'apoptose (Feng et al., 2002) car une accumulation trop importante de zinc
dans les mitochondries peut conduire a la mort cellulaire. Cette réduction de la quantité de zinc
mitochondrial est médiée par la diminution de I'activité du transporteur du zinc (ZIP1) par les cellules
cancéreuses de prostate lors de la transformation maligne. Cette baisse de la concentration de zinc
leve l'inhibition de I'aconitase et donc augmente son activité et par conséquent celle du cycle de Krebs.
Il est donc important de souligner que I'altération du métabolisme du citrate et du zinc dans le CaP a
un double role : (1) permettre I'oxydation du citrate et par conséquent augmenter I'énergie disponible
pour la croissance tumorale ; (2) permettre aux cellules du CaP d’échapper a la mort cellulaire (Costello

et al., 2005a). De ce fait, de nombreuses preuves expérimentales ont montré les effets
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antinéoplasiques du zinc (Cortesi et al., 2008; Costello et al., 2005b). Ces études, in vitro par
supplémentation mais également in vivo au cours de régimes riches en zinc, ont montré,
respectivement, une augmentation de I'apoptose des cellules prostatiques tumorales (Ku et al., 2012)
et une diminution du développement et de la croissance tumorale chez des souris sous régimes
supplémentés avec du zinc (Costello et al., 2015). De plus, des données épidémiologiques sur les effets
du zinc (Gallus et al., 2007; Gonzalez et al., 2009) et en particulier sur la prévention du CaP ont été
publiées (Epstein et al., 2011; Kristal et al., 2010). Actuellement des études sont en cours pour évaluer
I'efficacité de la combinaison des thérapies anticancéreuses avec le zinc pour le traitement du CaP

(Chen et al., 2013; Uzzo et al., 2002).
2.3. Métabolisme lipidique

Les acides gras jouent un role structurel fondamental pour les cellules en étant impliqués dans la
synthése et la perméabilité des membranes. Ils participent a I’homéostasie cellulaire via leurs
interactions avec différentes voies de signalisation cellulaire et sont également une source importante
d’énergie permettant de stocker plus d’énergie que les glucides. Leur dégradation, par une réaction
dite de B-oxydation, fournit des substrats intermédiaires pour le cycle de Krebs et produit donc de
grande quantité d’ATP. Les acides gras sont apportés en grande quantité par I'alimentation mais
peuvent également étre synthétisés par les cellules a travers un ensemble de processus métaboliques

appelés lipogenese de novo (Maier et al., 2006).
2.3.1. Lalipogenése de novo

La lipogenese de novo est un processus anabolique permettant la synthése de nouvelles molécules
d’acides gras a partir de substrats non lipidiques et s’effectue dans le compartiment cytosolique des
cellules (Figure 24). L'acétyl-CoA est le substrat essentiel de la biosynthése des acides gras. Il est formé
a partir du citrate provenant de la dégradation du glucose ou de la glutamine. Le pyruvate, produit
final de la glycolyse, est métabolisé en acétyl-CoA par la pyruvate déshydrogénase (PDH), qui rentre
dans le cycle de Krebs mitochondrial. En fonction de la teneur en oxygene et de besoins énergétique
de la cellule, le citrate produit va soit continuer dans le cycle de Krebs soit étre transporté dans le
cytoplasme. L'autre source de citrate est la voie de catabolisme de la glutamine. En effet, la glutamine
va étre transformée, par plusieurs réactions enzymatiques cytoplasmiques successives (cf.
« Glutaminolyse »), en citrate qui pourra étre utilisé soit dans le cycle de Krebs soit dans la lipogeneése.
Le citrate cytoplasmique produit par ces deux voies va ensuite étre converti en oxaloacétate et acétyl-

CoA via I’ATP citrate lyase (ACLY). A ce moment-13, I'acétyl-CoA formé va entrer dans la lipogenése.

La premiere véritable étape de la lipogenese est la métabolisation de I'acétyl-CoA et d’une molécule

d’ATP pour former une molécule de malonyl-CoA, précurseur des acides gras, par |'acétyl-CoA
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carboxylase (ACC). Ensuite, toutes les activités enzymatiques nécessaires a la lipogenése sont
regroupées au sein d'une méme chaine peptidique constituant un complexe protéique
multienzymatique géant nommé acide gras synthase (FAS). Ceci permet un meilleur rendement en
raison de la proximité des sites catalytiques (Turner et al., 2014). Chaque cycle de FAS ajoute deux
carbones sur la chaine d’acyl gras, I'élongation s'arréte en général aprés 7 ou 8 cycles quand une

molécule d’acide palmitique a été obtenue.

Le bilan de la synthése d’'une molécule d'acide palmitique est la consommation de 7 molécules
d’acétyl-CoA, 7 molécules de malonyl-CoA, 7 molécules d’ATP et 14 molécules de NADPH et la
production d’une molécule d’acide palmitique (C16 :0), 8 molécules de coenzyme A, 7 molécules d’ADP
et 14 molécules de NADP (Ecker and Liebisch, 2014). Les acides gras produits vont ensuite étre

estérifiés avec du glycérol-3-phosphate en triacylglycérol, la forme stockable des acides gras.
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Figure 24 : Voie de biosynthése des acides gras
(Adapté du livre de biochimie générale de Jacques-Henry Weil)

Lipogenése et cancer

Les tumeurs solides requiérent de grandes quantités de lipides pour leurs proliférations et en
particulier pour la synthese de leurs membranes. Dans les tissus normaux, les lipides viennent
principalement de la circulation sanguine, alors que les cellules cancéreuses utilisent principalement
la lipogenése de novo pour synthétiser les lipides (Medes et al., 1953). En fonction du type tumoral, les

cellules cancéreuses synthétisent plus de 95% des acides gras par la lipogenéese de novo méme avec un
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approvisionnement suffisant par les lipides alimentaires. Donc I'augmentation de la lipogenése est une
caractéristique métabolique importante des cellules cancéreuses (Swinnen et al., 2006). De plus, il a
été montré que cette augmentation de la lipogenése est couplée au métabolisme du glucose et a |'effet
Warburg. En effet, quand les cellules cancéreuses passent a un métabolisme glycolytique elles
catabolisent du glucose au-dela de leurs besoins énergétiques et donc synthétisent du pyruvate en
exces qui peut alors étre redirigé vers la lipogeneése de novo. L'augmentation de cette derniéere permet
aux cellules cancéreuses de synthétiser de grandes quantités d’acides gras requis pour d’adapter a leur

prolifération accrue (Menendez and Lupu, 2007).

Cette reprogrammation métabolique apparait dés les premiéres étapes de tumorigénése et s’expand
au fur et a mesure que les cellules deviennent malignes. Un nombre important d’études ont montré
que la lipogenése joue également un role dans I'activation du cycle cellulaire et dans la résistance a
I"apoptose des cellules tumorales. Ce qui suggére que I'activation de la synthése des acides gras est
nécessaire pour la carcinogenése et pour la survie des cellules tumorales (Kuhajda et al., 2000;

Menendez and Lupu, 2007; Zhou et al., 2007).

Il nest donc pas surprenant que plusieurs études aient montrées une augmentation de I’expression
de plusieurs genes de la lipogenese dans différents types de tumeurs. C'est le cas de la FAS surexprimée
dans de nombreux types de cancers comme les cancers du sein, de I'endomeétre, des ovaires, des
poumons, du colon et de la prostate, et en particulier dans les phases précoces de I'oncogenese et
sont corrélées avec la progression tumorale (Pizer et al., 2001; Rashid et al., 1997; Rossi et al., 2003;

Swinnen et al., 2002).

Toutes ces observations constituent donc des preuves laissant penser que la lipogenése est une cible
pertinente pour le traitement du cancer (Kuhajda et al., 2000; Rysman et al., 2010). Plusieurs groupes
de recherche ont montré que le ciblage thérapeutique par I'inhibition de différentes enzymes de la
synthése lipidigue comme la FAS, I’ACC ou encore I’ACLY entrainait, in vivo et in vitro, la régression
tumorale (Chajes et al., 2006; Hatzivassiliou et al., 2005; Kridel et al., 2004; Mashima et al., 2009).
Cependant, les effets cytotoxiques de I'inhibition de la lipogenése de novo peuvent étre contournés
par 'utilisation, par les cellules tumorales, des lipides fournis par I’alimentation (Zaidi et al., 2012). Les
cellules cancéreuses peuvent donc incorporer et utiliser les lipides exogénes, pour leurs besoins,
comme une source alternative d’acide gras, en addition de la synthése de novo d’acides gras
(Kuemmerle et al., 2011). Ces observations suggérent donc I'implication des acides gras exogénes pour
la croissance et |la survie des cellules tumorales et soulignent également I'impact des régimes riches en

graisses dans la biologie du cancer.
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2.3.2. La B-oxydation

Al'inverse de la lipogenese, la B-oxydation est la principale voie métabolique cellulaire de dégradation
des molécules d'acides gras ce qui libére leur potentiel énergétique. Pour que cette réaction ait lieu,
les acides gras doivent entrer dans les cellules, ce qui peut se faire uniguement s’ils sont sous forme
libre, c’est-a-dire non complexés en triglycérides ou a I'albumine. La lipoprotéine lipase permet
d’hydrolyser les triglycérides circulant dans le sang en acides gras libres, capables de pénétrer dans les
cellules en diffusant a travers la membrane plasmique. Dans les cellules eucaryotes, la B-oxydation se
déroule en aérobiose au sein des mitochondries et plus spécifiguement dans la matrice
mitochondriale, méme si la premiére étape se situe dans le cytoplasme. En effet, avant d’étre oxydés,
les acides gras libres doivent étre activés en acyl-CoA. Pour les acides gras a chaines courtes pouvant
diffuser a travers les membranes mitochondriales, cette activation en acyl-CoA peut étre réalisée au
sein de la matrice mitochondriale. Alors que, pour les acides gras a longues chafnes cette activation se
fait dans le cytoplasme. Pour cela, ils vont étre couplés a une molécule de coenzyme A pour former un
acyl-CoA a longues chaines, via I'acyl-CoA synthétase. Cette réaction nécessite I’hydrolyse d’une
molécule d’ATP. Les acyl-CoA a longues chaines ne traversent pas les membranes de la mitochondrie
et sont transportés par la navette de la carnitine CPT1 et CPT2 (L-carnitine palmitoyltranferase 1 et 2).
Une fois entrés dans la mitochondrie, les acyl-CoA sont dégradés en acétyl-CoA par une succession
cyclique de quatre réactions enzymatiques se déroulant dans la matrice mitochondriale (Lynen, 1953)

(Figure 25).

Le bilan pour chaque cycle d’oxydation d’un acyl-CoA est donc: une molécule d’acétyl-CoA, une
molécule d’acyl-CoA raccourcie de 2 carbones, une molécule de FADH2 et une molécule de NADH.
L'acétyl-CoA formé pourra lui étre utilisé soit par le cycle de Krebs, la lipogenése ou encore la
cétogenese. L'acyl-CoA obtenu va lui étre réengagé dans un cycle de B-oxydation jusqu’a ce que toute
sa chaine aliphatique soit dégradée en acétyl-CoA. Lorsque la chaine aliphatique comprend un nombre
impair de carbones, le dernier cycle d’oxydation conduit a la formation d’'une molécule d’acétyl-CoA
et une molécule de propionyl-CoA. Ce dernier est transformé en succinyl-CoA, qui entrera dans le cycle

de Krebs.
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Figure 25 : La 8-oxydation
(Adapté du livre de biochimie générale de Jacques-Henry Weil)

B-oxydation et cancer

Bien que la pertinence, dans le cancer, de I'oxydation des acides gras n’ait pas été aussi largement
étudié que la synthese des acides gras, des études récentes commencent a mettre en lumiére les
fonctions de I'oxydation des acides gras dans les cellules tumorales, principalement par I'étude de

CPT1.

Il a été montré que CPT1, I'enzyme catalysant I'étape limitante de la B-oxydation, est surexprimée dans
de nombreux types de cancers et est associée avec la progression tumorale dans, entre autres, les
cancers du sein, gastriques, de la prostate, du poumon, de I'ovaire. La surexpression de CPT1 permet
d’activer la B-oxydation et donc d’augmenter la quantité d’ATP et les réserves de NADH et de FADH2.
De plus, l'altération de la B-oxydation par I'inhibition de CPT1 bloque la croissance des cellules
tumorales (Pucci et al., 2016; Ricciardi et al., 2015; Schlaepfer et al., 2014) et sensibilisent les cellules
tumorales a I'apoptose (Giordano et al., 2005; Paumen et al., 1997). L'augmentation de la f-oxydation
a donc la capacité d’alimenter la croissance tumorale et de conférer un avantage de survie aux cellules

cancéreuses (Carracedo et al., 2013; Hossain et al., 2015; Ricciardi et al., 2015).
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La B-oxydation est également impliquée dans la résistance aux chimiothérapies. En effet, il a été
observé que l'inhibition de I'oxydation des acides gras sensibilise les cellules cancéreuses aux agents
chimiothérapeutiques en abolissant la chimiorésistance (Li et al., 2013; Tung et al., 2013). En
conclusion, lI'inhibition de I'oxydation des acides gras semble étre une approche intéressante pour la

thérapie anti-cancéreuse mais nécessite de plus amples investigations.
2.3.3. Métabolisme lipidique et cancer de la prostate

Les tumeurs prostatiques sont connues pour étre trés dépendantes de la synthése et de I'oxydation
des acides gras. En effet, les acteurs centraux de ces deux voies sont surexprimés dans les CaP, la FAS
et I’ACC pour la lipogenése (Baron et al., 2004) et CPT1 pour la B-oxydation (Sadeghi et al., 2015;
Schlaepfer et al., 2014).

La surexpression de FAS est un événement précoce de la tumorigenese prostatique et est associée
avec la progression tumorale (Pflug et al., 2003) et la formation de métastases osseuses (Rossi et al.,
2003; Swinnen et al., 2000, 2002). De plus, I'expression ectopique de FAS dans des cellules épithéliales
saines de prostate conduit a la formation de PIN et a la progression vers un phénotype invasif (Migita
et al., 2009). L'inhibition de FAS entraine la suppression de I’adhésion cellulaire, réduit la migration et
diminue la croissance tumorale (Wu et al., 2014). De ce fait, plusieurs inhibiteurs pharmacologiques
de FAS sont actuellement testés pour leur potentiel intérét thérapeutique dans le CaP (Flavin et al.,
2010, 2011; Pemble et al., 2007).

Les tumeurs de prostate augmentent fortement leur consommation d’acide gras et utilisent la B-
oxydation comme leur principale source d’énergie pour leur survie et leur croissance (Liu, 2006; Liu et
al., 2010). En effet, l'inhibition génétique ou pharmacologique de la B-oxydation diminue la quantité
d’ATP disponible et empéche la prolifération des lignées cancéreuses de prostate (Liu, 2006). Ces
tumeurs surexpriment certaines enzymes impliquées dans |'oxydation des acides gras (Zha et al.,
2005), en particulier CPT1 (Liu, 2006; Schlaepfer et al., 2014). L'inhibition de CPT1 bloque la croissance
tumorale prostatique et pourrait donc étre une nouvelle cible thérapeutique pour les traitements
antitumoraux (Schlaepfer et al., 2014). De facon intéressante, cette inhibition a également conduit a
I'activation de la glycolyse aérobie et a permis d’améliorer le signal de détection des tumeurs
prostatiques au scanner FGF-PET (Schlaepfer et al., 2015). On peut donc spéculer que I'activation de la
glycolyse aérobie due a l'inhibition de CPT1 permettrait de compenser I'énergie perdue a cause de la
B-oxydation non fonctionnelle, il pourrait donc y avoir un effet complémentaire de ces deux voies.

De plus, il a été suggéré que l'inhibition simultanée de la lipogenese de novo et de la B-oxydation
pourrait étre trés efficace pour le traitement de certains cancers, en particulier le CaP (Schlaepfer et
al., 2014).

2.4. Métabolisme de la glutamine
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2.4.1. Glutaminolyse

La glutamine est I'acide aminé non essentiel le plus abondant dans la circulation (Cynober, 2002). Tout
comme les autres acides aminés, elle joue un réle important en tant que constituant des protéines
(Hosios et al., 2016) et est également le principal transporteur d'ammoniac sous sa forme non toxique
(Dang, 2010; DeBerardinis et al., 2007). La glutamine, en étant non essentielle, est indispensable a la
biosynthése des acides aminés essentiels, n’étant pas synthétisés par I'organisme (Hosios et al., 2016).
Le métabolisme de la glutamine est aussi impliqué dans la biosynthése des bases azotées. En effet, la
glutamine est un donneur indispensable de nitrogéne réduit, nécessaire a la synthése des bases
purines et pyrimidines (Hosios et al., 2016; Wise and Thompson, 2010). En plus de ce rdle, la glutamine,
comme le glucose, est une importante source de carbone pour les besoins bioénergétiques et
biosynthétiques des cellules. En effet, les intermédiaires carbonés dérivés de la glutamine
interviennent dans des voies anaplérotiques, en particulier le cycle de Krebs (Altman et al., 2016;
DeBerardinis et al., 2007), comme source alternative, au glucose, pour produire de ’ATP. La glutamine
sert également a la production de précurseurs essentiels a la synthése des acides gras (Metallo et al.,

2011).

Les étapes de la glutaminolyse se déroulent dans la mitochondrie, de ce fait la glutamine doit en
premier entrer dans la cellule puis ensuite dans la mitochondrie pour étre dégradée. Le transporteur
principal de glutamine dans les cellules est ASCT2 (ou SLC1A5) (Bhutia et al., 2015; Bode, 2001; Pochini
et al., 2014). Une fois dans la mitochondrie, la glutamine est en premier convertie en glutamate via
une glutaminase (GLS) (Matés et al., 2013). Le glutamate est ensuite converti en a-cétoglutarate par
deux classes d’enzymes différentes qui produiront des intermédiaires différents en fonction des
besoins de la cellule (Wise and Thompson, 2010; Yang et al., 2017). La premiere classe d’enzyme est
les transaminases, incluant la glutamate—oxaloacétate transaminase (GOT), la glutamate—pyruvate
transaminase (GPT), et la phosphosérine transaminase (PSAT). Ces enzymes sont capables de générer,
a partir du glutamate, de I'a-cétoglutarate. La deuxiéme enzyme capable de métaboliser le glutamate
en a-cétoglutarate est la glutamate déshydrogénase (GLUD). Cette réaction s’accompagne de la
production de cofacteurs NADH ou NADPH. L'a-cétoglutarate généré sert principalement en tant que
substrat anaplérotique dans le cycle de Krebs pour produire de I’ATP et régénérer des cofacteurs par
I’OXPHOS (Michalak et al., 2015; Vander Heiden, 2011; Wise and Thompson, 2010). L’a-cétoglutarate
peut également étre carboxylé en citrate par I'isocitrate déshydrogénase 1 ou 2, dans respectivement
le cytoplasme et la matrice mitochondriale. Ce citrate pourra, comme vu précédemment (chapitre
XXX), étre utilisé dans la lipogenése de novo pour la synthése d’acides gras I'OXPHOS (Michalak et al.,
2015; Vander Heiden, 2011; Wise and Thompson, 2010). Les autres métabolites du cycle de Krebs

dérivant de la glutaminolyse peuvent également sortir du cycle de Krebs et étre utilisés dans d’autres
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réactions. C’est, par exemple, le cas du malate qui, dans le cytoplasme, peut étre transformé en
pyruvate par I’enzyme malique (ME) (Michalak et al., 2015; Vander Heiden, 2011; Wise and Thompson,
2010). L'oxaloacétate peut également étre converti en aspartate puis soit en en asparagine soit
consommé dans la voie de synthése des nucléotides I’'OXPHOS (Michalak et al., 2015; Vander Heiden,
2011; Wise and Thompson, 2010). Donc I’'anaplérose de la glutamine dans le cycle de Krebs fournit des
précurseurs indispensables pour ’'OXPHQOS, la synthése d’acides aminés non essentiels, de nucléotides

et de lipides (Figure 26).

La glutaminolyse est donc un processus se mettant en place dans le cas ou le niveau énergétique
cellulaire est insuffisant. Quand les cellules ont un niveau d’énergie trés élevé (forte concentration
d’ATP, de NAD(P)H et d’a-cétoglutarate), elles se mettent préférentiellement a synthétiser de la
glutamine plut6t que de la cataboliser. La glutamine est synthétisée de maniére endogéne a partir de
I’a-cétoglutarate, via la glutamate déshydrogénase qui aboutit a la formation de glutamate. Ce dernier
est métabolisé en glutamine grace a la glutamine synthase. Cependant, quand les cellules sont
hautement prolifératives, les besoins en glutamine augmentent et la synthése intracellulaire de
glutamine ne suffit plus, la glutamine doit donc étre absorbée de fagcon exogéne (Altman et al., 2016)

ce qui fait que cet acide aminé peut devenir limitant dans certaines conditions.
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Figure 26 : Le métabolisme de la glutamine (Adapté de (Choi and Park, 2018))

2.4.2. Métabolisme de la glutamine et cancer
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L'importance de la glutaminolyse pour la prolifération des cellules cancéreuses a été mise en évidence
il y a quelques décennies par Harry Eagle, qui a montré que la croissance optimale des cellules Hela
requiéere des concentrations de glutamine de 10 a 100 fois supérieures aux autres acides aminés dans
le milieu de culture (Eagle, 1955). Depuis il a été montré que, in vitro, la plupart des cellules
cancéreuses consomment beaucoup plus de glutamine par rapport aux autres acides aminés et sont
souvent dépendantes de la glutamine extracellulaire pour leur survie (DeBerardinis and Cheng, 2010).
Plusieurs études ont également montré que beaucoup de cellules cancéreuses sont dépendantes de
la glutamine et ne peuvent survivre en absence de glutamine exogéene, ce qui a été appelé « glutamine
addiction ». De plus, la glutamine est I'acide aminé consommé le plus rapidement par de nombreux
types de tumeurs in vivo (Marquez et al., 1989; Sauer et al., 1982). En effet, de nombreuses tumeurs
sont associées avec une déplétion de la glutamine dans I’environnement tumoral comparée au tissu
sain correspondant (Marquez et al., 1989; Rivera et al., 1988; Roberts and Frankel, 1949; Yuneva et al.,
2012). La glutamine est donc, avec le glucose, le principal nutriment supportant la survie et la demande

biosynthétiques dans les cellules cancéreuses hautement prolifératives.

A travers I'augmentation du catabolisme de la glutamine, les cellules cancéreuses sont capables de
maintenir leurs réserves de divers intermédiaires carbonés, qui sont indispensables pour la formation
de macromolécules variées nécessaires a leur croissance et prolifération (Michalak et al., 2015; Vander
Heiden, 2011; Wise and Thompson, 2010). En effet, durant la rapide prolifération des cellules
tumorales, le citrate (dérivant du glucose) est continuellement exporté du cycle de Krebs en faveur de
la biosynthese des lipides (Vander Heiden et al., 2009). Donc pour remédier au troncage du cycle de
Krebs, la glutamine, via I'anaplérose, réapprovisionne le cycle de Krebs et continue donc la synthése
de précurseurs biosynthétiques comme le citrate (DeBerardinis et al., 2007, 2008). En plus de la
synthése de citrate, la glutamine est une source alternative de carbone pour la formation de 10 a 25%
d’acétyl-CoA nécessaire a la synthése de lipides (Jiang et al., 2016; Metallo et al., 2011). De plus, les
cellules cancéreuses sont capables de contrdler par quelle voie elles vont oxyder la glutamine en
fonction de leur besoin : soit par le cycle de Krebs pour produire du NADH et du FADH qui médient la
génération d’ATP par I'OXPHOS, soit en produisant du NADPH, un puissant réducteur pour une large
variété de réaction biosynthétiques et participant a la régulation de I’"homéostasie redox cellulaire
(Altman et al., 2016). De facon importante, empécher la glutamine d’entrer dans le cycle de Krebs peut
enrayer la croissance tumorale (Le et al., 2012; Xiang et al., 2015; Yuneva et al., 2012) (Xiang et al.,
2015 ; Yuneva et al., 2012 ; Le et al., 2012) Donc I'anaplérose, indispensable a la synthése d’énergie et
d’acides gras dans les cellules cancéreuses, est hautement dépendante du métabolisme de la

glutamine.
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Dans le cancer, la glutamine n’est pas seulement un donneur de carbones, c’est également un donneur
de nitrogéne nécessaire a la biosyntheése de novo de plusieurs composés contenant du nitrogéne,
comme les bases purines et pyrimidines, requises pour la réplication de I’ADN des cellules cancéreuses,
(DeBerardinis and Cheng, 2010; Locasale, 2013) et les acides aminés non essentiels, aspartate, alanine
et sérine (DeBerardinis and Cheng, 2010). En effet, une étude a montré qu’au moins 50% des acides
aminés non essentiels nécessaires a la synthése protéique proviennent, dans les cellules cancéreuses,
de la glutamine (Alberghina and Gaglio, 2014). L'implication de la glutamine a également été montrée
dans I'absorption des acides aminés essentiels comme la leucine, I'isoleucine, la valine, la méthionine,

tyrosine, le tryptophane, et la phénylalanine (Nicklin et al., 2009; Yanagida et al., 2001).

Durant la progression tumorale, I'activité intense de 'OXPHOS génere inévitablement des ROS qui en
exces endommagent I’ADN et les autres composants cellulaires (Gorrini et al., 2013). Il été montré que
le métabolisme de la glutamine est impliqué de fagon indirecte dans les mécanismes, mis en place par
les cellules cancéreuses, pour se protéger de la mort due a une exposition excessive aux ROS. La
carboxylation réductive de la glutamine permet de générer du NADPH dans la mitochondrie capable

de participer aux mécanismes de détoxification des ROS (Jiang et al., 2016).

Les mécanismes mis en place par les cellules cancéreuses pour augmenter la glutaminolyse dans les
cellules cancéreuses ne sont encore pas totalement élucidés mais I'implication de I'oncogéne c-MYC
(Altman et al., 2016; Yuneva et al., 2007) a été mise en évidence (cf. « Principaux régulateurs des voies
métaboliques dans le cancer ») dans la surexpression de plusieurs enzymes clés de la glutaminolyse :
ASCT2 et GLS (Gao et al., 2009; Wise et al., 2008; Yuneva et al., 2012). Le premier phénomeéne mis en
place par les cellules cancéreuses pour augmenter la glutaminolyse est d’accroitre leur absorption de
glutamine exogéene. Pour cela, les cellules cancéreuses, en particulier celles hautement dépendantes
de la glutamine pour leur croissance et leur survie, surexpriment le transporteur de la glutamine ASCT2
(Marquez et al., 2017; Mohamed et al., 2014). Pour cataboliser ces grandes quantités de glutamine
absorbées, les cellules cancéreuses surexpriment trés fréquemment la GLS, capable de convertir la
glutamine en glutamate. Cette caractéristique est associée avec un stade tumoral plus élevé et un
mauvais pronostic (Katt and Cerione, 2014; Yu et al., 2015a). Les importantes quantités de glutamate

ainsi formées permettront d’assurer toutes les fonctions décrites précédemment.

S’inspirant du succés de la détection des tumeurs par le glucose marqué, des études cliniques et
précliniques récentes montrent le role prometteur de la détection tumorale par glutamine
radiomarquée dans le but d’apporter des informations supplémentaires (Lieberman et al., 2011;

Venneti et al., 2015).
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La dépendance des cellules cancéreuses a la glutamine et ses effets pléiotropiques font de la
suppression thérapeutique du métabolisme de la glutamine une stratégie anticancéreuse attractive
(Altman et al., 2016; Daye and Wellen, 2012; DeBerardinis and Cheng, 2010; Vander Heiden, 2011).
Des essais cliniques utilisant des analogues de la glutamine pour traiter le cancer ont été initiésil y a
plusieurs décennies mais ont d(i étre abandonnés par manque d’efficacité et de toxicité sévere chez
les patients (Ahluwalia et al., 1990; Livingston et al., 1970; O’'Dwyer et al., 1984). Ce qui peut s’expliquer
par le fait que les médicaments n’étaient pas assez spécifiques et qu’'un nombre important d’enzymes
utilisant la glutamine a été affecté. Plus récemment, des inhibiteurs du transporteur de la glutamine
ont montré des résultats in vitro intéressants dans le traitement des cancers dépendants de la
glutamine, malheureusement ne ciblant pas une voie particuliére, ces molécules induisent une forte
toxicité dans des cellules saines qui requierent la glutamine pour d’autres voies (Hassanein et al.,
2015). Les recherches se sont donc concentrées sur des inhibiteurs plus sélectifs du catabolisme de la
glutamine. Les tentatives actuelles pour cibler la glutaminolyse en clinique se concentrent largement
sur l'inhibition de la glutaminase, dont I'expression est surexprimée dans de nombreux types de
cancers. De ce fait, plusieurs inhibiteurs de la GLS ont été développés, le composé 968, le BPTES et le
CB-389, inhibant les isoformes pas communément exprimées dans les cellules normales (Chen and Cui,
2015; Xiang et al., 2015). En effet, I'inhibition des deux formes de la GLS, avec des inhibiteurs
chimiques, permet de diminuer la croissance des cellules cancéreuses in vitro et in vivo (Gross et al.,
2014; Jacque et al., 2015; Le et al., 2012; Xiang et al., 2015; Yuneva et al., 2012). Le CB-839 (Gross et
al., 2014; Jacque et al., 2015), actuellement en cours d’évaluation dans un essai clinique de phase un
chez des patients atteints de cancer, présente le plus grand potentiel thérapeutique. Méme si cet
inhibiteur de la GLS est tres efficace et présente une faible toxicité, les potentiels effets secondaires
de l'inhibition du métabolisme de la glutamine doivent étre envisagés (Bunpo et al., 2008; Masson et

al., 2006).
2.4.3. Métabolisme de la glutamine et cancer de la prostate

Les cellules cancéreuses de prostate augmentent de facon significative leur consommation de
glutamine. Premiérement, pour satisfaire leur dépendance vis-a-vis de la synthese de lipides de novo
(cf. chapitre « Métabolisme lipidique et cancer de la prostate »). En effet, méme en condition
d’hypoxie, le catabolisme de la glutamine permet la synthése d’acétyl-CoA et donc de lipides, qui sont
une source d’énergie clé pour les cellules cancéreuses de prostate, particulierement pour les cellules
cancéreuses en cours de transformation (Metallo et al., 2011). Deuxiéemement, I'augmentation de la
glutaminolyse est également un phénomene mis en place par les cellules cancéreuses prostatiques

pour produire de I’ATP.
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Dans le CaP, I'augmentation du métabolisme de la glutamine se traduit par la surexpression de la GSL
(Moncada et al., 2012; Pan et al., 2015). Il a été montré que cette enzyme favorise la prolifération et
la survie cellulaire (Pan et al., 2015). De plus, un taux élevé de GLS corréle avec un grade plus élevé du

CaP et des formes plus avancées de CaP (Pan et al., 2015).

De ce fait, inhiber la glutaminolyse pourrait en théorie déréguler la production d’énergie, produite a
partir de la glutaminolyse, des cellules cancéreuses de prostate. En effet, des études in vitro ont
montrées que I'inhibition de GLS, par siARN ou avec le BPTES, diminue les niveaux d’ATP intracellulaires
et inhibe la prolifération et la progression des cellules tumorales prostatiques (Pan et al., 2015). Une
autre étude a également montré que bloquer I’'absorption de glutamine, dans les cellules cancéreuses
de prostate, par l'inhibition de ASCT2 limite la prolifération et I'invasion du CaP (Wang et al., 2015).
Ces résultats indiquent que la glutaminolyse peut étre une cible thérapeutique intéressante pour le

traitement du CaP.
2.5. Métabolisme des polyamines

Les polyamines (ou polyamines aliphatiques) sont une famille de molécules dérivées de la
décarboxylation d’un acide aminé, l'ornithine, et comprennent classiquement 3 molécules : la
putrescine, la spermidine et la spermine. Ces molécules sont trouvées de fagon ubiquitaire dans
I’organisme et leur I'homéostasie est finement régulée par des étapes clés du métabolisme cellulaire.
De plus, les polyamines jouent de nombreux réles essentiels a la physiologie des cellules comme la
croissance, la survie et le fonctionnement des cellules normales. Plusieurs anomalies dans le contréle

du métabolisme des polyamides sont impliquées dans des processus pathologiques sévéres.
2.5.1. Structure des polyamines

Initialement mises en évidence dans le liquide séminal, les polyamines sont retrouvées a
concentrations variables dans tous les types cellulaires, les niveaux les plus élevés étant mesurés dans
les tissus a renouvellement rapide (Coffino, 2000; Jeevanandam and Petersen, 2001). Les polyamines
sont des molécules dérivées de I'ornithine : la putrescine (Put ou 1,4-butane diamine ou
tétraméthyléne-diamine, la spermidine (Spd ou N-(3-aminopropyl)-1,4-butane diamine ou
aminopropyl-tétraméthylene-diamine) et la spermine (Spm ou N,N’-bis(3-aminopropyl)-1,4-butane
diamine ou diaminopropyltétraméthylénediamine) (Figure 27). Les polyamines sont des composés
organiques de faibles poids moléculaires, trés solubles dans I'eau et composés de plus de deux
groupements amines portant une charge positive (Seiler et al., 1996). Ce caractere de polycation leur
permet des interactions ioniques fortes avec différents polyanions tels que I’ADN et les ARN, qui sont
a la base de leurs effets biologiques (Gugliucci, 2004; Hoet and Nemery, 2000). Les dérivés de

I’ornithine jouent un réle important dans la croissance et la prolifération cellulaire et dans la synthese

85



des protéines et des acides nucléiques. Elles interviennent également dans la réparation de la matrice
extracellulaire, I'adhésion cellulaire et certains processus de signalisation comme le cycle cellulaire,

I"apoptose.

o~ N,
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' H
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Figure 27 : Structure schématique des polyamines
(Adapté de (Nowotarski et al., 2013))

2.5.2. Syntheése des polyamines

La premiére étape de la biosynthése des polyamines est la décarboxylation enzymatique de I'ornithine
en putrescine par I'ornithine décarboxylase (ODC), I'enzyme limitante de la voie de synthése des
polyamines (Coffino, 2000; Coleman et al., 2004; Moinard et al., 2005). La spermidine dérive de la
putrescine suite a la fixation irréversible d’un groupe propylamine par une aminopropyltransférase
appelées spermidine synthétase. De la méme fagon, la spermine dérive de la spermidine apres ajout
d’un groupe propylamine par la spermine synthétase (Pegg and Michael, 2010). Dans les deux
réactions, le donneur du groupements propylamines est la S-adénosyl-S-méthyl décarboxylée
(dcSAM). dcSAM est synthétisée par la décarboxylation enzymatique de la S-adénosyl-méthionine
(SAM) par grace a la SAM-décarboxylase (AdoMetDC) (Jeevanandam and Petersen, 2001) (Figure 28).
La SAM dérive de la condensation d’une molécule de méthionine avec une molécule d’ATP en présence
d’ion Mg?*. La synthése de spermidine et de spermine est donc conditionnée par la disponibilité en

méthionine, en ATP et en ions Mg?*.
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Figure 28 : La voie de synthése des polyamines.
AdoMetDC : Adénosylmethionine décarboxylase; ARG1: Arginase 1; APAO: Acétylpolyamine oxydase; ASL:
Argininosuccinate lyase ; ASS1 : Argininosuccinate synthase ; dcSAM : S-adénosyl-S-méthyl décarboxylée ; OAT : Ornithine
aminotransférase; ODC : Ornithine décarboxylase; OTC : Ornithine carbamoyltransférase; P5C: Acide 1-pyrroline-5-
carboxylique ; ProDH : Proline déshydrogénase ; PSCDH : Al-pyrroline-5-carboxylate déshydrogénase ; P5CR : Al-pyrroline-5-
carboxylate réductase ; P5CS : Al-pyrroline-5-carboxylate synthétase ; SMO : Spermine oxydase ; SSAT : Spermidine/spermine
N1-acétyl-transférase cytosolique. (Adapté de (Nowotarski et al., 2013))

2.5.3. Interconversion des polyamines

Il existe des voies d’interconversions entre les 3 polyamines, la spm et spd peuvent étre recyclées,
respectivement, en spd et put par une réaction en deux temps (Figure 28). La spermine est d’abord
acétylée, en présence d’acétyl-CoA, en N'-acétylspermine par I'action de la spermidine/spermine N?-
acétyl-transférase cytosolique (SSAT) (Pegg, 2008), puis la acétylpolyamine-oxydase (APAQ) permet la
formation de spermidine (+ un N-acetyl-3-aminopropanaldehyde) (Henderson Pozzi et al., 2009; Takao
et al., 2009; Wang et al., 2005; Wu et al., 2005). Sur le méme principe, la spermidine est acétylée
transitoirement en N1-acétylspermidine par la SSAT, consommant un acétyl-CoA. Dans un deuxieme
temps, I’APAO catalyse la synthese de putrescine (+ un N-acetyl-3-aminopropanaldehyde) (Henderson

Pozzi et al., 2009; Takao et al., 2009; Wang et al., 2005; Wu et al., 2005).
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Une autre enzyme est impliquée dans la réaction inverse de conversion de la spermidine en spermine.
En effet, la spermine oxydase (SMO) est capable d’oxyder de fagcon directe la spermine pour reformer
une molécule de spermine (et une molécule de 3-aminopropanaldehyde) (Murray-Stewart et al., 2008;

Seiler, 2004; Wang and Casero, 2006).

Lors des réactions catalysées par 'APAO et la SMO, il y a génération d’aldéhydes réactifs et de
peroxydes d’hydrogénes qui peuvent causer des dommages oxydatifs. Le but principal des réactions
effectuées par les APAO/SSAT et la SMO est de convertir les polyamines spermidine et spermine en
putrescine, qui est plus facilement excrété de la cellule ou dégradé (Janne et al., 2006). Les polyamines
acétylés produits par les réactions impliquant la SSAT peuvent également étre exportés (Jell et al.,
2007). En conclusion I’activation de ces voies rétrogrades réduit la quantité intracellulaire de
polyamines, qui en étant trop élevée devient délétere pour la cellule (Pirinen et al., 2007) et constitue
donc un moyen pour la cellule de réduire I'activité physiologique des polyamines (Jeevanandam and
Petersen, 2001). L'augmentation de I’excrétion des polyamines acétylées est donc un des mécanismes

de contrdle de la concentration intracellulaire des polyamines (Jeevanandam and Petersen, 2001).
2.5.4. Catabolisme terminal des polyamines

Un des autres mécanismes mis en place par les cellules pour contréler la concentration intracellulaire
de polyamines est leur dégradation. Lors du catabolisme, les polyamines subissent une désamination
oxydative sous l’action de la diamine-oxydase (DAO). La putrescine est catabolisée en un précurseur
de de I'acide y-aminobutyrique (GABA), principalement par I’action de la DAO. La N®-acétyl-transférase
intervient également dans le catabolisme des polyamines et permet dégrader la spermine, les dérivés

N!-acétylés et |a putrescine.

La quantité intracellulaire de polyamines est donc le fruit de la régulation simultanée de leur synthese,

de leur catabolisme, de leur capture et de leur élimination.
2.5.5. Régulation du métabolisme des polyamines

La régulation du métabolisme des polyamines met en jeu trois enzymes clés : ODC, AdoMetDC et SSAT.
En effet, la teneur en polyamines dans les cellules est controlée par des modifications de I’expression
de ces enzymes clés plutot que par I'altération de I’activité des polyamines. Ces enzymes ont une demi-
vie courte (moins d’une heure) et leurs expressions et quantités intracellulaires sont finement régulées
a plusieurs étapes de leurs synthéses et de leurs dégradations. De plus, la concentration intracellulaire
en polyamines est aussi contrélée par les systémes de transports des polyamines qui sont I’absorption

et I'efflux.
2.5.5.1. Les enzymes clés
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2.5.5.1.1. L'ornithine décarboxylase (ODC)

ODC catalyse la premiére étape de la biosynthése des polyamines, consistant a la décarboxylation de
I’ornithine en putrescine (Figure 28). Cette enzyme se caractérise par un besoin en phosphate de
pyridoxal (PLP) comme cofacteur pour fonctionner (Wallace et al., 2003). Elle a une demi-vie trés
courte, environ dix minutes (Jeevanandam and Petersen, 2001; Pegg, 2006) et une importante
sensibilité a I'oxydation a cause de sa forte teneur en cystéine (Davidson et al., 1999). ODC est active
quand elle est sous forme d’un homodimeére (Lee et al.,, 2007; Pegg, 2006). Chague monomeére
renferme deux domaines : un domaine N-terminal formé d’une structure en tonneau a/p qui inclus le
site de fixation de I'’enzyme avec son cofacteur PLP ; un domaine C-terminal composé d’une structure
en feuillets B (Lee et al., 2007). L’'homodimérisation d’ODC se fait par liaison entre le domaine N-
terminal d’une sous unité enzymatique le domaine C-terminal d’une autre sous unité enzymatique
(Lee et al., 2007). L'homodimére formé présente, a l'interface entre deux ODC, deux sites actifs (Lee
et al., 2007; Pegg, 2006). Les formes dimériques sont donc les seules formes actives mais I'association
entre deux unités est assez faible et les dimeres sont rapidement dissociés et en équilibre avec les

monomeres inactifs (Pegg, 2006).

L’activité d’ODC est régulée principalement par des changements de quantité de I’enzyme plutét que
par des modifications au niveau de son activité catalytique (Figure 29). En effet, la régulation d’'ODC
apparait au niveau post traductionnel en particulier au cours de la synthése de I’ARN messager (ARNm)
d’0ODC, de la traduction et de la stabilité de cet ARNm et de facon importante au niveau de la
dégradation de la protéine (Pegg, 2006; Shantz and Levin, 2007; Yuan et al., 2001). Cependant, apres
I'induction de I'expression d’ODC, I'augmentation de I'activité d’ODC est beaucoup plus forte que la
quantité d’ARNm de lI'enzyme, ce qui prouve l'importance des mécanismes de régulation post-
traductionnelle (Persson et al., 1998; Wallstrom et al., 1998). L’'ODC en ayant une demi-vie trés courte
et un taux de renouvellement trés important, nécessite un niveau de dégradation élevé et tres régulé.
La dégradation d’ODC est controlée par une voie complexe impliquant deux enzymes : I'ornithine
décarboxylase antizyme (AZ) et l'inhibiteur de I'antizyme (AZI) (Ivanov et al., 2008; Kahana, 2007;
Lépez-Contreras et al., 2006; Pegg, 2006; Takeuchi et al., 2008). Le catabolisme de I’'ODC implique la
fixation non covalente d’'un monomére d’ODC avec I’AZ (Gandre et al., 2002; Hayashi et al., 1996;
Mangold, 2005; Yuan et al., 2001), une protéine régulatrice dépourvue d’activité enzymatique. Cette
fixation entraine une modification conformationnelle de I’'enzyme provoquant son inactivation, ce qui
accélere sa dégradation par le protéasome 26S, sans ubiquitinylation préalable (Hayashi et al., 1996;
Pegg, 2006). La seconde protéine appelée AZl est un analogue inactif du monomere ODC (Albeck et al.,

2008) et présente une plus grande affinité pour I’AZ que I'ODC (Pegg, 2006, 2009a). L’AZI est donc
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capable de se fixer plus facilement a I’AZ que ODC, remplacant ODC dans le complexe AZ/ODC et par

conséquence empéchant la dégradation d’ODC (Tang et al., 2009; Yuan et al., 2001).

L’exces intracellulaire de polyamines inhibe I'activité d’ODC par différents mécanismes. Les polyamines
sont capables d’induire des modifications de la conformation d’ODC favorisant sa liaison a I'antizyme
et donc sa dégradation (Yuan et al., 2001). Il a également été observé que des niveaux intracellulaires
élevés de polyamine augmentent la dégradation d’ODC en induisant la synthése de ’ARNm de I’'AZ
(lvanov and Atkins, 2007; Ivanov et al., 2008; Kankare et al., 1997; Pegg, 2006; Petros et al., 2005).
L’accumulation intracellulaire de polyamines inhibent également la dégradation d’ODC en bloquant
I'ubiquitinylation de I’AZ et donc sa dégradation (Kahana, 2007; Pegg, 2006, 2009a). Les polyamines en
excés conduisent a la dissociation du complexe OAZ/AZI ce qui favorise la liaison de I’AZ a ODC (Yuan

et al., 2001).
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Figure 29 : Mécanismes de régulation d’ODC
(Adapté de (Pegg, 2006))

Tout comme sa dégradation, la transcription d’ODC est également finement régulée par plusieurs
stimuli capables d’augmenter le niveau de ’ARNm d’ODC (Casero and Marton, 2007; Gerner and
Meyskens, 2004; Janne et al., 2004; Pegg, 1986, 1988, 2006; Pegg and McCann, 1982; Wallace et al.,

2003; Wang and Casero, 2006). La région promotrice du géne codant pour ODC contient des sites de
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fixation a des hormones, des facteurs de croissances et des facteurs de transcriptions incluant un
élément de réponse a I’AMPc (adénosine monophosphate cyclique), des motifs CAAT et LSF, des sites
AP-1 et AP-2, des sites de fixation SP-1 riches en GC et une boite TATA. De facon trés intéressante, le
promoteur génique d’ODC contient deux « E-boxes » qui sont, de base, occupées par le complexe
Mnt/Myc inactif dans les cellules quiescentes. La transcription d’ODC est activée par I'augmentation
de I'expression de c-MYC (sous forme de complexe Myc/Max) (Nilsson et al., 2004). c-MYC est donc

capable d’induire I'expression d’ODC (Pegg, 2006, 2009a).

Enfin, la régulation traductionnelle d’'ODC est également un facteur important contribuant a la
modulation des niveaux d’ODC. Il a été montré que la traduction de ’ARNm d’ODC est induite par des

haut niveau d’expression du facteur de traduction elF4A (Pyronnet et al., 2005).
2.5.5.1.2. La S-adénosyl-méthionine décarboxylase (AdoMetDC)

La AdoMetDC procede a la décarboxylation de son substrat SAM en dcSAM (Figure 28) (Pegg, 2009b).
Cette réaction est I'étape limitante de la conversion de la putrescine en spermidine et spermine car
elle fournit le donneur aminopropyl aux spermidine et spermine synthase. AdoMetDC fait partie d’'une
classe limitée de décarboxylase qui utilisent un pyruvate lié de fagon covalent comme groupement
prosthétique (Bale and Ealick, 2010; Pegg, 2009b; Pegg et al., 1998). AdoMetDC dérive d’une
proenzyme unique inactive de 334 acides aminés. Cette proenzyme est capable de s’autoactiver suite
a une étape de clivage de la liaison peptidique entre les résidus Glu 67 et Ser 68 (Bale and Ealick, 2010;
Pegg, 2009b; Pegg et al., 1998). Ce processus conduit au clivage de la proenzyme en deux sous-unités :
la sous-unité a qui est la partie C-terminale contenant le site actif et la sous-unité B constituant la
partie N-terminale (Bale and Ealick, 2010; Pegg, 2009b; Pegg et al., 1998). Des études structurelles et
biochimiques ont montré qu’il y a un site de liaison a la putrescine par unité ap de I'enzyme et que ce
site est situé loin du site actif (Bale and Ealick, 2010; Bale et al., 2008; Pegg, 2009b). L'enzyme
AdoMetDC, sous forme de dimere (af)2, se lie a une molécule de pyruvate ce qui provoque des
altérations structurelles et électrostatiques au niveau du site actif conduisant a I'activation de I'enzyme
(Bale and Ealick, 2010; Bale et al., 2008; Pegg, 2009b). La conséquence physiologique de I’activation
de I’enzyme par la putrescine est de fournir les substrats pour la spermidine et la spermine synthase

et ainsi permettre la conversion efficace de la putrescine en spermidine puis en spermine.

Comme I’ODC, I'activité de la AdoMetDC est finement régulée a de nombreux niveaux pour maintenir
des niveaux intracellulaires optimales de polyamines (Bale and Ealick, 2010; Pegg, 2009b; Pegg et al.,
1998). En plus de se fixer a I’enzyme pour activer son site catalytique, la putrescine est capable
d’activer de facon indirecte I'enzyme en induisant la maturation de la proenzyme en enzyme

fonctionnelle. A contrario, la quantité de AdoMetDC est négativement régulée par 'augmentation de
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la concentration intracellulaire en spd/spm a toutes les étapes de sa synthése (Zhao et al., 2008). En
effet, les polyamines spd et spm sont capables de diminuer la synthése de I'enzyme en inhibant
directement la transcription du géne de I'enzyme et la traduction de TARNm de AdoMetDC (Hanfrey
etal., 2005; Raney et al., 2002). Ces deux polyamines sont également capables d’induire la dégradation
de la AdoMetDC par le protéasome 26S suite a sa polyubiquitination (Kahana, 2007; Yerlikaya and
Stanley, 2004). Il a également été montré que plusieurs processus physiologiques, comme la
stimulation hormonale, la différentiation et la régénération tissulaire, augmentent l'activité de la
AdoMetDC via I'augmentation de I'expression de la protéine (Dayoub et al., 2006; Lam et al., 2005;
MaclLean et al., 2008). Cependant les mécanismes impliqués ne sont pas encore connus méme si le

geéne de I'enzyme contient plusieurs sites de fixations pour des facteurs de transcriptions importants.
2.5.5.1.3. La spermidine/spermine N1-acétyl-transférase (SSAT)

L'acétylation des polyamines par la SSAT est le facteur limitant de la dégradation et de
I'interconversion des polyamines (cf. « Interconversion des polyamines » et « Catabolisme terminal
des polyamines ». La SSAT est donc I'enzyme clé de ces deux processus, elle est, par conséquent,
extrémement impliquée dans le maintien de ’lhoméostasie cellulaire des polyamines. La SSAT est sous
forme d’un homodimeére contenant deux sites actifs qui sont chacun formés a partir des résidus des

deux sous-unités au niveau de l'interface du dimere (Pegg, 2008).

Comme pour les deux autres enzymes, la régulation de la SSAT intervient a toutes les étapes de sa
synthése que sont la transcription génique Satl, I'épissage alternatif et la traduction de ’ARNm de
SSAT et la stabilisation de la protéine. En effet, la SSAT est une enzyme extrémement inductible dont
la quantité est ajustée en réponse a des altérations au niveau de la teneur en polyamines et via une
variété d’autres signaux incluant, entre autres, des hormones, des cytokines et des voies de stress
(Pegg, 2008; Tjabringa et al., 2008; Wang and Casero, 2006). Une forte teneur intracellulaire en
polyamines augmente la transcription du gene Satl codant pour SSAT via la fixation des polyamines
sur leurs éléments de réponse situés sur le promoteur du géne. Le contenu intracellulaire en
polyamines contrbéle également I'épissage alternatif du transcrit de SSAT. En effet, des faibles
concentrations en polyamines entrainent |'épissage d’'un ARNm de SSAT non fonctionnel qui va étre
rapidement dégradé, alors que la présence de polyamines inhibe la formation de cet ARNm et permet
|’épissage alternatif correct et donc la formation d’'une ARNm de SSAT stable et fonctionnel. De plus,
I’excés de polyamines déclenche également la traduction de ’ARNm de SSAT en empéchant la fixation
d’une protéine cytoplasmique, non identifiée, entrainant I'inhibition de I’ARNm. Quand il y peu de
polyamines dans les cellules, ’homodimere SSAT actif est rapidement ubiquitinylé et dégradé par la

protéasome 26S. A contrario, la liaison des polyamines sur la SSAT empéche I'ubiquitinylation et donc
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la dégradation de cette derniere par le protéasome 26S. Cette interaction est donc indispensable dans
le recyclage de SSAT mais aide également a la stabilisation de la protéine SSAT en augmentant sa demi

vie, donc son activité, initialement de 15 minutes a plus de 12 heures (Pegg, 2008).
2.5.5.2. Le transport des polyamines

La concentration intracellulaire en polyamines n’est pas régulée seulemnt au niveau de leurs synthéses
mais également au niveau de leurs systémes de transports, que sont I'absorption et I'efflux des
polyamines (Figure 30) (lgarashi and Kashiwagi, 2010a; Poulin et al., 2012). En dépit d’intenses
recherches, les systemes de transports des polyamines dans les cellules eucaryotes sont peu connus.
Les systemes identifiés sont rapidement saturés, trés consommateurs d’énergie et ne présentent pas
une haute affinité pour les polyamines pouvant transporter de nombreux autres composés (Kaur et
al., 2008; Rossi et al., 2008). L'entrée des polyamines dépend fortement du potentiel de la membrane
plasmique et de la présence de cations bivalents comme le Mg?* et le Ca%*. Le transport des polyamines

est également influencé par le pH et I'osmolarité.

Ces systémes de transports peuvent étre catégorisés en fonction des polyamines qu’ils transportent
préférentiellement (Figure 30). De ce fait, on retrouve des transporteurs qui transportent
principalement la putrescine et d’autres qui transportent préférentiellement la spermidine et Ila
spermine. Parmi ces systemes de transports identifiés grace a des polyamines fluorescents, un
mécanisme implique des voies d’endocytoses (lgarashi and Kashiwagi, 2010a; Soulet et al., 2004). Les
protéoglycanes a héparane sulfate présents a la surface des cellules ont également été impliqués dans
le transport des polyamines car I'absorption de ces derniers est bloquée par un anticorps dirigé contre
ces structures (Welch et al., 2008). L’'endocytose dépendante des cavéoles a également été décrite
comme jouant un rdle important dans l'absorption cellulaire des polyamines en condition
pathologique (Roy et al., 2008). L'entrée de putrescine peut aussi mettre en jeu un mécanisme
dépendent de la nitrique oxyde synthase 2 (Uemura et al., 2010). Le transporteur SLC3A2, déja connu
comme un transporteur des acides aminés, a été identifié comme un composant du systéme d’export
des polyamines (Uemura et al., 2008). Ce transporteur est capable de former un complexe avec SSAT
et d’exporter la putrescine ou les polyamines acétylés par une réaction d’échange avec une molécule
d’arginine. En condition de faible concentration intracellulaire de polyamines, SLC3A2 est aussi capable
d’importer de la putrescine dans les cellules (Uemura et al., 2008, 2010). Finalement, d’autres
perméases comme CCC9 (un variant d’épissage de SLC12A8) et SLC22A16 présentent une activité de

transport pour la spermidine et la spermine (Poulin et al., 2012).

L'absorption des polyamines est bloquée par I'enzyme AZ (cf. « L'ornithine décarboxylase ») et

stimulée par des facteurs de croissances, ce qui semble indiquer que la régulation du transport des
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polyamines pourrait étre corrélée avec la régulation d’ODC (lgarashi and Kashiwagi, 2010a; Poulin et

al., 2012).
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Figure 30 : Les mécanismes de transports des polyamines
(Adapté de (Igarashi and Kashiwagi, 2010a)

2.5.6. Fonctions biologiques des polyamines

L'importance des polyamines pour le développement et le fonctionnement des cellules de
mammiféeres a été mise en avant par I'intermédiaire d’études avec des souris délétées pour les genes
d’'ODC ou de AdoMetDC, qui sont létales a des stades trés précoces de développements

embryonnaires.

Les polyamines sont des petites molécules polycationiques souvent liées a des molécules
polyanioniques comme I’ADN, I’ARN et les phospholipides (Childs et al., 2003; Pegg, 1988; Sarkar et
al., 2009). Ces interactions sont indispensables pour leur permettre d’assurer leurs fonctions
biologiques mais font que le pool de polyamines libres est faible comparé a la quantité totale de
polyamines. De ce fait, des changements rapides de la quantité de ce pool de polyamines libres, tout
comme une modulation de leurs syntheses, leurs absorptions et leurs excrétions, peuvent avoir des
effets marqués et critiques sur la physiologie cellulaire méme si la quantité totale de polyamines ne

change que tres peu.

Les polyamines, par l'intermédiaire de ces interactions, sont impliquées dans de nombreux processus
physiologiques cellulaires (Figure 31). Cependant, de nombreux articles ont décrit le réle de ces
interactions et de leurs altérations par des études majoritairement in vitro. |l est donc difficile de savoir

I'importance physiologique de ces résultats mais il clair que les polyamines affectent la structure de
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I’ADN et de I’ARN, la fonction des ribosomes et I’activité de nombreuses enzymes (Childs et al., 2003;

Pegg, 1988; Sarkar et al., 2009).
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Figure 31 : Fonctions biologiques des polyamines

2.5.6.1 Stabilisation et modulation de la conformation de ’ADN par les polyamines

Les polyamines sont capables d’interagir de facon directe avec 'ADN des cellules de plusieurs
maniéres : soit par des interactions ioniques entre leurs fonctions amines et les groupements
phosphates de I’ADN, soit par des interactions hydrophobes, soit par des liaisons cationiques du
groupe amine des polyamines avec les bases azotées (Childs et al., 2003; Ouameur and Tajmir-Riahi,
2004). Ces interactions sont indispensables pour la stabilisation du double et du triple brin d’ADN et
pour la bonne conformation de I’ADN en stabilisant les bases azotées et en facilitant de ce fait la
condensation de I’ADN, rendant accessibles certaines zones de I’ADN aux facteurs de transcriptions
par exemple. Les polyamines protegent également I’ADN des radiations ionisantes comme les UV, des
ROS et des enzymes DNAses. De plus, ils sont impliqués dans le remodelage de la chromatine en
modulant I'acétylation des histones (Wei et al., 2007). De ce fait, les polyamines sont impliqués dans

la régulation de I'expression de nombreux genes.
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2.5.6.2 Régulation de I’expression de génes par les polyamines

Les polyamines stimulent la transcription et la traduction de nombreux génes, particulierement ceux
impliqués dans leur propre métabolisme, mais également dans la prolifération et la survie cellulaire.
Cela est la conséquence directe de la capacité de ces polycations a se lier aux acides nucléiques et a
modifier leur conformation, rendant ainsi accessibles certains sites de régulation a leurs effecteurs.
Des éléments de réponses aux polyamines (PRE) ont été identifiés sur certains génes (Casero and
Marton, 2007; Childs et al., 2003) et la transcription de beaucoup de génes est influencé par les
concentrations de polyamines intracellulaires (Childs et al., 2003; Gerner and Meyskens, 2004; Janne

etal., 2004; Pegg, 1986, 1988; Wallace et al., 2003).
2.5.6.2.1. Régulation de la transcription des genes par les polyamines

De nombreuses études montrent les effets des polyamines sur des voies de signalisations cellulaires
impliquant des enzymes tels que des phosphatases et des kinases, via la modulatoin de I'expression
de ces enzymes (Xiao et al., 2007a; Zou et al., 2008). La grande majorité de ces papiers utilisent des
inhibiteurs de la synthése des polyamines, comme I'a-difluorométhylornithine (DFMO) qui inactive
ODC, dans le but d’altérer la quantité de polyamines pour pouvoir les comparer a des cellules contréles
et identifier les voies de signalisations altérées. De cette facon, des effets sur les niveaux d’expression
et de phosphorylation de plusieurs protéines ont été observés, c’est le cas entre autres pour PI3K
(Phosphoinositide 3-kinase)/AKT (Kucharzewska et al., 2009), AMPK (Adenosine monophosphate-
activated protein kinase) (Zou et al., 2008), ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinases), GSK3pB
(Glycogen synthase kinase 3 beta) (Vaidya et al., 2006), p53 (Bhattacharya et al., 2009), p21
(Rounbehler et al., 2009), p27 (Koomoa et al., 2008), EGFR (Epidermal growth factor receptor) (Nilsson
et al., 2005; Rajeeve et al.,, 2013; Ray et al., 2007). Plusieurs mécanismes peuvent expliquer les
propriétés de ces polyamines. En effet, les polyamines sont capables soit de stimuler directement les
activités phosphorylatrices de ces enzymes, soient de réguler leurs expressions et leurs activations en

stimulant leurs transcriptions.

Les polyamines sont également capables, par I'intermédiaire de leur PRE, d’induire I'expression de
facteurs de transcriptions comme c-MYC, c-Jun, c-Fos et AP-1 (Activator protein 1) qui conduisent a
I’activation de voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire (Bachrach et al., 2001;
Liu et al., 2006; Tabib and Bachrach, 1994; Xiao et al., 2007b). Grace a leur PRE, les polyamines
influencent aussi la transcription des genes impliqués dans leur métabolisme de synthése comme

I’ODC, la AdoMetDC et la SSAT (cf. « Les enzymes clés »).
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Une des nombreuses fonctions des polyamines est donc de moduler la transcription de protéines
jouant des roles cruciaux dans la transduction du signal de voies de signalisations nombreuses et

variées.
2.5.6.2.2  Régulation de la traduction des ARN par les polyamines

Les polyamines intracellulaires se retrouvent principalement fixés sur un brin d’ARN et sont trés peu
sous forme libre (lgarashi and Kashiwagi, 2010b). Ces polyamines fixés sont capables de modifier la
structure des ARN et peuvent donc moduler la synthése protéique a plusieurs niveaux. En effet, la
spermidine participe a la régulation de la formation du complexe d’initiation de la transcription
(Shimogori et al., 1996a, 1996b). Les polyamines se lient aussi aux ARN de transfert (ARNt) via des
interactions avec leurs bases azotées ce qui a pour conséquences de stabiliser la structure des ARNt
(Igarashi and Kashiwagi, 2000; Ouameur et al., 2010). Les polyamines sont capables de réguler la
traduction des ARNm de protéines impliqués dans leurs syntheses tels que la AdoMetDC et I’AZ via le
décalage du cadre de lecteur de ces ARNm (lvanov and Atkins, 2007; Ivanov et al., 2008, 2010; Petros
et al., 2005). Un autre mécanisme, permettant aux polyamines de réguler indirectement la synthése
protéique, implique protéine HuR (Hu antigéne R). Cette derniéere augmente la stabilité des ARNm en
se liant aux éléments riches en AU situés au niveau des régions 3’ des ARNm non traduits. Les
polyamines sont capables de moduler la localisation subcellulaire de HuR, ce qui inhibe sa liaison avec
les ARNm et entraine leurs dégradations. Les polyamines régulent donc négativement, par ce
mécanisme, I’expression de différents génes, majoritairement impliqués dans le controle de I'apoptose
et du cycle cellulaire. Ce mécanisme d’inhibition implique la stimulation de I'import dans le noyau de
HuR par les polyamines via I’AMPK et I'importine al (Zou et al., 2008). A contrario, les polyamines
stimulent, en plus de la transcription, la traduction de c-MYC en augmentant la liaison de HUR a’ARNm
de c-MYC (Liu et al., 2009a). Le dernier mécanisme connu implique la spermidine qui joue un role
essentiel en tant que substrat pour la modification du facteur d’initiation de la traduction elF5A
(eukaryotic initiation factor 5A) (Park, 2006). Ce dernier est une protéine cruciale pour la phase
d’élongation de la traduction. En effet, elF5A subit une modification post traductionnelle d’une lysine
interne pour former une hypusine, essentielle a son fonctionnement. elF5A est en premier modifié par
la déoxyhypusine synthase qui attache le groupement aminobutyl de la spermidine a un résidu lysine
spécifique puis est ensuite hydroxylé en hypusine par la déoxyhypusine hydroxylase (Park et al., 2010).
Cette forme mature de elF5A est indispensable a la synthése protéique et a la croissance chez les
mammiféeres (Chatterjee et al., 2006; Chattopadhyay et al., 2008; Childs et al., 2003), méme si ces

fonctions exactes ne sont encore pas pleinement élucidées.

2.5.6.3 Polyamines et microtubules
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Les polyamines, plus spécifiquement la spermidine et la spermine, sont impliqués dans les mécanismes
d’assemblages des microtubules. En effet, leur propriété de cation leur permet de se fixer sur
I’extrémité C-terminale chargée négativement de la tubuline, et d’attirer ainsi d’autres hétérodimeres
de tubuline (Mechulam et al., 2009). De facon logique, la déplétion intracellulaire en polyamines induit
une forte perturbation du réseau de microtubules qui disparait suite a un apport de spermine exogéne.
Pour finir, les polyamines peuvent en plus moduler les interactions des microtubules avec d’autres
protéines permettant la stabilisation de ce réseau (Savarin et al., 2010). Les microtubules sont des
constituants indispensables du cytosquelette cellulaire et de son maintien et jouent un réle clé dans la
division cellulaire, la mobilité cellulaire et les transports cytoplasmiques de molécules. Les roles des
polyamines dans |'assemblage de ce réseau microtubulaire sont donc par conséquent vitaux a la

cellule.
2.5.6.4 Polyamines et membranes cellulaires

En grande partie grace a leur propriété cationique, les polyamines sont capables d’interagir avec de
nombreux constituants anioniques des membranes cellulaires, comme les phospholipides, les

cadhérines et les canaux ioniques.
2.5.6.4.1. Polyamines et phospholipides membranaires

La fraction de polyamines intracellulaires liée a des phospholipides membranaires anioniques
représente 3 a 6 % du pool total de polyamines intracellulaires. Les polyamines se lient a des
phosphatidylsérines et des phosphatidylinositols ce qui stabilise la membrane plasmique cellulaire. lls
jouent également un r6le dans la réorganisation du cytosquelette, en particulier celui d’actine, en
médiant la synthése du PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate). lls participent également aux
phénomeénes de fusions membranaires durant la division cellulaire et I'exocytose (Coburn, 2009;

Igarashi and Kashiwagi, 2010b; Schuber, 1989).
2.5.6.4.2. Polyamines et jonctions cellulaires

On retrouve également les polyamines au niveau des jonctions adhérentes entre deux cellules, en
particulier dans les cellules épithéliales ou I'expression des E-cadhérines (Liu et al., 2009b) et des TLR
(Toll-like récepteur) (Chen et al., 2007b), une protéine indispensable des jonctions adhérentes, est
dépendante des polyamines (Wang, 2005). Dans la formation des jonctions serrées, les polyamines
participent a la synthése et a la stabilisation de I'occludine, une protéine structurale de ce type de
jonction, assurant I'étanchéité entre deux compartiments tissulaires (Guo et al., 2005). Enfin, ils sont

impliqués dans I’'expression des connexines nécessaires a la formation des jonctions communicantes
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(Lin and Veenstra, 2007; Savarin et al., 2010), mettant en relation le cytoplasme de deux cellules

voisines.

Cependant en situation pathologique, comme lors de la cicatrisation, les polyamines interviennent
dans le désassemblage des jonctions adhérentes en stimulant la phosphorylation de la B-caténine, qui
perturbe le complexe cadhérine/caténine, tout cela dans le but de promouvoir la migration cellulaire

et donc la cicatrisation de I’épithélium (Guo et al., 2002).
2.5.6.4.3. Polyamines et canaux ioniques

Les polyamines jouent un rdéle important dans la régulation de canaux ioniques, tel que le récepteur
ionotrope du glutamate (Dingledine et al., 1999), les canaux Kir (K+ inward rectifier) (Stanfield and
Sutcliffe, 2003), des canaux affectant la signalisation calcique intracellulaire ou des canaux sodiques

(Fleidervish et al., 2008).
2.5.6.4.3.1. Polyamines et récepteurs du glutamate

Les récepteurs ionotropes du glutamate ont des fonctions majeures dans le systeme nerveux ol I'acide
glutamique est le neurotransmetteur excitateur le plus répandu et un précurseur du GABA dans les
neurones GABAergiques. Le glutamate active plusieurs récepteurs ionotropes : le récepteur NMDA (N-
methyl-D-aspartate) qui est a réponse voltage dépendante lente, le récepteur AMPA (a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) produisant une réponse rapide aux synapses excitatrices
et le récepteur kainate (KAR) (Chao et al., 1997; Dingledine et al., 1999; Pegg, 2009a). Les polyamines

sont capables d’interagir et de moduler I'activité de ces trois récepteurs.
2.5.6.4.3.2. Polyamines et canaux Kir

Les canaux Kir sont des canaux potassiques ubiquitaires formant une famille de 7 membres (Kirl a 7).
Ces canaux permettent la formation d’un courant potassique entrant, indispensable au maintien du
potentiel de membrane. Le mécanisme commun d’action des polyamines intracellulaires sur tous les
canaux Kir se fait par I'intermédiaire du blocage des courants sortants (Kurata et al., 2007, 2008; Yan
etal., 2005). Ce blocage, dépendant de la tension, par les polyamines entraine une conduction efficace
du courant uniquement vers l'intérieur, permettant de maintenir le potentiel membranaire de repos

(Guo and Lu, 2003; Stanfield and Sutcliffe, 2003).
2.5.6.5. Polyamines et prolifération cellulaire

Le réle crucial des polyamines dans la prolifération cellulaire et la progression du cycle cellulaire est
bien établi (Igarashi and Kashiwagi, 2010b; Oredsson, 2003; Thomas and Thomas, 2001; Wallace et al.,

2003). De plus, la quantité intracellulaire en polyamines est trés élevée dans les tissus a croissance
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rapide. En effet, les polyamines activent les cyclines CDK2 et 4 (cyclin-dependent kinase), impliquées
dans la transition G1/S. La baisse de la quantité intracellulaire de polyamines entraine une
augmentation de p21 et p27 qui inhibent CDK2 et CDK4, ce qui conduit a la baisse de I'expression de
la cycline D1 (Choi et al., 2000; Ray et al., 1999). Ce processus est associé a un arrét du cycle cellulaire
en phase G1 (Choi et al., 2000; Oredsson, 2003). De facon logique, une augmentation de la quantité
de putrescine est liée a une augmentation de la quantité de cycline D1. Quant a la spermidine et la
spermine, leurs baisses impactent négativement les niveaux protéiques de la cycline E (Ravanko et al.,
2000). De plus la déplétion des polyamines est capable d’inhiber la synthése de I’ADN via la diminution
de I'expression de la cycline A et de I'activité d’enzymes impliquées dans la réplication de I’ADN (cf.
« Stabilisation et modulation de la conformation de 'ADN par les polyamines » et « Régulation de
I’expression de génes ») (Igarashi and Kashiwagi, 2010b; Oredsson, 2003; Thomas and Thomas, 2001;
Wallace et al., 2003). Ces implications ont, en partie, été mises en évidence par I'utilisation du DFMO,
I'inhibiteur d’ODC, qui induit une déplétion en polyamines dans les cellules, résultant en I'arrét du cycle
cellulaire en phase G1 des cellules traitées. De fagon similaire, I'inhibition de la AdoMetDC, permettant
la biosynthése des polyamines, augmentent la durée de la phase S (Wallace et al., 2003). De fagon trés
intéressante, il a été montré que la biosynthése des polyamines, et par analogie leurs quantités,
dépendent de la phase du cycle dans laquelle la cellule se trouve. Le contenu cellulaire en polyamine
double lors de la transition G1/S et de la transition G2/S d( a I'augmentation de I'activité des enzymes
de la biosynthése. Lors de la transition G2/M et de la phase M, la quantité intracellulaire de polyamines
diminue a cause de I'augmentation de I’activité de la SSAT (Alm and Oredsson, 2009; Oredsson, 2003;

Wallace et al., 2003).

Les polyamines sont également impliqués dans la prolifération cellulaire via leur interaction avec p53,
qui, quand il est activé suite a des signaux de stress, entraine un arrét du cycle cellulaire. En effet, il a
été montré in vitro et in vivo que la déplétion en polyamines par le DFMO entraine une augmentation
de I'expression et une stabilisation importante de la protéine p53, conduisant a une inhibition de la
croissance cellulaire (Bhattacharya et al., 2009; Li et al., 2001). Cette augmentation de |’activité de p53,
en réponse a la déplétion des polyamines, module les points de controles du cycle cellulaire via
I'augmentation de I'expression de p21 et p27 deux cibles de p53 et l'inhibition de genes cibles

responsables de I'apoptose (Bhattacharya et al., 2009).
2.5.6.6. Polyamines et apoptose

Selon le type cellulaire ou les signaux recus par la cellule, les polyamines peuvent soit induire soit au
contraire inhiber I'apoptose en fonction de leur quantité et par différents mécanismes. En effet, une

accumulation excessive des polyamines entraine majoritairement un déclenchement de I'apoptose via
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un stress oxydatif (Hoet and Nemery, 2000) ou I'induction des caspases (Flamigni et al., 2007), alors
que la déplétion en polyamine ralentie I'apoptose (Ray et al., 2000) par, entre autres, I'inhibition de la
protéine pro-apoptotique BAX (Deng et al., 2005). Dans ces conditions, I'apport exogene de putrescine
ou l'induction d’'une accumulation intracellulaire de putrescine par inhibition de la AdoMetDC restaure

I’apoptose (Ray et al., 2000).

Au contraire, des niveaux élevés de polyamines, en particulier la putrescine, inhibent I'apoptose dans
des lignées cellulaires neurales et dans une grande variété de lignées cellulaire cancéreuses. Dans ces
lignées cellulaires, il a été montré qu’une déplétion en polyamines déclenche |'apoptose par
dissipation du potentiel membranaire mitochondriale et par I’activation de la caspase 3 (lgarashi and

Kashiwagi, 2010b; Schipper et al., 2000).
2.5.7. Effets biologiques des polyamines

De par leur role dans le cycle cellulaire, I'expression de géne, la migration, |la stabilité membranaire et
le fonctionnement de canaux calciques, les polyamines sont indispensables a la prolifération cellulaire
et au maintien de l'intégrité et de la physiologie de tissus ayant un taux élevé de division, comme le

systeme digestif, immunitaire et reproducteur.
2.5.7.1. Polyamines et appareil digestif

Les polyamines exogénes dérivent majoritairement de l'alimentation, avec une consommation
journalieére chez 'homme de 350 a 500umol de polyamines, correspondant pour moitié a de la
putrescine (Barddcz et al., 1995; Zoumas-Morse et al., 2007). L'autre source exogéne vient des
bactéries du microbiote intestinal qui peuvent soit produire ou dégrader les polyamines (Blachier et
al., 2007; Larqué et al., 2007; Matsumoto et al., 2011). Les grandes quantités de polyamines qui se
retrouvent dans le duodénum et le jéjunum sont trés rapidement absorbés. En effet, il a été observé
gue deux heures seulement apres un repas, le niveau de polyamines de la lumiere digestive est revenu
a I'état initial. Cette absorption se fait par le biais de diffusions passives et de transporteurs (cf. « Le
transport des polyamines ») (Milovic, 2001; Seiler and Raul, 2007). Une fois absorbée, la putrescine est
soit convertie en spermidine et spermine, soit elle est oxydée en acide y-aminobutyrique, par la
diamine oxydase puis en CO,. Aprés absorption intestinale, la spermidine et la spermine restent
inchangées et sont principalement dégradées dans le foie et les reins. L'absorption des polyamines par
I'intestin est stimulée par différents facteurs de croissances, comme l’insuline, I'lGF1 (insulin-like
growth factor 1) et I'EGF (epidermal growth factor) (Milovic, 2001; Milovic et al., 2001; Seiler and Raul,
2007).
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La muqueuse intestinale a le taux de renouvellement tissulaire le plus élevé de tous les tissus du corps,
son intégrité et son fonctionnement résultent d’un équilibore complexe entre prolifération,
différentiation, migration et apoptose. Il a été montré que les polyamines sont essentiels au bon
fonctionnement de l'intestin et a la régulation du renouvellement de la muqueuse. En effet, les
polyamines sont capables d’induire la prolifération des cellules épithéliales intestinales par
I'intermédiaire, d’'une part, de 'augmentation de I'expression genes pro-prolifératifs comme c-MYC,
c-Jun ou c-Fos et d’autre part, par I'inhibition de genes antiprolifératifs comme p53. Logiquement, le
blocage de I'absorption des polyamines inhibe la croissance et le renouvellement de la muqueuse

intestinale (Wang, 2007).

Plusieurs études in vitro et in vivo ont mis en évidence I'importance des polyamines dans les processus
de maturation de la muqueuse intestinale (Biol-N’Garagba et al., 2002; Greco et al., 2000; Gréco et al.,
2001; Seiler and Raul, 2007). Les polyamines sont également essentiels pour lintégrité et la
perméabilité de la barriere épithélio-intestinale. En effet, comme décrit au chapitre « Polyamines et
jonctions cellulaires », les polyamines sont capables d’augmenter I'expression de protéines impliquées
dans les jonctions adhérentes et les jonctions serrées, respectivement, la E-cadhérine et I'occludine.
En effet, la déplétion des polyamines au niveau de l'intestin entraine un dysfonctionnement de Ila
barriere épithéliale avec une augmentation importante de la perméabilité entre les cellules (Guo et
al., 2003, 2005; Wang, 2005). Les polyamines participent également a la mise en place de I'immunité
intestinale en induisant la maturation des lymphocytes (Pérez-Cano et al., 2010; ter Steege et al.,

1997) et leur activité lysosomal (Powroznik et al., 2004).

Lors d’une lésion, la muqueuse intestinale posséde la capacité de se réparer par deux phénomenes,
soit par reformation via la migration de cellules provenant de zones voisines ou sous-jacentes soit par
remplacement des cellules perdues par division cellulaire (Johnson and McCormack, 1999). Les
polyamines facilitent ces deux phénomeénes et sont donc absolument requis pour la cicatrisation de la
mugqueuse gastrointestinale, en particulier dans la reformation précoce de la muqueuse a travers leurs
roles essentiels dans la migration cellulaire et dans le remplacement de la muqueuse via leurs réles
dans la division cellulaire (Banan et al., 1996, 1998; Johnson and McCormack, 1999; Konturek et al.,

1998).
2.5.7.2. Polyamines et systéme immunitaire

En plus de leurs implications dans le systeme immunitaire intestinal, les polyamines contribuent
également au développement de I'immunité splénique a travers la maturation et la différentiation des
lymphocytes spléniques et intestinaux et participent a la régulation de la réaction inflammatoire (Jolois

etal., 2002; Pérez-Cano et al., 2010). Ainsi, la putrescine est un modulateur important de I’activité des
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lymphocytes T (Ferioli et al., 2000) et la spermine exerce un effet protecteur vis-a-vis de I'apoptose sur

les précurseurs lymphocytaires.

Par ailleurs, au cours de la réaction immunitaire innée, la spermine, libérée par les cellules lysées ou
phagocytées, favorise la migration et la croissance cellulaire (Soulet and Rivest, 2003). Dans ce cadre,
la spermine exerce un effet anti-inflammatoire sur I'activation des macrophages, ce qui permet de
contréler intensité de I'inflammation (Zhang et al., 2000). La spermine empéche I'activation des
macrophages en inhibant la production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa (tumor

necrosis factor) et I'lL1 (interleukine 1) (Zhang et al., 2000).
2.5.7.3. Polyamines et systéme nerveux central

Les polyamines modulent I'excitabilité des neurones en en bloquant en position ouvert les canaux
cationiques voltages dépendants des neurones, permettant la propagation du potentiel d’action
(Fleidervish et al., 2008). Les polyamines sont également indispensables au développement du
systeme nerveux central, en particulier par leurs roles au moment de la réplication et de la migration
des cellules neurales, leurs réles dans la formation des axones et des synapses (Slotkin and Bartolome,
1986). lls sont également impliqués dans les mécanismes de régénérations mis en place par les axones

apres une lésion (Chu et al., 1995; Schreiber et al., 2004a).
2.5.7.4. Polyamines et systéme reproducteur

Les polyamines ont également un réle trés important dans le systeme reproducteur masculin et
féminin, en particulier dans la fertilité. En effet, au niveau du systeme reproducteur masculin, les
polyamines sont essentiels pour la spermatogénese et la bonne mobilité des spermatozoides. Dans le
systeme reproducteur féminin, ils sont indispensables a la synthése des hormones stéroidiennes par
les ovaires, au développement folliculaire et au déclenchement de I'ovulation. Finalement, ils sont
nécessaires au développement du placenta et a la croissance embryonnaire et feetale (Lefévre et al.,

2011).
2.5.8. Polyamines et pathologies

Du fait de toutes les implications des polyamines dans de nombreux processus biologiques, il est
logique de penser que les polyamines sont indispensables au bon fonctionnement de I'organisme et
que l'altération de ce métabolisme peut conduire a des pathologies. En effet, plusieurs études ont
montré que l'invalidation in vivo de I'ODC ou de la AdoMetDC sont |étales a un stade tres précoce de

I'embryogénése.

2.5.8.1. Polyamines et maladies héréditaires
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A I'heure actuelle, la seule pathologie héréditaire, associée avec des désordres du métabolisme des
polyamines, est le syndrome de Snyder-Robinson. C'est un syndrome de retard mental liée a I’X, qui
est causé par des mutations dans le gene SpmS codant pour la spermine synthase et localisé sur le
chromosome X (de Alencastro et al., 2008; Becerra-Solano et al., 2009; Cason et al., 2003). Les autres
symptoémes liés a ces mutations sont une baisse du tonus musculaire, une déformation de la colonne
vertébrale, une ostéoporose, une asymétrie faciale et des troubles du mouvement et de la marche.
Ces mutations induisent principalement un épissage incorrect entrainant la formation d’une spermine
synthase tronquée et inactive mais une petite quantité de protéine fonctionnelle est aussi formée.
Cette derniere permet de synthétiser un peu de spermine mais dans I’ensemble, il y a une importante
augmentation du ratio spermidine/spermine. Les mutations ne sont pas observées dans le site actif de
I’enzyme mais empéchent la dimérisation, indispensable a I'activité de la spermine synthase (Wu et

al., 2008).

Pour étudier les changements moléculaires causés par I'altération du géne SpmS, une souche de souris
transgénique ayant un déficit total en spermine synthase, les souris gyro, ont été générées. Cependant,
mise a part une atteinte neurologique, le phénotype de ces souris ne reflete pas celui des patients
atteints du syndrome de Snyder-Robinson. Donc les bases moléculaires des altérations phénotypiques

causées par le syndrome de Snyder-Robinson ne sont pas encore établies.
2.5.8.2. Polyamines et cancers

Le role principal des polyamines dans le maintien de la prolifération et de la survie cellulaire a suscité
un grand engouement et des recherches intensives pour déterminer leur implication dans la
tumorigénese. Le premier lien entre polyamines et cancer a été mis en évidence a la fin des années
1960, par I'observation de I'augmentation de la syntheése des polyamines, a travers la surexpression
d’0ODC, dans le cancer (Russell and Snyder, 1968). Depuis ces observations, I'implication d’ODC et
d’autres enzymes de la synthése et du catabolisme des polyamines, telles que AdoMetDC, SSAT et
SMO, dans le cancer ont été constatées. De plus il a été montré que les polyamines ne sont pas
seulement impliqués dans la prolifération et la survie cellulaire mais participent également a l'invasion
tumorale et a la formation de métastases. Par conséquent, des molécules ciblant le métabolisme des

polyamines ont été et sont encore testées pour la prévention et le traitement du cancer.

2.5.8.2.1. Cibler la biosynthése des polyamines
2.5.8.2.1.1.0DC et cancers

Suite aux premiéres observations de Russel et Snyder en 1968 démontrant des niveaux élevés de

I'activité d’ODC dans les cancers humains (Russell and Snyder, 1968). L'expression et I'activité d’ODC
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et les niveaux des polyamines ont depuis été observés comme fortement augmentés dans de

nombreux types de cancers.

Le premier exemple est la polypose adénomateuse familiale, qui est une prédisposition génétique au
cancer du c6lon due a une mutation génétique inactivatrice d’APC (adenomatous polyposis coli), un
gene suppresseur de tumeurs. En effet, dans la muqueuse intestinale des patients atteints de cette
pathologie mais également dans des polypes coliques non liés a cette pathologie, I'activité d’ODC est
augmentée, d0 a l'inactivation d’APC, par stimulation de la transcription d’ODC via la surexpression de
I'oncogéne c-MYC et l'inhibition de I'activité de I’AZ (Gerner and Meyskens, 2004; Giardiello et al.,
1997). De plus, une corrélation entre un polymorphisme nucléotidique dans un intron d’ODC et le

risque de développer un cancer du c6lon chez ’'hnomme a été confirmé (Martinez et al., 2003).

Les polyamines, a travers la surexpression d’ODC, sont également impliqués dans les carcinomes
cutanés non mélanomes, que sont les carcinomes basocellulaire et spinocellulaire, et aussi dans un
autre type de cancer cutané, le carcinome a cellule squameuses (Elmets and Athar, 2010; Gilmouir,
2007; Pegg, 2009a). Dans ces cancers, la surexpression d’ODC est stimulée par une large variété de
stimuli induisant la carcinogenése, comme entre autres les radiations UV (Tang et al., 2004) et la
surexpression de I'oncogene MEK (Feith et al., 2006). Le réle des polyamines est essentiel dans la phase
précoce de survenue de la tumorigénese cutanée via leur stimulation de la prolifération de I'épiderme,
I'altération de la différentiation des kératinocytes, I'augmentation de la néo-vascularisation et
I"augmentation de la synthése de protéines de la matrice extracellulaire (EImets and Athar, 2010;

Gerner and Meyskens, 2004; Gilmour, 2007; Pegg, 2009a).

Des niveaux plus élevés de polyamines sont également retrouvés dans les cancers du sein en
comparaison aux tissus adjacents normaux (Brown et al., 2009; Manni et al., 1995, 1996; Thomas and
Thomas, 2018). Dans ce cancer, les hormones, en particulier, les cestrogénes sont impliqués dans
I'origine et la progression du cancer. De ce fait, il a été observé que ces hormones stimulent
I’expression de la synthése des polyamines via la surexpression d’ODC (Brown et al., 2009; Manni et

al., 1995, 1996; Thomas and Thomas, 2018).
2.5.8.2.1.1.1. ODC comme cible thérapeutique

Le ciblage de la voie de biosynthese des polyamines comme thérapie antitumorale a débuté
rapidement apres avoir découvert que l'augmentation du niveau de polyamines est une
caractéristique de nombreux type de tumeurs. Par conséquent, les premiéres thérapies ciblant le
métabolisme des polyamines se sont faites par I'inhibition d’ODC. Les propriétés antitumorales du
DFMO, l'inhibiteur irréversible d’ODC, ont pour la premiere fois été montrées dans les années 1980

(Prakash et al., 1978; Weeks et al., 1982), depuis c’est I'inhibiteur le plus utilisé pour inhiber cette
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enzyme. Le DFMO entre en compétition avec les substrats naturels d’ODC et se lie de fagon covalente
avec ODC conduisant a l'inactivation définitive de ce dernier (Danzin et al., 1979). Plusieurs études
utilisant le DFMO pour prouver I'importance des polyamines dans la prolifération des cellules
eucaryotes ont également élucidé plusieurs caractéristiques importantes du traitement au DFMO
(Mamont et al., 1978). Les conséquences du traitement au DFMO sur les cellules et tissus qui y
répondent conduisent a un effet cytostatique plutot qu’a un effet cytotoxique (Mamont et al., 1978;
Porter and Bergeron, 1983; Seidenfeld and Komar, 1985). In vitro, le DFMO dépléte les cellules en
putrescine et spermidine, mais son effet est variable sur la concentration de spermine (Mamont et al.,
1978). Cette déplétion du pool intracellulaire de polyamines est associée avec un arrét du cycle
cellulaire et donc de la prolifération sans déclencher I'apoptose (Mamont et al., 1978). Ces effets ne
sont pas seulement vrai dans les cellules normales mais aussi dans les cellules tumorales. De ce fait, le
DFMO a été considéré comme un nouvel agent antiprolifératif novateur comparé a la plupart des
traitements anticancéreux étant cytotoxiques sur les cellules saines. De plus il a été montré qu’en plus
de son effet cytostatique, le DFMO peut avoir un effet cytotoxique spécifique aux cellules
tumorales. Cet effet a été démontré, in vitro et in vivo, sur certaines leucémies (Luk et al., 1982) et sur
de nombreuses lignées de cancers du poumon a petites cellules (Luk et al., 1981, 1982, 1983).
L'ensemble de ces travaux a conduit a la mise en place d’essais cliniques avec le DFMO seul ou en
combinaison avec d’autres traitements (Abeloff et al., 1984, 1986). Alors que le DFMO est
extrémement bien toléré, il n'y a pas de réponse clinique significative observée dans les essais
précoces (Abeloff et al., 1984, 1986; Horn et al., 1987; Meyskens et al., 1986). Les effets suppresseurs
de tumeurs du DFMO ont également été montrés dans le cancer colorectal, de la vessie, cutanée, du
sein (Meyskens and Gerner, 1999) et du pancréas (Mohammed et al., 2014). Cependant, dans ces
cancers, l'efficacité thérapeutique du DFMO est également limitée car il a seulement un effet
cytostatique (Gerner and Meyskens, 2004). Le manque d’efficacité du DFMO en tant qu’agent
chimiothérapeutique est probablement di a son faible transport a I'intérieur des cellules, son effet
cytostatique et la mise en place par les cellules tumorales de mécanismes de compensations, comme
|"augmentation du transport des polyamines et la surexpression de AdoMetDC. Les cellules tumorales
peuvent donc surmonter les effets de I'inhibition d’ODC. Pour y remédier, de récentes études ont
combiné le DFMO soit avec des agents cytotoxiques soit avec des agents bloquants le transport des
polyamines. La combinaison du DFMO avec des agents cytotoxiques ont montré des résultats
intéressants pour certains cancers (Alexiou et al., 2015; Levin et al., 2000), en particulier dans le
traitement du neuroblastome en combinaison avec I'étoposide (Saulnier Sholler et al., 2015). Un
inhibiteur efficace du transport des polyamines, le AMXT 1501, a démontré une efficacité antitumorale

synergique significative avec le DFMO dans des lignées cellulaires de cancer du sein, de mélanome, de
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carcinomes cutanés a cellules squameuses et dans les neuroblastomes (Burns et al., 2009; Grossi et

al., 2016; Hayes et al., 2014; Muth et al., 2014; Samal et al., 2013).
2.5.8.2.1.1.2. ODC comme cible dans la prévention du cancer

La prévention du cancer est un sujet de recherche en pleine expansion et peut prendre plusieurs
formes : de la réduction de I'exposition a des carcinogénes avérés ou suspects a la chimioprévention
d’individu avec une prédisposition génétique pour un type de cancer. Bien qu'il y ait d'important
bénéfices dans la chimioprévention, le principal probleme est l'identification de cibles pertinentes, puis
le développement d'agents spécifiques et avec peu ou pas d’effets secondaires. Le ciblage du
métabolisme des polyamines est considéré comme une stratégie potentielle pour la chimioprévention
par le fait que I'inhibition d’ODC a principalement un effet cytostatique plutét qu’une importante
toxicité. Par conséquent, le DFMO, en combinaison avec d’autres molécules, est le premier a avoir été
testé pour la chimioprévention ciblant le métabolisme des polyamines (Malt et al., 1985; Slaga, 1984;
Tempero et al., 1989). Plusieurs études in vitro et in vivo ainsi que le résultat d’un essai clinique
combinant le DFMO au Sulindac, un anti-inflammatoire non stéroidien, ont montré des résultats tres
prometteurs chez les patients avec des antécédents de différents types adénomes réséqués (Meyskens
and Gerner, 1995; Meyskens et al., 2008; Rial et al., 2009). En effet, il a été observé que les patients
traités par le DFMO et le sulindac ont un nombre réduit de tumeurs colorectales. De plus, une étude a
montré que les patients atteints de polypose adénomateuse familiale aprées un traitement de 3 ans au
DMFO et Sunlindac présentent une baisse de 70% des adénomes métachrones et une baisse de plus
de 90% des adénomes colorectaux multiples et/ou avancés (Babbar and Gerner, 2011). Ces données
suggerent que le DFMO puisse agir comme un agent chimiopréventif efficace pour le cancer du célon,

particulierement en combinaison avec un anti-inflammatoire non stéroidien.

Pour les néoplasies épithéliales, le DFMO ne semble pas avoir d'effet préventif. En effet, un essai
clinique de phase Ill, avec administration quotidienne de DFMO et conduit sur plus de 5 ans chez des
patients avec des antécédents de cancers cutanés non-mélanomes, ne montre pas de résultats
significatifs sur la rechute de ces patients (Bailey et al., 2010; Kreul et al., 2012). De plus, un essai de
phase Il pour la chimioprévention des cancers cutanés non-mélanomes combinant DFMO et
Diclofénac, un autre anti-inflammatoire non stéroidien, n’a pas non plus montré de bénéfices (Jeter et

al., 2016).
2.5.8.2.1.2.0DC dans le cancer de la prostate

La surexpression d’ODC et donc par conséquent des niveaux élevés de polyamines sont associés avec
le cancer de la prostate (Gerner and Meyskens, 2004; Gupta et al., 2000). En effet, ODC est surexprimé

dans des échantillons tumoraux prostatiques (Shukla-Dave et al., 2016). De plus, la surexpression
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ectopique d’ODC entraine la transformation maligne de cellules épithéliales prostatiques « normales »
immortalisées, tandis que son inhibition réduit I'activation de la signalisation androgénique dans des

cellules dépendantes des androgénes.

Plusieurs études anciennes ont montré I'efficacité in vitro et in vivo du DFMO seul ou en combinaison
avec des agents chimiothérapeutiques sur l'inhibition de la croissance de lignées cancéreuses de
prostate (Carvalho et al., 1989; Dunzendorfer et al., 1983; Mickey et al., 1989). Cependant, le seul essai
cliniqgue mis en place dans le but de tester I'effet chimiothérapeutique du DFMO n’a pas apporté de

résultats significatifs (Herr et al., 1986).

Le DFMO a donc plutdt été proposé comme pouvant avoir un réle bénéfique en tant que stratégie
chimiopréventive (Esmat et al., 2002; Meyskens et al.,, 2014; Simoneau et al., 2008).
Malheureusement, ces études n’ont pas montré de résultats probants de I'utilisation de DMFO pour

la chimioprévention du CaP.

Toutes ces données conduisent a I’hypothése que le manque d’efficacité du DFMO sur la croissance
tumorale peut étre di aux polyamines exogenes. De ce fait, plusieurs études ont évalué I'efficacité
antitumorale de la combinaison d’'une déprivation de polyamines, constituée de I'association d’un
régime sans polyamine et d’une décontamination partielle du tractus gastro-intestinal pour empécher
la formation de polyamines par les bactéries du microbiote, au DFMO. Ces études ont montré que la
déprivation en polyamines combinant le DFMO avec un inhibiteur des polyamines oxydases inhibe la
croissance prostatique tumorale dans plusieurs modéles animaux (Moulinoux et al., 1991). De plus la
déprivation en polyamines seule augmente I'efficacité des chimiothérapies antitumorales prostatiques
et stimule I'activité des natural killer dans des souris (Chamaillard et al., 1993). L’efficacité de la
déprivation en polyamines a aussi été testée chez I’lhomme. En effet, dans les cancers prostatiques
hormono-réfractaires, cette déprivation en polyamines améliore la qualité de vie des patients via une

baisse de la douleur et une augmentation de leur survie (Cipolla et al., 2010; Oredsson, 2003).

2.5.8.2.1.3. Autres enzymes de la synthése des polyamines et cancers

2.5.8.2.1.3.1. AdoMetDC et cancers

Une étude récente dans le CaP a identifié une altération tumorale impactant la production de dcSAM
et donc la synthese de polyamines (Zabala-Letona et al., 2017). Cette altération est celle de la
AdoMetDC appelée AMD1, dont I’étude montre qu’elle est régulée par mTORC1. En effet, AMD1 est
surexprimée dans les CaP ou mTCOR1 est activé, se traduisant par une augmentation de la prolifération

et de la croissance tumorale (Zabala-Letona et al., 2017).
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Donc en plus de cibler 'ODC, des inhibiteurs de I'enzyme métabolique AdoMetDC ont également été
étudiés pour leurs implications dans le cancer. Le premier est le MGBG (Methylglyoxal bis ou
guanylhydrazone), un analogue structurel de la spermidine, qui est capable, in vitro, de diminuer
I’expression de spermidine et spermine ce qui augmente la quantité de putrescine (Mihich, 1963;
Williams-Ashman and Schenone, 1972). Cet inhibiteur est capable d’inhiber la croissance cellulaire.
Malgré le potentiel de cet inhibiteur, le réle de MGBG comme agent chimiothérapeutique est tres
limité a cause de son importante toxicité mitochondriale (Nass, 1984). Par la suite d’autres inhibiteurs
de I'enzyme ont été synthétisés, basés sur la structure de SAM, le substrat de la AdoMetDC (Secrist et
al., 1987, Wu and Woster, 1992). Le plus efficace est le AbeAdo (5'([(Z)-4-amino-2-
butenyllmethylamino)-5’-deoxy-adenosine), un inactivateur irréversible de la AdoMetDC (Danzin et
al.,, 1990) capable, comme le MGBG, de diminuer la quantité de spermidine et de spermine et
d’augmenter la putrescine. Cet inhibiteur a un effet cytostatique di au défaut d’hypusination de elF5A
(Byers et al., 1993). Plus récemment, un inhibiteur compétitif de la AdoMetDC, le SAM486A (4-
amidinoindan-1-one-2’-amidinhydrazone) produisant peu de toxicité mitochondriale, a été testé dans
des essais clinique de phase | et Il pour de multiples cancers (Eskens et al., 2000; Paridaens et al., 2000;
Siu et al., 2002; Zhou et al., 2000), avec une réponse partielle dans les lymphomes non-Hodgkinien
(Pless et al., 2004). Le SAM486A, comme les deux inhibiteurs précedents baisse la spermidine et la
spermine et augmente la putrescine et par conséquent inhibe la croissance cellulaire (Regenass et al.,

1994).
2.5.8.2.1.3.2. Spermidine et spermine synthases et cancers

Des inhibiteurs ont aussi été développés pour cibler les polyamines synthases, ’AdoDATO (S-adenosyl-
3-thio-1,8-diaminooctane) ciblant la spermidine synthase et ’AdoDATAD (S-adenosyl-1,12-diamino-3-
thio-9-azadodecane) ciblant la spermine synthase. Leur but premier était de comprendre le role de
chaque enzyme mais ces deux inhibiteurs causent une petite inhibition de la croissance de lignées

cellulaires cancéreuses (Pegg et al., 1982, 1989). Cependant, ces données doivent étre approfondies.
2.6. Principaux régulateurs des voies métaboliques dans le cancer

Les cellules eucaryotes normales ne proliféerent pas de facon autonome mais entrent en division
cellulaire seulement quand elles en ont regu I'ordre par des facteurs de croissance et les voies de
signalisation en aval de ces facteurs, influencant I’expression de génes et la physiologie cellulaire. Etant
donné que la prolifération cellulaire dépend de I'activité métabolique, il n’est pas surprenant de
constater que les signaux, régulant le métabolisme, peuvent étre stimulés par des facteurs de
croissance. En effet, en absence de signalisation par les facteurs de croissance les cellules normales

perdent rapidement I'expression de leurs transporteurs de nutriments et ne sont alors plus capables
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de maintenir leurs synthéses bioénergétiques de base, indispensables a leur prolifération et survie.
Donc les cellules prolifératives dépendent des facteurs de croissance pour augmenter leur
consommation de glucose et glutamine dans le but d’accroitre leur métabolisme quand cela est
nécessaire a leurs besoins. De plus, la signalisation par les facteurs de croissance réorganise les voies
métaboliques indépendamment des voies de régulations traditionnelles utilisant des mécanismes

allostériques.

Les mécanismes qui intégrent la transduction des signaux et le métabolisme cellulaire sont largement
conservés entre les cellules normales et les cellules tumorales. La différence majeure est que dans les
cellules normales, I'initiation de la signalisation nécessite une stimulation extracellulaire alors que les
cellules cancéreuses présentent, le plus souvent, des mutations qui activent de fagon chronique ces
voies, leur permettant donc de maintenir un phénotype métabolique de biosynthése
indépendamment des contraintes physiologiques normales. Les cellules cancéreuses sont donc

capables d’augmenter de fagon autonome leur métabolisme pour I'adapter a leurs nouveaux besoins.

Parmi les régulateurs participant a la reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses, les plus
connus et les plus étudiés sont les voies PI3K/Akt/mTOR (mechanistic target of rapamycin) et AMPK et
les facteurs de transcription HIF-1 (hypoxia inducible factors 1), c-MYC. Les mécanismes d’implications
de ces régulateurs dans le cancer étant trés nombreux et variés, cette partie se focalise sur leurs

implications dans le métabolimse des cellules tumorales.
2.6.1. Lavoie PI3K/AKT/mTOR

La voie PI3K/AKT/mTOR est hautement conservée et largement exprimée dans les cellules pour
répondre aux facteurs de croissance (Franke et al., 2003). La liaison d’un facteur de croissance sur son
récepteur de surface active la PI3K qui phosphoryle les phosphatidylinositol bisphosphates (PIP2) en
phosphatidylinositol triphosphates (PIP3) au niveau de la membrane plasmique (Figure 32). Ces lipides
sont ensuite capables de recruter et/ou d’activer des effecteurs, particulierement les
sérines/thréonines kinases AKT et mTOR. Une fois activée la voie PI3K/AKT/mTOR ne permet pas
seulement d’induire une forte croissance et la survie des cellules cancéreuses mais affectent de fagon
importante leurs métabolismes (Elstrom et al., 2004; Fan et al., 2010; Plas and Thompson, 2005). En
effet, I'activation de AKT permet aux cellules cancéreuses d’augmenter I’'expression des transporteurs
de nutriments a leur surface, en particulier les récepteurs au glucose et a la glutamine, permettant
ainsi d’augmenter I'absorption de ces nutriments et par conséquent augmenter la glycolyse et la
glutaminolyse (Barata et al., 2004; Edinger and Thompson, 2002; Roos et al., 2007; Wieman et al.,
2007; Xu et al., 2005) (Figure 32). L'activation d’AKT stimule également la glycolyse et la production de

lactate en phosphorylant et activant des enzymes clés de cette voie comme I’héxokinase 2 et la
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phosphofructokinase-2 (Elstrom et al., 2004; Plas et al., 2001; Rathmell et al., 2003; Robey and Hay,
2009) (Figure 32). Un des autres roles d’AKT est d’augmenter la biosynthése lipidique en surexprimant
et activant des enzymes de la lipogenése comme I’ACLY qui va détourner le citrate mitochondrial du
cycle de Krebs vers la production d’acétyl-CoA (cf. « Métabolisme lipidique » et Figure 32) (Bauer et

al., 2005; Berwick et al., 2002; Hatzivassiliou et al., 2005).

Finalement, AKT stimule la signalisation cellulaire en activant mTOR via I'inhibition de TSC2 (Tuberous
Sclerosis Complex 2), son régulateur négatif (Robey and Hay, 2009). mTOR activé joue une réle majeur
dans la prolifération cellulaire et dans le métabolisme mitochondrial et est souvent activé de fagon
constitutive dans la tumorigénese (Guertin and Sabatini, 2007). mTOR est bien connu pour augmenter
la synthése protéique (Gingras et al., 2001) , en activant la traduction des ARN et la biogénése
ribosomal, la lipogenése de novo via SREBP (Sterol regulatory element-binding proteins) (Chang et al.,
2005; Diivel et al.,, 2010) et la biogénése mitochondriale via PGC-1a (Bentzinger et al., 2008;
Cunningham et al., 2007; Ramanathan and Schreiber, 2009; Schieke et al., 2006) (Figure 32).

En raison de ses fonctions importantes, I’activation de la voie PI3K/AKT/mTOR est surement la voie de
signalisation la plus fréquemment altérée dans les cancers humains spontanés et se fait via plusieurs
mécanismes. En effet, cette voie est activée par l'inactivation de genes suppresseurs de tumeur
comme la phosphatase PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) (Figure 32) qui contrebalance
I'activité de la PI3K en déphosphorylant les PIP mais également par des mutations dans les composant
de la voie, les rendant constitutivement actifs (Wong et al., 2010; Zhong et al., 2000). De plus, il a été
montré que I'augmentation de I'activité de AKT est suffisante pour induire I'effet Warburg dans des
cellules non transformées ou tumorales (Buzzai et al., 2005; Elstrom et al., 2004), confirmant

I'importance de I'activation de AKT dans les modifications métaboliques des cellules tumorales.
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Figure 32 : Implications des voies PI3K/AKT/mTOR et AMPK dans le métabolisme des cellules tumorales
(Adapté de (Plas and Thompson, 2005))

2.6.2. Lavoie AMPK

L'’AMPK est un senseur crucial du statut énergétique cellulaire et a un réle pléiotropique important
dans les réponses cellulaires aux stress métaboliques (Steinberg and Kemp, 2009). Il est bien connu
gue la voie AMPK met en relation le statut énergétique et les signaux de croissance. D’un point de vu
moléculaire, 'AMPK a des effets opposé a AKT et fonctionne comme un inhibiteur de mTOR, en
phosphorylant et activant TSC2 qui a son tour inhibe mTOR (Figure 32) (Inoki et al., 2003). L'AMPK agit
donc comme un point de controle du métabolisme modulant la réponse des cellules vis-a-vis de la
disponibilité énergétique. Plus précisément, I’AMPK est activée physiologiquement en réponse a une
augmentation du ratio AMP/ATP lors des situations de carences énergétiques. De ce fait, I'activation
de ’AMPK réduit les voies métaboliques consommatrices d’énergie et augmente les voies productrices
d’ATP, ce qui a pour conséquence de réduire drastiquement la prolifération cellulaire (Jones et al.,
2005; Kuhajda, 2008; Shackelford and Shaw, 2009). Les cellules tumorales doivent donc passer au-
dessus de ce point de contréle pour pouvoir continuer a proliférer méme dans un microenvironnement
qui leur est peu favorable (Shackelford and Shaw, 2009). De ce fait, plusieurs mutations oncogéniques
et voies de signalisations ont été identifiées comme étant capables d’inhiber la voie de signalisation
de I'’AMPK (Figure 32) (Shackelford and Shaw, 2009). Cette inhibition permet aux cellules tumorales de
répondre a toutes les voies de signalisations activées, de fagon exacerbée, par les oncogéenes et la perte
des genes suppresseurs de tumeurs. De nombreux types de tumeurs présentent une perte de la

signalisation normale de I’AMK (Ji et al., 2007; Wingo et al., 2009), ce qui contribue également a la
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mise en place de I'effet Warburg via 'activation de mTOR et indirectement de HIF-1 (Hudson et al.,

2002; Majumder et al., 2004).

Ces observations suscitent un grand intérét en clinique et des agonistes de ’AMPK sont actuellement
en cours d’évaluation dans le but de réassembler le statut énergétique et les signaux de croissance
dans les cellules tumorales et ainsi inhiber la croissance cellulaire. L’agoniste le plus utilisé est Ia
metformine, un inhibiteur de mTOR dont I'efficacité antitumorale a été mise en évidence dans
plusieurs types de cancers via différents mécanismes (Anisimov et al., 2005; Libby et al., 2009; Wang

and Guan, 2009).
2.6.3. HIF-1

La concentration en oxygéne est significativement réduite (hypoxie) dans la plupart des cancers
comparée au tissu normal adjacent (Vaupel, 2004). La réduction de la disponibilité en oxygéne induit
le facteur de transcription HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) constitué d’une sous-unité HIF-1a régulée
par I'oxygéne et la voie PI3K/AKT/mTOR (Duvel et al., 2010; Jiang et al., 2001) et d’une sous-unité HIF-
1B constitutivement exprimée (Bertout et al., 2008; Wang et al., 1995) (Figure 33). Dans des cellules
bien oxygénées, différents résidus proline de HIF-1a sont hydroxylés post-traductionnellement par
PHD2 (propyl hydrolase domaine protein 2) (Kaelin, 2008), ce qui entraine la fixation du suppresseur
de tumeur VHL (von Hippel-Lindau) capable de recruter une ubiquitine ligase E3 entrainant la
dégradation de HIF-1a par le protéasome (Kaelin and Ratcliffe, 2008) (Figure 33). En condition
d’hypoxie, I’'hydroxylation propyle de HIF-1a est inhibée par la déprivation en oxygene et la génération
de ROS mitochondriaux (Brunelle et al., 2005; Kaelin, 2005), ce qui conduit a la stabilisation de HIF-1a
et a I'activité de facteur de transcription de HIF-1 (Guzy and Schumacker, 2006; Mansfield et al., 2005).
Les cibles de HIF-1 comprennent de nombreux génes codant pour des protéines impliquées a tous les
niveaux dans la biologie du cancer (Gordan and Simon, 2007; Mole et al., 2009; Semenza, 20103,
2010b; Xia et al., 2009), donc dans le métabolisme énergétique et en particulier la glycolyse aérobie
(lyer et al., 1998; Semenza, 2010b) (Figure 33). En effet, HIF-1 active la transcription des génes codant
pour les transporteurs du glucose GLUT1 et GLUT3, pour la plupart des enzymes de la glycolyse
(Semenza et al., 1994) comme I’héxokinase 1 et 2 (HK1 et HK2) (lyer et al., 1998; Kim et al., 2007),
I'aldolase (ALDO), la phosphoglycérate kinase (PGK), I’énolase (ENO) (Sedoris et al., 2010; Vander
Heiden et al., 2009) et pour la LDHA qui convertie le pyruvate en lactate (lyer et al., 1998; Vander
Heiden et al., 2009). Dans de nombreuses tumeurs, HIF-1 est souvent stabilisé et activé méme en
normoxie grace a des voies de signalisations oncogéniques tel que PI3K/AKT/mTOR (Majumder et al.,
2004; Zundel et al., 2000), et par des mutations dans des génes suppresseurs de tumeurs comme VHL

(Kaelin, 2008; Kapitsinou and Haase, 2008), et d’autres enzymes comme SDH (succinate
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déshydrogénase) (Hewitson et al., 2007; Selak et al., 2005) et FH (fumarate hydratase) (Hewitson et
al., 2007; Isaacs et al., 2005).

Alors que le réle de HIF-1 dans la promotion de la glycolyse est clairement établi, il a été montré que
HIF-1 active également la PDK1 (Kim et al., 2006, 2007; Papandreou et al., 2006) qui inactive le
complexe PDH, ce qui a pour conséquence de limiter I’entrée de pyruvate dérivé de la glycolyse dans
le cycle de Krebs et augmente la conversion du pyruvate en lactate (Kim et al., 2006; Papandreou et
al., 2006). Cette réduction du flux de pyruvate dans le cycle de Krebs baisse le taux de phosphorylation
oxydative et de consommation d’oxygéne (Papandreou et al., 2006), donc diminue la respiration
cellulaire et renforce le métabolisme glycolytique et la survie cellulaire (Figure 33). Cette adaptation
est importante pour la survie des cellules tumorales en hypoxie en empéchant la surproduction de ROS
mitochondriaux (Guzy et al., 2005) mais est critique pour la synthése d’intermédiaires nécessaires a la

biosyntheése cellulaire (Lum et al., 2007).

L'inhibition pharmacologique de I’activité de HIF-1 ou PDK1 augmente la consommation d’oxygene des
cellules tumorales et donc réverse certains des effets métaboliques tumorigénes de HIF-1 (Cairns et
al., 2007; Semenza, 2003, 2010a). De ce fait, plusieurs candidats incluant I'inhibiteur de PDK1, I'acide
dichloroacétique, sont actuellement en cours d’évaluation pour leur utilité thérapeutique (Cairns et

al., 2009; Michelakis et al., 2008; Onnis et al., 2009).
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Figure 33 : Régulations et réles de HIF-1 dans le métabolisme des cellules tumorales
(Adapté de (Semenza, 2010b))
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2.6.4. c-MYC

Les génes de la famille MYC, en particulier c-MYC, sont fréquemment surexprimés dans les tumeurs
(Beroukhim et al., 2010; Dalla-Favera et al., 1982; Dang et al., 2009a; Shou et al., 2000) et ont un réle
bien décrit dans le contréle de la croissance et de la prolifération cellulaire (Armelin et al., 1984; Eilers
and Eisenman, 2008; Freie and Eisenman, 2008; Kelly et al., 1983). De plus, le facteur de transcription
oncogénique c-MYC est impliqué a plusieurs niveaux dans les modifications métaboliques des cellules
tumorales (Dang, 2013; Dang et al., 2009a; Deberardinis et al., 2008; Fan et al., 2010; Miller et al.,
2012).

En effet, comme la voie PI3K/AKT/mTOR et HIF-1, c-MYC joue un réle important et direct dans la mise
en place de I'effet Warburg dans les cellules cancéreuses (Goetzman and Prochownik, 2018; Hu et al.,
2011), en activant plusieurs transporteurs du glucose comme GLUT1 (Osthus et al., 2000), des enzymes
glycolytiques (Kim et al., 2004; Osthus et al., 2000), en particulier, HK2 (Kim et al., 2007), PFK, ENO1 et
PKM2 (Kim et al., 2004; Osthus et al., 2000) et également en favorisant la conversion du pyruvate en
lactate en surexprimant la LDHA (Lewis et al., 1997; Ramanathan et al., 2005; Shim et al., 1997) (Figure
34).

La transformation maligne stimule la glutaminolyse (Deberardinis et al., 2008) et de nombreuses
cellules tumorales sont trés dépendantes de cet acide aminé nécessaire a leur croissance et
prolifération (Dang, 2010; Kaadige et al., 2010; Wise et al., 2008). c-MYC est connu pour avoir un role
majeur dans la régulation et dans I'augmentation de la glutaminolyse dans les cellules tumorales
(Dang, 2013; Goetzman and Prochownik, 2018; Miller et al., 2012). Il permet de produire des
macromolécules et des antioxydants nécessaires a la croissance cellulaire (Wise et al., 2008). En effet,
la surexpression de I'oncogéne c-MYC augmente I'absorption de glutamine dans les cellules tumorales
en induisant de facon direct I’expression des transporteurs de la glutamine : SLC5A1 et SLC7A1 (Gao et
al., 2009) (Figure 34). c-MYC induit également I'expression de la glutaminase 1, I'enzyme limitante du
catabolisme de la glutamine qui désamine la glutamine en glutamate (Curthoys and Watford, 1995;
Gallagher et al., 2008; Gao et al., 2009). Ce dernier sera ensuite soit métabolisé a travers le cycle de
Krebs, comme source de carbone, pour maintenir les voies anaplérotiques et donc le métabolisme
mitochondrial (Li et al., 2005), soit servir de substrat pour la synthése de glutathionne indispensable
au controle du statut redox des cellules, soit permettre la biosynthése de protéines et nucléotides en
étant une source de nitrogene (Dang, 2013; DeBerardinis et al., 2007). |l a été montré que les cellules
tumorales surexprimant c-MYC sont totalement dépendantes de la glutamine pour leur survie et leur
prolifération (Reitzer et al., 1979) . En effet, la déprivation en glutamine ou linhibition

pharmacologique de la GLS dans les cellules tumorales transformées par c-MYC suffit a déclencher
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I'apoptose des cellules tumorales (cf. « Métabolisme de la glutamine et cancer ») (Klimberg and
McClellan, 1996; Yuneva et al., 2007), en déplétant le cycle de Krebs de ces intermédiaires. Donc les
cellules tumorales dépendantes de la glutaminolyse induite par c-MYC reprogramment leur
métabolisme mitochondrial pour soutenir I'anaplérose du cycle de Krebs et leur viabilité cellulaire via

le catabolisme de la glutamine, méme en présence de glucose (Le et al., 2012; Yuneva et al., 2007).

En condition d’hypoxie et/ou de déficience en glucose, c-MYC est également capable de maintenir le
métabolisme de la glutamine pour faire tourner le cycle de Krebs et permettre ainsi la survie cellulaire
(Dang et al., 2008; Miller et al., 2012). Dans ces conditions, c-MYC est également capable d’augmenter
la conversion de la glutamine en glutathionne afin de contréler I'accumulation des ROS mitochondriaux

et empécher I'apoptose (Miller et al., 2012).
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Figure 34 : Implications de c-MYC dans la régulation du métabolisme des cellules tumorales
ETC : chaine respiratoire ; a-KG : a-cétoglutarate ; TCA cyle : cycle de Krebs (Adapté de (Dang et al., 2009a))
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Partie 3 : Le coactivateur transcriptionnel
PGC-1la

L'activation de genes est un processus multi étapes impliquant un trés grand nombre de complexes
protéiques. La fonction des facteurs de transcription est de recruter des coactivateurs ou de
corépresseurs transcriptionnels pour permettre I'activation ou la répression de génes. Bien que les
facteurs de transcription se lient a I'ADN, ils sont généralement dépourvus des activités enzymatiques
nécessaires a la modification de la chromatine, au déroulement de I'ADN et au recrutement de I’ARN
polymérase Il. Ces activités biochimiques sont le travail des corégulateurs, qui sont généralement
présents sous forme de complexes multi protéiques dans le noyau et qui sont recrutés par les facteurs
de transcription en réponse a des signaux cellulaires. La plupart des études sur la régulation de
I'activité des genes au niveau transcriptionnel se sont concentrées sur les changements des quantités
ou des activités des facteurs de transcription. Bien que cela soit un mode de régulation majeur, de
récentes recherches ont montré que le controle des systémes de régulation des genes n’est pas
uniquement le terrain d’action des facteurs de transcription. En effet, les coactivateurs sont
hautement régulés et sont capables de participer a la régulation des génes, pas seulement en étant
des éléments nécessaires au recrutement de la machinerie transcriptionnelle, mais en étant également
des cibles principales de signaux physiologiques (Spiegelman and Heinrich, 2004). Le meilleur exemple
est peut-étre la famille de co-activateurs PGC-1 (PPARy co-activateur 1). Méme si ces protéines n’ont
pas été les premiers co-activateurs décrits comme étant hautement régulés, leurs régulations et leurs
fonctions biologiques ont été étudiées en détails. En effet, les membres de la famille de co-activateur
PGC-1 sont des acteurs majeurs de voies de signalisations impliquées dans le contréle du métabolisme

cellulaire et systémique.

1. Découverte, structure et fonction des PGC-1

1.1. Les génes de la famille de PGC-1a

La famille PGC-1 est composée de trois membres, PGC-1a, PGC-1pB et PRC (PGC-1-Related Coactivator),
qui partagent des caractéristiques structurelles et des modes d’action. Le premier membre de la
famille PGC-1 a été identifié a la fin des années 1990 comme interagissant avec le facteur de
transcription PPARy (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-y) dans le tissu adipeux brun, un tissu
riche en mitochondries et spécialisé dans la thermogénese, il a été appelé PGC-1a (Puigserver et al.,
1998a). PGC-1a est un coactivateur dont I’expression est largement induite en réponse a divers stimuli

externes : son expression est drastiquement augmentée en réponse a une exposition au froid dans le
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tissu adipeux brun et dans le muscle squelettique (Puigserver et al., 1998a) en association avec

I’expression de protéines mitochondriales découplantes (UCPs : uncoupling proteins).

PGC-1 B est ’lhomologue le plus proche de PGC-1a. PGC-1a et PGC-1pB sont tous les deux exprimés
dans des tissus a forte capacité oxydative tels que le tissu adipeux brun, le cceur, le rein, les muscles
squelettiques et le cerveau (Handschin and Spiegelman, 2006). Ces deux coactivateurs partagent de
larges identités de séquence (Kressler et al.,, 2002; Lin et al., 2002a), regroupées dans plusieurs
domaines distincts comprenant un domaine d’activation en position N-terminal (40%), un domaine de
régulation central (35%) et un domaine de liaison a ’ARN en position C-terminal (48%) (Figure 35).
PRC, exprimé de fagon ubiquitaire, partage une homologie plus restreinte avec les deux autres

membres de la famille (Andersson and Scarpulla, 2001).
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Figure 35 : Homologie de structure entre les membres de la famille PGC-1 (Adapté de (Lin et al., 2005a))

Plus précisément, I'extrémité N-terminale de ces coactivateurs contient un domaine d’activation
transcriptionnelle ainsi qu’un motif majeur d’interaction avec les récepteurs nucléaires : le motif LXXLL
riche en leucine (Figure 36) (Puigserver and Spiegelman, 2003). Cette extrémité contient également un
domaine impliqué dans l'inhibition de PGC1la. La partie C-terminale présente la plus grande homologie
entre les trois coactivateurs PGC-1 (Kressler et al., 2002; Lin et al., 2002a) et comprend un site de
reconnaissance et de liaison a I'ARN (RRM, RNA recognition motif) et un domaine riche en sérine et
arginine (RS, serine/arginine - rich domain). Ces deux domaines sont connus pour étre impliqués dans

les modifications post-transcriptionnelles de I'ARN (Figure 36).
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Figure 36 : Structure des co-activateurs de la famille PGC-1 (Adapté de (Jones et al., 2012))

Des analyses de séquences ont révélé que la famille de coactivateurs PGC-1 est conservée dans de
nombreuses espéeces incluant les primates, les rongeurs, les ruminants, les oiseaux, les amphibiens et
les poissons. Ces coactivateurs présentent également des domaines structuraux et plusieurs motifs de
séquences similaires que I’on retrouve chez tous les membres de la famille, le plus notable est DHDYCQ
(Lin et al., 2002a). A ce jour, aucun homologue de PGC-1 n’a été trouvé chez les vers, mouches et

levures.
1.2. Interaction de PGC-1a avec des facteurs de transcription

Les coactivateurs PGC-1 exercent leur fonction de régulateur transcriptionnel en se fixant a divers
facteurs de transcription et récepteurs nucléaires qui reconnaissent des séquences spécifiques sur
leurs génes cibles. En effet, ils ne possedent pas de domaine de liaison a ’ADN. Alors que d’autres
coactivateurs de transcription possedent d’une activité histone acétyltransférase intrinséque qui
facilite le remodelage de la chromatine et la transcription de génes, les membres de la famille PGC-1
sont dépourvus d’activité enzymatique. Par conséquent, les coactivateurs PGC-1 exercent leur fonction
de modulation sur la transcription de génes en agissant comme une plateforme d’ancrage pour les
autres protéines avec une activité histone acétyltransférase et en favorisant I'assemblage de la

machinerie de transcription pour déclencher la transcription de génes.
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La région N-terminale de PGC-1a possedent plusieurs motifs riches en leucines LXXLL, aussi appelés
NR boxes, qui sont cruciales pour permettre l'interaction de PGC-la avec une large variété de
récepteurs nucléaires comme PPARa (Vega et al., 2000), ER (estrogen receptor) (Tcherepanova et al.,
2000), RXRa (retinoid X receptor o) (Delerive et al., 2002), GR (glucocorticoid receptor) (Knutti et al.,
2000), HNF4a, (hepatocyte nuclear factor-4 o) et entrainer leur activation. L’analyse de la séquence
de PGC-1a a permis de mettre en évidence trois motifs LXXLL : L1 (acides aminés 88 a 92), L2 (acides
aminés 144 3 148) et L3 (acides aminés 210 a 214) (Huss et al., 2002; Knutti and Kralli, 2001). Le motif
L2 est absolument requis pour les interactions dépendantes des ligands avec le récepteur aux
estrogénes alpha (Tcherepanova et al., 2000), le récepteur PPARa (Vega et al., 2000), le récepteur
PPARB (Wang et al., 2003), le récepteur a I’acide rétinoique (Delerive et al., 2002), le récepteur aux
glucocorticoides (Knutti et al., 2000; Yoon et al., 2001), le récepteur a I’hormone thyroidienne (Wu et
al., 2002b; Zhang et al., 2004a) et le récepteur LXRa (liver X recepteur alpha) (Oberkofler et al., 2003).
Le récepteur HFN-4a (Yoon et al., 2001) et PPARy (Wallberg et al., 2003) interagissent également avec
le motif L2 mais la présence de leur ligand respectif n’est pas indispensable. Les motifs L2 et L3 sont
tous les deux impliqués dans I'interaction de PGC-1alpha avec les récepteurs orphelins ERRa et ERRy

(Huss et al., 2004; Schreiber et al., 2003, 2004b).

En partie N-terminal, on trouve également un domaine riche en proline, entre les acides aminés 200 a
400, qui interagit avec la région charniere de PPARy, le domaine de liaison a I’ADN de NRF1 (Figure 37)
(Mootha et al., 2003; Wu et al., 1999) et avec le récepteur au farnesoid X (FXR) (Zhang et al., 2004a).
Finalement, une autre séquence située entre les acides aminés 400 et 500 permet I'interaction de PGC-
la avec le facteur MEF2C (myocyte enhancer factor 2C) (Figure 37) (Lin et al., 2002b; Michael et al.,
2001). Pour certains facteurs de transcription, le site de liaison sur PGC-la n’est pas encore
exactement identifié. C'est le cas du récepteur prégnagne X (PXR) (Bhalla et al., 2004). Quant au facteur
FOXO1 (Forkhead box protein O1) il semble se lier dans la région C-terminale mais la localisation exacte

n’est pas connue (Puigserver et al., 2003).

L'ensemble de ces interactions est responsable de la régulation du métabolisme oxydatif
mitochondrial mais également de I’'homéostasie glucidique lipidique. Le tableau suivant présente
I’ensemble des facteurs de transcription interagissant avec PGC-a ainsi que les régulations géniques

qui en résultent.
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Facteur de transcription

NRF1/NRF2

PPARa/PPARPB

PPARy

ERRa/ERRP

TR

FXR

LXRa/LXRP

GR; HNF4a ; FOXO1

MEF2

Era/ErB ; PXR

SREPB1/SREBP2

Sox9

Biogénése mitochondriale

Biogénése mitochondriale ;
oxydation des acides gras

Biogénese mitochondriale ;
induction d’'UCP1

Biogénése mitochondriale

Induction de CPT1

Métabolisme des triglycérides

Sécrétion de lipoprotéines

Gluconéogenése

Induction geénes des fibres
musculaires de type |

Inconnu

Lipogenese ; sécrétion de
lipoprotéines

Chondrogenése
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Figure 37 : Site de fixations de certaines protéines interagissant avec PGC-1a
FTs : Facteurs de transcription (Adapté de (Finck and Kelly, 2006))

1.3. Interaction de PGC-1a avec la machinerie transcriptionnelle

Contrairement a la plupart des coactivateurs qui possedent des activités enzymatiques spécifiques
responsables du remodelage de la chromatine, PGC-1a est dépourvu d’activité enzymatique propre
(Puigserver and Spiegelman, 2003). Cependant, la région N-terminal de PGC-1a possede un domaine
d’activation tres conservé qui sert de site de fixation pour le recrutement de plusieurs protéines avec
une activité histone acétyltransférase comme SRC-1 (steroid receptor coactivator-1), CBP (CREB-
binding protein) et p300 (Puigserver et al., 1999). Ces protéines acétylent les histones et remodelent
la structure de la chromatine pour permettre son accés aux facteurs de transcription. Ce recrutement
nécessite la liaison avec un facteur de transcription ce qui permet un changement de conformation au
niveau de la région N-terminale (Monsalve et al., 2000; Puigserver et al., 1999) (Figure 38). Cette partie
N-terminale confére également a PGC-1a un réle dans la mise en place du complexe de pré-initiation
de la transcription et du complexe d’élongation, en interagissant avec I’ARN polymérase Il sous forme
hypophosphorylée (Figure 38). Cette interaction en complément du remodelage de la chromatine

effectué par les protéines SRC-1 et CBP/p300 permet I'initiation de la transcription.

La région C-terminale de PGC-1a constitue un site d’amarrage pour plusieurs protéines formant le
complexe TRAP (thyroid receptor-associated protein)/DRIP (vitamin D receptor-interacting
protein)/Mediator, dont la fonction principale est de transmettre les signaux des facteurs de

transcription a la polymérase (Allen and Taatjes, 2015) dans le but d’initier la transcription (Figure 38).

Cette région contient aussi un motif bien conservé de reconnaissance de I’ARN, impliquée dans la
liaison avec I’ARN et I’ADN simple brin. On y trouve également des domaines RS, qui sont des portions
riches en serine/arginine, sur PGC-1a et PRC mais pas sur PGC-1B. Le motif de reconnaissance de I’ARN
et les domaines RS sont retrouvés dans des protéines impliquées dans I'épissage des pré-ARNm ou

I’export des ARNm, ceci suggere donc que leur présence pourrait conférer a PGC-1a des capacités a
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processer les ARNs (Figure 38). Bien qu’il ait été montré in vitro que la région C-terminale de PGC-1a
participe a I’épissage d’ARN messagers pour réguler I'expression de génes (Monsalve et al., 2000), sa
contribution in vitro a I'expression de genes cibles nécessite plus d’investigation. La partie C-terminale
contient aussi deux motifs dont la fonction est peu connue mais qui sont tres bien conservés dans les
trois membres de la famille PGC-1. Le premier est un tetra-peptides DHDY, identifié comme site
fixation pour la protéine HCF (Host Cell Factor). HCF peut agir comme un co-activateur pour réguler
I’expression de genes lors du cycle cellulaire et peut également augmenter I’activité transcriptionnelle
des PGC-1 (Lin et al.,, 2002a). Finalement, des sites d’interactions avec d’autres facteurs de
transcription ont également été identifiés dans la partie C-terminale des co-activateurs PGC-1, c’est le
cas MEF2C, YY1 (yin yang-1), FOXO1 (Cunningham et al., 2007; Michael et al., 2001; Puigserver et al.,

2003), ainsi que gu’avec des co-régulateurs comme BAF60a (BRG1-associated factor 60a) (Li et al.,

2008).

Complexe c Complexe
t TRAP/DRIP/Mediator O d'élongation et
et HAT {} d'épissage

~
pre-mRNA

HRE Promoteur HRE Promoteur ADN

Figure 38 : Mécanisme d'action de PGC-1a dans la synthése d’ARNm

Une fois recruté par un récepteur nucléaire (NR), PGC-1a change de conformation pour se lier a des coactivateurs dotés d’une
activité histone acétyltransférase (HAT) tels que SRC-1 ou CBP/p300. PGC-1a s’associe également par son extrémité N-
terminale a la sous-unité Pol Il de I’ARN polymérase Il, impliquée dans la pré-initiation de la transcription, et par son extrémité
C-terminale au complexe TRAP/DRIP/Mediator. Le domaine C-terminal de Pol Il (CTD) est ensuite phosphorylé et se dissocie
des partenaires du complexe d’initiation. Une nouvelle série de protéines, incluant les protéines de la machinerie d’élongation
et d’épissage, se rallie a la forme activée de Pol Il. PGC-1a s’associe a ce nouveau complexe d’élongation par son extrémité C-
terminale. Enfin, PGC-1a se dissocie du facteur de transcription ou récepteur nucléaire et progresse avec le complexe
d’élongation et d’épissage le long de '’ARNm pour participer a I'épissage du pré-ARNm. (Adapté de (Knutti and Kralli, 2001))

Plus récemment, des isoformes tronquées de PGC-1lo. ont été identifiées et appelées NT-PGC-1a
(Chang et al., 2012; Zhang et al., 2009) et PGC-1a4. Ces nouvelles isoformes sont fonctionnelles et
formées de la partie N-terminale de PGC-1q, il leur manque donc les motifs permettant |I'épissage des
ARNs. Cependant, ils sont toujours capables d’interagir avec différents facteurs de transcription et ainsi

entrainer la transcription de leurs genes cibles.

2. Régulation de |'activité de PGC-1a

Les niveaux d’expression des membres de la famille PGC-1 sont régulés en réponse a de nombreux

stimuli et peuvent varier en fonction du tissu ou de la situation, méme s’il existe un schéma commun.
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Ces stimuli peuvent étre des signaux environnementaux ou physiologiques qui entrainent des
régulations transcriptionnelles ou des modifications post-traductionnelles (Figure 39). C’est ce qui va
étre présenté dans cette partie, en se focalisant plus sur PGC-1a dont la régulation a été le plus

étudiée.

Parmi les facteurs environnementaux qui régulent les mécanismes transcriptionnels on retrouve la
température (Figure 39a). En effet, PGC-1a. a été découvert en premier dans le tissu adipeux brun et
le muscle en réponse a I’'exposition au froid. Dans le tissu adipeux brun par exemple, une importante
exposition au froid induit I'expression de PGC-la par le systéeme nerveux sympathique par
I'intermédiaire du récepteur B3 adrénergique. L'activation de ce récepteur déclenche la voie de
signalisation de 'AMPc et I'activation de la PKA (protéine kinase A) dont une des cibles la mieux
caractérisée est CREB. Comme nous I'avons vu précédemment, PGC-1a posséde un site de fixation
pour CREB (C-AMP Response Element-binding protein) qui une fois activé entraine I'expression de PGC-

1o de maniére spécifique (Boss et al., 1999; Gdmez-Ambrosi et al., 2001; Puigserver et al., 1998a).

Dans le muscle, I'expression de PGC-1 est également induite aprés un exercice (Figure 39a). De
nombreuses voies de signalisations sont impliquées durant ce processus. En effet, il a été montré que
I’expression de PGC-1a répond a la signalisation calcique médiée par I’activation de la CaMKIV (Ca*"/
calmodulin-dependent protein kinase IV) et la calcineurine A. Cette derniére est capable d’interagir et
d’activer le facteur de transcription myogénique MEF2C qui se fixe sur le gene PGC-1a et entraine ¢a
transcription (Akimoto et al., 2004; Handschin et al., 2003). De facon intéressante, MEF2C est connu
pour étre une cible de PGC-1a, ce qui crée une boucle d’autorégulation par laquelle PGC-1a. augmente
sa propre expression (Lin et al., 2002b). D’un autre c6té, une des cibles de la protéine CaMKIV est le
facteur de transcription CREB qui, comme dans le tissu adipeux brun, se fixe sur PGC-1a et entraine

son expression (Akimoto et al., 2004; Wu et al., 2002a).

Un autre mécanisme connu pour réguler I'expression de PGC-1a dans le muscle, aprés un exercice,
implique I'activation de la protéine p38 MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase ; Figure 39a).
Cette kinase est capable d’activer le facteur de transcription MEF2C qui comme vu précédemment
entraine I'expression de PGC-1a par fixation en amont du promoteur de PGC-1a (Knutti et al., 2001;
Zhao et al., 1999). p38 MAPK active également le facteur de transcription ATF2 (activating transcription
factor 2) qui permet la transcription de PGC-1a en se fixant sur I'élément de réponse a CREB présent

en amont du promoteur de PGC-1a (Akimoto et al., 2005).

PGC-1a est trés sensible au statut énergétique cellulaire, il est donc finement régulé par des senseurs
de stress comme la protéine AMPK qui est un senseur crucial du statut énergétique de la cellule et qui

devient actif quand le ratio AMP/ATP est élevé ce qui déclenche un grand nombre de réactions
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cataboliques pour augmenter le niveau cellulaire d’ATP (Figure 39b). AMPK est activée dans le muscle
durant un exercice ce qui active la fonction et la biogénese mitochondriale. Il a été montré que cette
activation mitochondriale médiée par ’AMPK requiere l'activité de PGC-1a (Jgrgensen et al., 2005;
Knutti et al., 2001). De plus, il a été montré que des cellules musculaires traitées avec de I’AICAR, un
composé chimique activant I’AMPK, ont une expression de PGC-1a augmentée (Suwa et al., 2003). Il a
également été montré que I'AMPK phosphoryle directement PGC-la in vitro et in vivo. Ces
phosphorylations de PGC-1a se font sur la thréonine 177 et la serine 538 et peuvent moduler Ila
capacité de PGC-1a a se lier avec les facteurs de transcription mais également affecter la fixation ou la

fonction d’autres cofacteurs dans le complexe formé par PGC-1a (Jager et al., 2007).

Le jeline est un autre signal environnemental connu pour réguler I'expression de PGC-1a (Figure 39a).
En effet dans le foie, I'expression de PGC-1a est augmentée en réponse au glucagon, une hormone
pancréatique qui induit I'activation d’AMPc et CREB (Herzig et al., 2001). Cette induction de PGC-1a
dans le foie lors du je(ine conduit a une augmentation de I'expression des génes de la gluconéogéneése
afin de favoriser la production de glucose hépatique et maintenir I'noméostasie du glucose (Yoon et
al., 2001) via I'association de PGC-1a avec des facteurs de transcription comme HNF4a (Rhee et al.,
2003) ou FOXO1 (Puigserver et al., 2003). Comme dans le tissu adipeux brun et le muscle, I’activation
de p38 MAPK dans le foie par le jeCine augmente la transcription de PGC-1a et induit la gluconéogenése

(Cao et al., 2005).

L'activité transcriptionnelle de PGC-1a peut également étre modulée par des modifications post-
traductionnelles qui affectent de fagon positive ou négative sa capacité a recruter des complexes
capables de remodeler la chromatine et activer la transcription des genes (Figure 39b). Ces
modifications post-traductionnelles qui sont des phosphorylations, acétylations, méthylations,
ubiquitinations, sont trés importantes car elles sont capables de réguler l'intensité de la réponse
médiée par PGC-1a et également de déterminer avec quel facteur de transcription ou co-régulateur
PGC-1a va interagir et donc quels geénes spécifiques seront exprimés. PGC-1a est phosphorylé sur des
résidus sérines et thréonines a différents endroits par plusieurs kinases dont les mieux caractérisés
sont p38 AMPK (Fan et al., 2004; Knutti et al., 2001; Puigserver et al., 2001), AKT (Li et al., 2007), AMPK
(Jager et al., 2007), S6 kinase (Ribosomal protein S6 kinase) (Lustig et al., 2011), GSK3pB (Olson et al.,
2008). Ces phosphorylations peuvent étre activatrices, c’est le cas de p38 MAPK qui stabilise la
protéine (Knutti et al., 2001) et AMPK qui active PGC-1a (Jager et al., 2007), ou inhibitrices comme Akt
qui inhibe I'activité de PGC-1a (Li et al., 2007), GSK3B qui augmente la dégradation par le protéasome
de PGC-1a (Olson et al., 2008) et S6 kinase qui empéche I'interaction de PGC-1a avec HNF4a (Lustig et
al., 2011). PGC-1a est également régulé sur les résidus lysines par désacétylation par SIRT1 (sirtuin 1)

ce qui active PGC-1a (Gerhart-Hines et al., 2007; Rodgers et al., 2005) ou par acétylation par GCN5
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(lysine acetyltransferase 2A) ce qui inactive PGC-1a (Lerin et al., 2006). PGC-1a peut aussi étre méthylé
sur les résidus arginines en position C-terminale par PRMT1 (protein arginine methyltransferase 1) ce
qui augmente son activité (Teyssier et al., 2005). Ces différentes modifications post-traductionnelles

dirigent I'action de PGC-1a vers des génes cibles différents.
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Figure 39 : Mécanismes de régulation de I'expression (a) et de I'activité (b) de PGC-1a
(Adapté de (Fernandez-Marcos and Auwerx, 2011))

3. Roles de PGC-1a dans le métabolisme cellulaire

PGC-1a est donc un co-activateur transcriptionnel tres polyvalent capable de co-activer de nombreux
facteurs de transcription. Etant donné que PGC-1a se lie avec différents partenaires, il est capable de
réguler des programmes biologiques variés et distincts tels que la thermogenese adaptative dans le
tissu adipeux, la conversion des fibres musculaires dans le muscle squelettique ou encore le
développement du coeur. PGC-1a joue également un role central dans le métabolisme cellulaire, en
particulier dans le métabolisme oxydatif mitochondrial, le métabolisme du glucose et également le

métabolisme des lipides. Ce n’est donc pas surprenant qu’une altération des niveaux d’expression de
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PGC-1a soit associée avec de nombreux états pathologiques dans différents tissus. En effet, alors que
son implication est bien établie dans le diabéte, le neurodégénérescence et les maladies

cardiovasculaires, il devient évident que PGC-1a joue un réle majeur dans le cancer.
3.1. PGC-1a dans la régulation du métabolisme oxydatif mitochondrial

Une des principales fonctions de PGC-1a est le contréle du métabolisme énergétique en augmentant
le métabolisme oxydatif par I'augmentation d’une part de la biogénése mitochondriale et d’autre part

par I'augmentation de la phosphorylation oxydative (Figure 21 et 40).
3.1.1. PGC-1la et biogénése mitochondriale

De nombreuses études in vitro et in vivo ont permis de mettre en évidence I'implication de PGC-1a
dans la biogénése mitochondriale. En effet, la surexpression de PGC-la dans plusieurs lignées
cellulaires différentes, tels que des adipocytes, des cellules musculaires, des myocytes cardiaques et
des ostéoblastes, entraine une augmentation de la quantité d’ADN mitochondriale (Lehman et al.,
2000; Puigserver et al., 1998b; Russell et al., 2004; Schreiber et al., 2004b; Wu et al., 1999). La
surexpression de PGC-1a in vivo dans des myocytes cardiaques murins provoque une prolifération

mitochondriale massive entrainant la mort (Lehman et al., 2000).

D’un point de vue moléculaire, PGC-1a initie la biogénese mitochondriale en activant des facteurs de
transcription qui régulent I'expression de protéines mitochondriales encodées par ’ADN nucléaire
(Anderson and Prolla, 2009). L'ADN mitochondrial code pour les sous unités protéiques de la chaine
respiratoire mitochondriale et des génes nécessaires a la synthese protéique mitochondriale. Toutes
les autres protéines mitochondriales sont codées par I’ADN nucléaire. Par conséquent, le processus de
biogénése mitochondriale nécessite une coordination entre ces deux génomes. Cette coordination est
régulée principalement par PGC-la qui active des facteurs de transcriptions. Ces facteurs de
transcription contolent I'expression de certains genes mitochondriaux codés par le noyau (Kelly and
Scarpulla, 2004; Puigserver and Spiegelman, 2003). PGC-1a interagit physiquement avec ces facteurs
de transcription dont NRF1 et NRF2 (Scarpulla, 2006, 2008a; Schreiber et al., 2003) et coactive leur
activité transcriptionnelle (Wu et al., 1999). Ces derniers, une fois activés par PGC-1q, se lient a la
région promotrice d’'un large panel de genes mitochondriaux codés dans le noyau tel que la B-ATP
synthase, le cytochrome c, les sous unités du cytochrome c oxidase, TFAM (Rebelo et al., 2011; Wu et
al., 1999), TFB1M, TFB2M et stimulent leur expression (Scarpulla, 2008b). Il est intéressant de noter
gue NRFs induit TFAM, un activateur transcriptionnel, qui transloque dans la mitochondrie et joue un
role essentiel dans la réplication, la transcription et le maintien de I’ADN mitochondrial (Clayton, 1992;
Parisi and Clayton, 1991; Virbasius and Scarpulla, 1994) (Figure 21 et 40). En régulant le niveau

d’expression de TFAM, PGC-1a est donc capable de jouer sur I'expression de protéines codées par
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I’ADN mitochondrial. Il a également été montré que l'interaction de PGC-1a avec ERRa est impliqué
dans la biogénése mitochondriale (Figure 21 et 40). Les autres protéines mitochondriales codées par
I’ADN nucléaire sont importantes dans la mitochondrie car elles sont capables de s’associer avec les
protéines codées par I’ADN mitochondrial, et ainsi former les complexes nécessaires a la
phosphorylation oxydative mitochondriale. De ce fait, PGC-1a, en stimulant simultanément des génes

mitochondriaux codés par les deux génomes, contribue a la biogénése mitochondriale.
3.1.2. PGC-1la et phosphorylation oxydative

Plusieurs études ont également montré que la liaison et I'activation de NRF1, NRF2 (Huss and Kelly,
2004; Wu et al., 1999) et ERRa (Huss and Kelly, 2004; Huss et al., 2004; Mootha et al., 2004; Villena et
al., 2007) par PGC-1a, augmente I'OXPHOS. En effet, il été montré que la surexpression de PGC-1a
augmente les niveaux d’expressions des protéines de la chaine respiratoire tels que I’ATP synthase, le
cytochrome c, le complexe IV et le complexe Il 56 et 57 ; wang 2004 (Lehman et al., 2000; Lin et al.,

2002b; Puigserver et al., 1998b; Schreiber et al., 2004b; Wu et al., 1999) (Figure 21 et 40).
3.1.3. PGC-1la et B-oxydation

L'induction de PGC-1a est corrélée a des situations physiologiques tels que le froid, I’exercice physique
prolongé ou le jeline dans respectivement, le tissu adipeux, le muscle squelettique et le foie (Figure
39). Dans ces situations, les acides gras deviennent le substrat énergétique préférentiel des cellules.
De facon logique, plusieurs études ont mis en évidence que PGC-1a contréle I'expression de genes
impliqués dans I'oxydation des acides gras (Leone et al., 2005) via PPARa (Dobrzyn et al., 2010). PGC-
lainduit I'expression des transporteurs des acides gras que sont CD36 et CPT1 qui permettent de faire
rentrer, respectivement, les acides gras a I'intérieur de la cellule puis a I'intérieur de la mitochondrie
ou ils seront oxydés (cf. « La B-oxydation »). De plus, PGC-1a induit également |’expression de plusieurs

enzymes de la FAS ce qui augmente le catabolisme des acides gras (Calvo et al., 2008; Vega et al., 2000).

Deux facteurs de transcription ont été identifiés comme des partenaires de PGC-1alpha, au niveau de
la régulation de la B-oxydation, il s’agit de PPARa (Lehman et al., 2000; Napal et al., 2005; Vega et al.,
2000) et ERRa (Huss et al., 2002, 2004; Schreiber et al., 2003) (Figure 21 et 40).
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Figure 40 : Implication de PGC-1a dans la biogénése mitochondriale, la phosphorylation oxydative et la 8-oxydation.
(Adapté de (Zamora and Villena, 2014))

3.1.4. PGC-1a et métabolisme du glucose

PGC-1a est également impliqué dans la régulation du métabolisme du glucose. En effet, dans le muscle
squelettique l'induction de PGC-la active I'expression du transporteur de glucose GLUT4, via
I'activation du facteur de transcription MEF2C, ce qui augmente |'absorption de glucose dans ces

cellules (Michael et al., 2001).

Cette augmentation de la concentration intracellulaire de glucose est couplée a une diminution de la
glycolyse, et une augmentation du stockage sous forme de glycogene (Wende et al., 2007). En effet,
I'induction de PGC-1a entraine I'expression de la PDK4, via ERRa. Cette enzyme inhibe I'oxydation du
glucose via l'inhibition de la PDH et favorise donc la synthése de glycogéne (Safdar et al., 2011; Wende

et al., 2005).
3.1.5. PGC-1a et ROS

En plus des voies métaboliques, PGC-1a est impliqué dans la régulation des ROS produits en majorité
par la chaine respiratoire mitochondriale. L'exces de stress oxydatif peut conduire a un stress
génotoxique et a la mort cellulaire. De ce fait, les cellules ont développé des mécanismes de défenses

contre ces especes qui peuvent étre toxiques. PGC-1a est impliqué dans plusieurs mécanismes visant
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a réduire le stress oxydatif. En effet, PGC-1a induit I'expression de plusieurs enzymes impliquées dans
la détoxification des ROS, telles que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathione
peroxydase (GPx) (Chen et al., 2011; St-Pierre et al., 2006; Valle et al., 2005). La capacité de PGC-1a a
induire ces enzymes antioxydantes et indispensable pour la protection contre les dommages et la mort

cellulaire induits par les ROS (St-Pierre et al., 2006).

4. Role de PGC-1a dans le cancer

PGC-1a est un coactivateur de transcription qui influence plusieurs voies métaboliques majeures. De
ce fait, I'expression anormale de PGC-1a est associée avec plusieurs maladies chroniques. Récemment
PGC-1a a été impliqué dans le développement, la survie et I'agressivité de plusieurs cancers (Bhalla et
al., 2011; LeBleu et al., 2014; McGuirk et al., 2013; Shiota et al., 2010; Taguchi et al., 2014; Torrano et
al., 2016; Vazquez et al., 2013). PGC-1a agit comme un senseur de stress dans les cellules cancéreuses
et son expression peut étre modulée par une déprivation en nutriments, des dommages oxydatifs et
des traitements chimiothérapeutiques. De fagon similaire a ses fonctions biologiques normales, PGC-
la influence donc, dans les cellules tumorales, le métabolisme oxydatif mitochondrial, le métabolisme
des acides gras, le métabolisme du glucose et les systemes de défense contre les ROS en interagissant
avec des facteurs de transcription spécifiques (Bhalla et al., 2011; McGuirk et al., 2013; Sancho et al.,
2015; Torrano et al., 2016; Vazquez et al., 2013), ce qui explique son implication dans le
développement et la survie des cellules cancéreuses et la formation de métastases. De plus, il a été
observé, dans plusieurs types de cancers, que PGC-1a est régulé par différents oncogénes et voies de
signalisation oncogéniques (Aquilano et al., 2013; Deblois et al., 2013; Haq et al., 2013; LaGory et al.,
2015; Peters et al., 2012; Sancho et al., 2015).

4.1. PGC-1a dans le mélanome

Des études récentes ont montré que la plupart des mélanomes contiennent deux sous populations de
cellules exprimant différents niveaux de PGC-1a : une sous population avec une forte expression de
PGC-1a et une sous population avec une trés faible expression de PGC-1a (Figure 41a) (Bogunovic et
al., 2009; Riker et al., 2008; Vazquez et al., 2013). De ce fait, ces deux populations présentent des
métabolismes et des phénotypes tres différents. En effet, les cellules tumorales de mélanomes
surexprimant PGC-1a ont, de facon logique, un métabolisme oxydatif mitochondrial trés élevé et une
grande capacité a détoxifier les ROS, ce qui les rendent dépendantes de I'OXPHOS et résistantes au
stress oxydatif (Luo et al., 2016a; Vazquez et al.,, 2013). D’un point de vue phénotypique, la
surexpression de PGC-1a confére a ces cellules un important pouvoir prolifératif et de survie mais, a
travers la régulation en parallele d’autres programmes transcriptionnels, PGC-1a supprime le pouvoir

d’invasion de ces cellules de mélanome (Figure 41a). Luo et al. ont montré que le mécanisme par lequel
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PGC-1a supprime ce programme pro-métastatique met en jeu la protéine inhibitrice ID2 (Inhibitor of
DNA binding) et le facteur de transcription TCF4 (Luo et al., 2016a). PGC-1a induit de fagon directe la
transcription de ID2 qui va lier et inactiver TCF4 empéchant sa fixation sur les promoteurs de ses génes
cibles. L'inactivation de TCF4 entraine la baisse de I'expression des genes liés a la formation de
métastases, dont les intégrines, connues pour influencer I'invasion et la dissémination métastatique
(Figure 41b). A contrario, les cellules de mélanome exprimant trés peu PGC-1a contiennent peu de
mitochondries, sont trés dépendantes de la glycolyse pour survivre et plus sensibles a I'apoptose
induite par les ROS (Luo et al., 2016a; Piskounova et al., 2015; Vazquez et al., 2013). Cependant, cette
sous population de mélanocytes tumoraux exprimant peu PGC-1la a une plus forte expression du
programme pro-métastatique incluant les intégrines, le TGFB (transforming growth factor B) et Wnt
(Figure 41b). Au niveau phénotypique, la faible expression de PGC-la se traduit par une faible
prolifération des cellules de mélanome et par une forte capacité a former des métastases (Figure 41a).
Une fois installées au niveau du site métastatique, ces cellules sont capables d’augmenter leur
expression de PGC-1a pour faciliter leur croissance (Figure 41a) (Luo et al., 2016a; Vazquez et al.,

2013).

L’expression de PGC-1a, dans ces deux sous populations de mélanomes est régulée par le facteur de
transcription oncogénique MITF (Microphtalmia-associated Transcription Factor) (Figure 41b) (Haq et

al., 2013; Ronai, 2013; Vazquez et al., 2013).

Etant donné les fonctions cytoprotectrices de PGC-1q, ce n’est pas étonnant qu’il soit impliqué dans la
réponse aux traitements anticancéreux. Dans le mélanome, 'induction de PGC-1a contribue a la
chimiorésistance des cellules de mélanomes aux traitements anti-mélanomes via 'augmentation du
métabolisme mitochondrial oxydatif (Haq et al., 2013). La déplétion de PGC-1a ou l'inhibition de la
chaine respiratoire, dans les cellules de mélanome qui exprime fortement PGC-la, augmentent
I’efficacité des chimiothérapies anti-mélanomes via I'augmentation du niveau de ROS et de I'apoptose
(Caoetal., 2015; Haq et al., 2013; Luo et al., 2016b; Roesch et al., 2013; Vazquez et al., 2013; Yu et al.,
2015b; Zhang et al., 2016).

En conclusion, PGC-1a joue un double réle dans le mélanome en agissant a la jonction entre la survie

et la dissémination métastatique (Hoek et al., 2008).
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Figure 41 : Implications de PGC-1a dans le mélanome.
(a) Effets du niveau d’expression de PGC-1a sur le phénotype des cellules tumorales de mélanome
(b) Mécanisme de régulation de PGC-1a et ses conséquences (Adapté de (Luo et al., 2016c))

4.2. PGC-1a dans le cancer du sein

Dans le cancer du sein, il a été montré que PGC-1a stimule certains récepteurs nucléaires et facteurs
de transcription, tels que PPARa, ERRa, NRF1 et NRF2, conduisant a 'augmentation de la biogénése
mitochondriale et de ’'OXPHOS pour générer de grandes quantités d’ATP nécessaire a la croissance

tumorale (Figure 42).

Cependant, méme si la respiration mitochondriale est considérée comme la fonction biologique
principale de PGC-1q, le role crucial de PGC-1a dans d’autres voies métaboliques, notamment, la
glycolyse, la glutaminolyse, la régulation de I'oxydation des acides gras et la détoxification, a été mis

en évidence récemment dans le sein (Chen et al., 2007a; Peters et al., 2012; Vega et al., 2000).
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Dans des cellules cancéreuses mammaires, le complexe PGC-1a/ERRa module, de facon directe,
I’expression d’enzymes du métabolisme de la glutamine, qui permettent d’augmenter I'absorption de
glutamine et donc d’augmenter le flux du cycle de Krebs, par les cellules cancéreuses mammaires
(McGuirk et al., 2013). Cet axe PGC-1a/ERRa coactive I'expression de génes de la lipogenése (McGuirk
et al., 2013) (Figure 42). Donc, les métabolites intermédiaires, issus du catabolisme de la glutamine,
vont principalement s’engager dans la biosynthése de novo des acides gras. La surexpression de PGC-
la, et donc I'activation de ERRa, confére aux cellules cancéreuses mammaires des avantages de
croissance et de prolifération, méme quand les nutriments sont limités et/ou en condition d’hypoxie
(Figure 42). Ces observations sont corrélées par des données cliniques qui montrent que la
surexpression de PGC-1la et de ses genes cibles de la glutaminolyse sont associés avec un mauvais

pronostic pour les patients atteints de cancer du sein.

En plus de ses effets tumoraux intrinseques sur le métabolisme, PGC-1a est également impliqué dans
la mise en place du microenvironnement tumoral, principalement par la régulation de I'angiogeneése,
au sein des tumeurs mammaires (Klimcakova et al., 2012). PGC-1a permet la néo-vascularisation et
donc I'augmentation de nutriments disponibles pour les cellules tumorales mammaires entrainant par
conséquent la croissance tumorale. Le mécanisme par lequel PGC-1a induit I'angiogenése tumorale
n'est pas encore totalement élucidé mais semblerait passer par la régulation de VEGF (vascular

endothelial growth factor) indépendamment de HIF-1 (Arany et al., 2008; Klimcakova et al., 2012).

Dans les cancers, les métastases représentent le caractére ultime et fatal des tumeurs et impliquent
différents mécanismes telles que I’évasion de la matrice, I'intra et I'extravasation des vaisseaux et la
capacité de s’'implanter et croitre dans un microenvironnement distant du site tumoral primaire. Pour
pouvoir métastaser tout en survivant, les cellules tumorales doivent réorganiser leur fonctionnement
et doivent passer d’un état de prolifération rapide a celui de croissance lente mais tres invasive (Hoek
etal., 2008). Les voies et les besoins métaboliques permettant aux cellules tumorales de switcher entre
prolifération et migration/invasion dans le but de disséminer sont encore largement inconnus. De
facon intéressante, une étude récente suggere que PGC-la pourrait étre impliqué dans ce switch
métastatique (LeBleu et al., 2014). Cette étude a montré que les cellules tumorales mammaires
circulantes présentent une augmentation de [I'expression de PGC-la et de la biogénése
mitochondriale, se traduisant par la formation de métastases. De plus, les auteurs ont montré que
I'inhibition de PGC-1a, dans ces cellules, compromet la production d’ATP, réduit le remodelage du
cytosquelette d’actine, baisse l'intravasation et I'extravasation et diminue la survie, donc inhibent
toutes les étapes nécessaires a la formation de métastases (LeBleu et al., 2014). Les cellules
cancéreuses circulantes dépendent donc de PGC-1a pour maintenir leur activité mitochondriale durant

leur cheminement vers leurs organes cibles. Les analyses cliniques de cette étude mettent également
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en évidence que PGC-1a est enrichi dans les tumeurs mammaires de patients avec des métastases
osseuses, et illustrent également la corrélation négative entre I’'expression de PGC-1a et la survie des
patients (LeBleu et al., 2014; McGuirk et al., 2013). Méme si cette étude n’identifie pas le facteur de
transcription cible de PGC-1a dans les cellules cancéreuses circulantes, ces résultats montrent que
PGC-1a est essentiel pour la formation de métastases. Le rbéle de PGC-la dans la flexibilité
bioénergétique permettant aux cellules tumorales mammaires de métastaser a été confirmé par
I’étude d’Andrzejewski et al. et souleve également I'importance du role de PGC-1a dans la résistance

aux traitements pour ce type de cancer (Andrzejewski et al., 2017).

En effet, I'augmentation de plusieurs voies métaboliques et de la détoxification des ROS par PGC-1a
dans le cancer du sein ne confére pas que des avantages prolifératifs mais permet également une
adaptation métabolique a certaines thérapies du cancer du sein (Deblois et al., 2016). Et I'utilisation
d’antagonistes de ERRa, entrants en compétition avec ce dernier dans le but d’empécher la
reprogrammation métabolique médiée par PGC-1q, resensibilise les cellules tumorales mammaires a
ces molécules thérapeutiques (Deblois et al., 2016). Une autre étude montre que les capacités
bioénergétiques médiées par PGC-1la aident les cellules tumorales mammaires a faire face aux
molécules perturbants I’énergie cellulaire, telle que la metformine, une classe émergente de molécules
anticancéreuses (Andrzejewski et al., 2017). Au contraire, il a été montré que les cellules tumorales
mammaires surexprimant PGC-1a deviennent dépendantes au cycle des folates, indispensable a la
synthése des nucléotides et donc a la prolifération tumorale, par conséquent ces cellules sont plus

vulnérables aux antifolates, comme le méthotrexate (Audet-Walsh et al., 2016) (Figure 42).
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Figure 42 : Réles de PGC-1a dans le cancer du sein (Adapté de (Luo et al., 2016c))

4.3. PGC-1a dans le cancer du pancréas

L'oncogene c-MYC entraine une reprogrammation métabolique qui est critique pour la prolifération et
la survie des cellules tumorales. Récemment, il a été montré dans I'adénocarcinome pancréatique que
c-MYC est un régulateur direct de PGC-1a (Sancho et al., 2015) (Figure 43). En effet, c-MYC se lie sur le
promoteur de PGC-1a et inhibe la transcription de ce dernier. De ce fait, cette étude a montré que le
ratio c¢-MYC/PGC-la est un régulateur majeur du phénotype métabolique des cellules
d’adénocarcinome pancréatique (Sancho et al., 2015). En effet, une expression élevée de PGC-1a est
retrouvée dans les cellules souches cancéreuses (CSC) pancréatiques, car c-MYC n'y est pas exprimé.
De plus, dans ces CSC pancréatiques, la forte expression de PGC-1a est indispensable pour maintenir
la respiration mitochondriale, les caractéristiques de cellules souches et la tumorigénicité de ces CSC
pancréatiques. Cependant, cette surexpression de PGC-1a les rend, d’une part, plus vulnérables a la
metformine que les cellules tumorales pancréatiques différenciées et d’autre part, incapables d’activer
la glycolyse en cas de stress métabolique a cause de leur trés faible expression de c-MYC (Sancho et
al., 2015) (Figure 43). A contrario, les cellules tumorales pancréatiques différenciées expriment
fortement c-MYC et peu PGC-1a. Durant le traitement a la metformine, une résistance se met en place
et un phénotype intermédiaire émerge dans les CSC, présentant une OXPHOS réduite mais une
glycolyse augmentée, qui est la conséquence de 'augmentation du ratio c-MYC/PGC-1a. L’inhibition

de C-MYC dans ces CSC intermédiaires augmente leur sensibilité a la metformine. Ces résultats
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indiquent donc que la balance entre c-MYC et PGC-1a détermine la plasticité métabolique et la

sensibilité a la metformine des CSC pancréatiques (Sancho et al., 2015).
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Figure 43 : Réles de PGC-1a dans le cancer du pancéas
ETC : chaine respiratoire ; TCA cycle : cycle de Krebs (Adapté de (Sancho et al., 2015))

4.4. PGC-1a dans le cancer de la prostate

L'implication de PGC-1a dans le cancer de la prostate est tres récente et treés peu d’études traitent de
ce role et doivent donc étre étoffées (Shiota et al., 2010; Tennakoon et al., 2014; Torrano et al., 2016).
De ce fait, le role de PGC-1a dans le CaP semble étre similaire a celui du mélanome, c’est-a-dire des
sous populations avec une expression différente de PGC-1a : une sous population surexprimant PGC-
la étant proliférative mais peu invasive et une sous population sous exprimant PGC-1a étant trés

agressive.

En effet, Shiota et al. montrent que PGC-1a favorise la croissance tumorale d’une sous population de
cellules cancéreuses prostatiques dépendantes des androgénes, via 'activation du récepteur aux
androgenes et donc de ses génes cibles (Shiota et al., 2010). Il est bien connu que la dépendance aux

androgenes est retrouvée dans les tumeurs prostatiques primaires naives de tous traitements
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anticancéreux (cf. « L'hormonothérapie »). De ce fait, dans la tumeur prostatique primaire, PGC-1a
interagit et active AR pour remodeler le métabolisme, en augmentant la biogénéese mitochondriale et
I’oxydation du glucose et des acides gras, ce qui permet la croissance et la survie des cellules de CaP
(Shiota et al., 2010) (Figure 44a). Dans les cellules de CaP dépendantes des androgeénes, I'inhibition in
vitro de PGC-1a entraine un arrét du cycle cellulaire de ces cellules en phase G1 et supprime donc leur
croissance (Shiota et al., 2010). De plus, dans ces cellules, I'expression de PGC-1a est induite par la voie
de signalisation en réponse aux androgénes via ’AMPK (cf. « Régulation de I'activité de PGC-1a » et
Figure 44a) (Tennakoon et al., 2014). Cette régulation positive permet de maintenir I'expression de

PGC-1a et d’augmenter son influence sur le métabolisme tumoral (Tennakoon et al., 2014).

Récemment, Torrano et al., en se basant sur une analyse bio-informatique de plusieurs banques de
données du CaP, ont identifié PGC-1la comme un suppresseur de la progression tumorale et des
métastases prostatiques (Torrano et al., 2016). Cette observation a été confirmée in vivo grice a une
lignée tumorale prostatique indépendante des androgénes et surexprimant de fagon ectopique PGC-
la. En effet, I'injection de ces cellules dans un modele murin diminue la progression et la formation
de métastases du CaP (Torrano et al., 2016). Cet effet suppresseur de tumeurs de PGC-1a est di a son
interaction avec ERRa et la mise en place du programme transcriptionnel catabolique découlant de
cette interaction (Figure 44b) (Torrano et al., 2016). En effet, dans ces cellules I'axe PGC-1a/ERRa
induit un métabolisme catabolique, via 'augmentation de la f-oxydation et du cycle de Krebs, ce qui
affaiblit I'effet Warburg et entraine donc une agressivité tumorale plus faible (Figure 44b). De plus,
cette étude montre que, chez les patients, I'expression de PGC-la diminue progressivement en
fonction de I'augmentation du grade de la tumeur prostatique primaire et des métastases, mettant en

évidence la valeur pronostique de PGC-1a (Torrano et al., 2016).
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Figure 44 : Réles de PGC-1a dans le cancer de la prostate (Adapté de (Luo et al., 2016c))

4.5. PGC-1a dans les autres types de cancers

Le réle de PGC-1a commence a émerger dans d’autres types de cancers comme le cancer du célon (De
Souza-Teixeira et al., 2018; D’Errico et al., 2011; Feilchenfeldt et al., 2004; Vellinga et al., 2015), du foie
(Kumaretal., 2018; Lee et al., 2009), du rein (LaGory et al., 2015; Shin et al., 2015), et de I'ovaire (Zhang
etal., 2007). Cependant, ces études manquent de preuves et/ou montrent des résultats inverses pour

un méme cancer.

En conclusion, méme si ces récents travaux prouvent I'implication de PGC-1a dans l'initiation et la
progression tumorale, la formation des métastases et la réponse aux traitements, ils ne permettent
pas d’établir un profil cohérent et clair de PGC-1a dans la tumorigénese. En effet, on constate que, en
fonction du tissu d’origine, du stade tumoral, du microenvironnement et probablement des conditions
expérimentales, les différentes cellules tumorales présentent d’'importantes différences d’expression
et d’activité de PGC-1q, faisant que PGC-1a peut se comporter soit comme un géne suppresseur de
tumeur soit comme un oncogene. Cependant, contrairement aux oncogénes et genes suppresseurs de
tumeurs, des mutations, amplifications ou délétions sont tres rarement détectées pour PGC-1a dans
les tumeurs. Malgré le fait que PGC-1a soit capable d’interagir, en conditions physiologiques, avec une
grande variété de facteurs de transcription, les études ayant identifié les facteurs de transcription

cibles de PGC-1a dans les cellules cancéreuses sont rares. De plus, le contrdle de I’'expression de PGC-

138



1la dans les cellules cancéreuses nécessite également d’étre plus étudié. En effet, élucider ces points

pourrait aider a mieux comprendre les fonctions de PGC-1a dans le cancer.

Certaines des études présentées dans cette partie montrent que les cellules tumorales résistantes aux
chimiothérapies sont trés dépendantes des voies métaboliques induites par PGC-1a. De ce fait, cibler
ces voies pourrait resensibiliser ces cellules aux thérapies. Cependant, a I'heure actuelle, rien n’indique
que PGC-1a représente une cible efficace et tangible pour les thérapies anticancéreuses. En effet,
I’expression de PGC-1a est ubiquitaire et varie entre les différents tissus, donc I'approche classique qui
est d’inhiber ou augmenter la fonction de PGC-1a pourrait étre inefficace voire délétere. Donc mieux
caractériser les protéines interagissant avec PGC-1a, les voies de signalisations qu’il induit dans le
cancer ainsi que les mécanismes régulant son expression, pourraient fournir des cibles thérapeutiques
efficaces dans le futur pour freiner la croissance tumorale, la propagation métastatique et la résistance

aux traitements.
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Contexte scientifique et objectifs

Au début de ma thése, peu de données étaient publiées concernant le réle de PGC1-a dans le cancer.

Par conséquent le premier objectif de mes recherches était de déterminer si PGC-1a avait ou non un
role dans I'acquisition du phénotype métastatique des cellules tumorales prostatiques.
Malheureusement, peu de temps aprés avoir obtenu des résultats prometteurs sur cet objectif,
Torrano et al. ont montré que PGC-1a est bien impliqué dans la formation des métastases, ce qui

allait dans le sens de mes résultats.

Je me suis donc concentrée sur I'objectif suivant qui était d’analyser les mécanismes moléculaires et
cellulaires impliqués dans les changements métaboliques dus a la modulation de I’expression de
PGC-1a dans les cellules tumorales prostatiques. En effet, comme vu en détail dans I'introduction, les
cellules tumorales reprogramment leur métabolisme pour leur permettre de croitre et proliférer.
Cependant si le métabolisme des tumeurs primaires est a I’heure actuelle plutét bien étudié, celui
participant a la formation des métastases I'est beaucoup moins. De ce fait, cet objectif avait pour but
de mettre en évidence les voies métaboliques dérégulées entre des cellules tumorales prostatiques
peu agressives et d’autres plus agressives par une approche de métabolomique. Puis de valider les

résultats obtenus in vitro, in vivo et dans des collections de tumeurs prostatiques humaines.

Le dernier objectif était de mettre en évidence d’un point de vue moléculaire comment PGC-1a met
en place les changements métaboliques identifiés durant I’objectif précedent. Dans le but, de mieux

comprendre et d’identifier de potentielles cibles thérapeutiques.

Les résultats de ces travaux de these ont été soumis a Cancer Research et sont actuellement en cours

de révisions.
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RESULTATS



Résumé et publication

Le cancer de la prostate est la troisieme cause de décés par cancer chez ’lhomme, principalement a
cause des formes avancées de la maladie qui forment des métastases. La reprogrammation et la
plasticité du métabolisme cellulaire sont considérées comme des caractéristiques des cellules
tumorales et une conséquence de leur adaptation a un microenvironnement hostile. Ces adaptations
métaboliques sont également impliquées dans |'agressivité des cancers. Cependant, dans le cancer de
la prostate, les voies métaboliques impliquées dans la formation des métastases sont, a I’heure
actuelle, peu connues. Nous avons étudié le réle d’un des principaux régulateurs du métabolisme
cellulaire : le coactivateur transcriptionnel PGC-1a. PGC-1la controle, entre autres, la biogénése
mitochondriale, la phosphorylation oxydative et I'oxydation des acides gras. De plus, il a été montré
que la diminution de I'expression de PGC-1a est associée a un mauvais pronostique chez les patients
atteints d’adénocarcinomes prostatiques. Dans ce contexte, nous avons étudié le role de PGC-1a sur

le métabolisme et I'agressivité des cellules cancéreuses de prostate.

Pour cela, nous avons établi des lignées cellulaires cancéreuses de prostate (LNCaP et DU145)
exprimant de fagon stable un shRNA PGC-1a. La diminution de I'expression de PGC-1a augmente les
trois caractéristiques fondamentales de I'agressivité : la prolifération, la migration et I'invasion. Afin
de déterminer les modifications métaboliques impliquées dans ce phénotype, nous avons réalisé des
expériences de métabolomiques en comparant les cellules controles (shCT) aux cellules shPGC-1a.
Nous avons montré que la diminution de PGC-1a augmente significativement la biosynthése des
polyamines. Les polyamines sont impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires, en particulier
la prolifération et la migration cellulaire. Ainsi, nous avons inhibé la synthése des polyamines avec le
DFMO, I'inhibiteur de I’enzyme limitante de la voie : I'ornithine décarboxylase (ODC), ou bien des siRNA
dirigés contre ODC. Nous avons montré que les effets pro-migratoires et pro-invasifs dus a
I'invalidation de PGC-1a sont bloqués par le DFMO et les siRNA ODC. De fagon intéressante, I'ajout de
polyamines exogénes restaure partiellement I'agressivité des cellules. En accord avec ces résultats
nous montrons que ODC est surexprimée quand PGC-1a est diminué et que I'expression de ODC est
régulée positivement par I'oncogéne c-MYC. En s’intéressant plus a cet oncogéne, nous avons observé
gue son niveau d’expression augmente dans les cellules invalidées pour PGC-1a et que I'inhibition de
c-MYC bloque les effets pro-migratoires et pro-invasifs dus a l'invalidation de PGC-1a. Donc c-MYC
participe au phénotype agressif lié a I'augmentation de la voie de biosynthése des polyamines. Ces
résultats in vitro ont été confirmés in vivo par I'analyse des micro-métastases, ils démontrent que les

cellules shPGC-1a forment plus de métastases et le traitement par le DFMO inhibe la formation de
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micro-métastases. Finalement, les données cliniques démontrent que I'expression de PGC-1a est
diminuée chez des patients atteints de cancer de la prostate, et cette diminution est corrélée avec une

augmentation de c-MYC et ODC.

En conclusion nous démontrons que PGC-1a régule un programme onco-métabolique impliquant le
proto-oncogéne c-MYC et la biosynthése des polyamines ; ces modifications sont directement

responsables de 'agressivité du cancer de la prostate.
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ABSTRACT

Tumorigenesis is dependent on the reprogramming of cellular metabolism, however, the
metabolic pathways engaged in the formation of metastasis remain largely unknown. The
transcriptional co-activator peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alpha (PGC-1a) plays a pleiotropic role in the control of cancer cell metabolism and has been
associated with a good prognosis in prostate cancer (PCa). Here, we show that PGC-1a
represses the migrative and invasive properties of PCa cells through the modulation of the
polyamine biosynthesis pathway. Mechanistically, PGC-1a inhibits the expression of c-MYC
and ornithine decarboxylase 1 (ODC1), the rate limiting enzyme for polyamine synthesis.
Analysis of in vivo metastasis assays and clinical data from prostate cancer patients supports
the proposition that the polyamine biosynthesis pathway and the PGC-1a/c-MYC/ODC1 axis

are major regulators of prostate cancer aggressiveness.



INTRODUCTION

Metabolic reprogramming is a hallmark of cancer cells and a consequence of adaptation to a
hostile micro-environment with decreased oxygen concentration and nutrients (glucose and
glutamine) (1). These metabolic changes are required for rapid proliferation and invasion and
are well characterized for cancer cells from primary tumors but poorly described for
metastatic cancer cells. Recent advances in the understanding of cancer cell metabolism has
allowed for the emergence of new therapeutic approaches that specifically target these
adaptations. For example, in cancer cells that rely on oxidative phosphorylation, we have
shown that interfering with the mitochondrial respiration could exhibit repression of tumor

growth, cancer cell proliferation and the formation of metastasis (2-4).

One of the main regulators of cellular metabolism is the transcriptional co-activator PGC-
1o (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha). PGC-1a controls
mitochondrial biogenesis, oxidative phosphorylation and fatty acid oxidation (5). Recently,
PGC-1a has been shown to facilitate mitochondrial biogenesis in invasive breast cancer cells
and to increase their metastatic potential (6). In contrast, overexpression of PGC-la
decreased the formation of metastasis in melanoma and prostate, and was associated with
poor prognosis and the formation of metastasis in melanoma and prostate cancer (PCa) (7, 8).
However, the metabolic and molecular modifications driving the aggressiveness of PCa cells

remain poorly understood.

Oncogenes and tumor suppressors regulate metabolic adaptations of cancer cells. Several
studies have demonstrated that the MYC gene copy number is upregulated by 30% in human
PCa (9, 10). Furthermore, transgenic mice overexpressing c-MYC in the prostate developed

prostatic intraepithelial neoplasia followed by invasive adenocarcinoma, demonstrating that



c-MYC drives tumorigenesis in the prostate (11). Expression of the proto-oncogene c-MYC
increases glycolysis and glutaminolysis (12, 13), by controlling the expression of genes
involved in glucose and glutamine metabolism as well as other metabolic pathways, such as
polyamine via the ornithine decarboxylase 1 (ODC1), the rate limiting enzyme of polyamine

biosynthesis (14).

In this study, we demonstrate that PGC-1a is the regulator of a c-MYC-driven onco-metabolic
pathway that promotes PCa aggressiveness through the polyamine pathway. The unravelling
of this metabolic circuit represents a new therapeutic target in PCa that may help to curb the

advanced form of the disease.



MATERIALS AND METHODS

Cell culture

PC3, DU145 and LNCaP cells were purchased from the American Type Culture Collection
(ATCC). All cells used in this study were within 20 passages after thawing. PC3 and DU145 cells
were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco). LNCaP cells were
cultured in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium (Gibco). Cell media were
supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco) and 1% penicillin/streptomycin
(respectively 100 U/mL and 100 pg/mL, Gibco) and incubated at 37°C and 5% CO,. DU145 and
LNCaP cells were infected with lentiviral constructs at different MOI (multiplicity of infection;
2, 5 and 10) in the presence of 8 ug/mL hexadimethrine bromide (Sigma). These cells were
infected with a pLKO.1 non-target control (NTC) short hairpin RNA (Sigma Mission, shRNA) or
individually with five different pLKO.1 Mission shRNA targeting PGC-1a. (Sigma) to generate
cells lines with stable PGC-1a knockdown. After 24 h of infection, the stably shRNA-expressing
cells were selected with 1 pg/mL puromycin (Sigma) for 7 days and maintained in the culture
medium with 0.5 pg/mL puromycin. Efficiency of PGC-1a knockdown was determined by qRT-
PCR and immunoblots and one stably shRNA-expressing cell with the best knockdown of PGC-

1o, was selected for each cell line and used for all the experiments.

Lipofectamine RNAIMAX was used for transfection of siRNAs according to the manufacturer’s
instructions (Invitrogen). Transfections of human prostate cell lines were performed using
siRNA pools consisting of four siRNA oligos specifically targeting four different sites of the
target mRNAs (On Target Plus; Dharmacon). The purpose of the siRNA pools is to use less of
each oligo to minimize any off-target effects. The siRNA sequences are: SMARTpool: ON-

TARGETplus PPARGC1A siRNA: L-005111, SMARTpool: ON-TARGETplus MYC siRNA: L-003282,



SMARTpool: ON-TARGETplus ESRRA siRNA: L-003403, siGENOME Non-Targeting siRNA Pool
#1: D-001206-13. Briefly, cells were seeded at 70%-80% confluence in six-well plates overnight
before transfection, and then transfected with 15 nM siRNA sequences or with a nonspecific
siRNA using Lipofectamine RNAIMAX. siRNA and Lipofectamine RNAIMAX reagent were
diluted in Opti-MEM (Gibco), and the contents were mixed gently. The mixtures were
incubated for 10—-20 min at room temperature. The incubated mixtures of siRNA and

RNAIMAX were added to cells and incubated for 48-72 h.

Lipofectamine 2000 reagent was used for transfections of plasmids according to the
manufacturer’s instructions (Invitrogen). All the plasmids were purchased from Addgene:
pAdTrack Flag-HA-PGC-1 alpha and an empty vector as control pAdTrack-CMV. For plasmid
transfection, cells were seeded to be 70-90% confluent at the time of transfection. Plasmids
and Lipofectamine 2000 reagent were diluted in Opti-MEM (Gibco). The diluted plasmids were
mixed with Lipofectamine 2000 and incubated for 5 min at room temperature. For transient
transfection, the transfected cells were collected after 24—48 h for experiments. For the stable
PC3 cell line generation overexpressing PGC-1a, cells were selected, after transfection, with
500 pg/mL G418 for 30 days and maintained in the culture medium with 100 pg/mL G418.

Efficiency of PGC-1a. overexpression was determined by qRT-PCR and immunoblots.

Patient-derived prostate organoids

Patient-derived prostate organoids cultures were generated and maintained as described
previously (Gao et al., 2014; Drost J 2016). Briefly, human prostate tumor tissue was dissected
and enzymatically digested with collagenase type Il and TrypLE (GIBCO). Cells were embedded
in growth factor reduced Matrigel (Corning) to a 1:5 ratio and overlaid with ADMEM/F12

medium supplemented with B27 (Life Technologies), 10 mM HEPES (Life Technologies),



Glutamax (Life Technologies), Penicillin/Streptomycin (Life Technologies), Primocin
(Invivogen) and the following growth factors: EGF (Peprotech), FGF2 (Peprotech), FGF10
(Peprotech), Prostaglandin E2 (Tocris), R-spondinl and Noggin-conditioned medium and the
TGF-B/Alk inhibitor A83-01 500 nM (Santa-Cruz), Rock Inhibitor (Selleck Chemical) 10uM, n-
acetylcysteine (N-AC) (Sigma-Aldrich) 1.25 mM and Dihydrotestosterone (DHT; Sigma-Aldrich)
was added at 1 nM. Organoids were isolated and transfected with siRNA. Next, organoids were

included in a collagen | (Corning) matrix and images of invasion were obtained 48 h later.

Steady state metabolomics

To determine the relative levels of intracellular metabolites, extracts were prepared and
analyzed by LC/MS/MS. Quadruplicate 10-cm plates (¥80% confluent) were incubated in
serum-free medium for 15 h. Metabolites were extracted on dry ice with 4 mL 80% methanol
(-80°C), as described previously (15). Insoluble material was pelleted by centrifugation at 3000
g for 5 min, followed by two subsequent extractions of the insoluble pellet with 0.5 mL 80%
methanol, with centrifugation at 16000 g for 5 min at 4°C. The 5 mL metabolite extract from
the pooled supernatants was dried down under nitrogen gas using an N-EVAP (Organomation
Associates, Inc). Dried pellets were resuspended using 20 uL HPLC grade water for mass
spectrometry. A 7 uL sample was injected and analyzed using a 5500 QTRAP triple quadrupole
mass spectrometer (AB/SCIEX) coupled to a Prominence UFLC HPLC system (Shimadzu) via
selected reaction monitoring (SRM) of a total of 300 endogenous water soluble metabolites
for steady-state analyses of samples (16). The normalized areas were used as variables for the
univariate statistical data analysis. All univariate analyses and modeling on the normalized

data were carried out using Metaboanalyst 4.0 (http://www.metaboanalyst.ca). Univariate



statistical differences of the metabolites between two groups were analyzed using two-tailed

Student’s t-test.

Immunoblot assays

Cell lines were lysed in RIPA buffer (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1%, Na Deoxycholate
0.5%, NaF 5 mM, NaPY 2.5 mM, NP40 1%, EDTA 10 mM) containing a protease-inhibitor
cocktail (Mini-complete, EDTA-free, Roche). Samples were heat denatured with 1X Laemmli
buffer. Twenty to fifty micrograms of protein were loaded per well for the 10% sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). After electrophoresis, proteins were
transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (Millipore). Membranes were
blocked for 1 hiin 2% BSA in Tris-buffered saline and 0.1% Tween20 and were probed overnight
at 4 °C with primary antibodies. After washing, blots were probed for 1 h at room temperature
with secondary anti-mouse or anti-rabbit immunoglobulin G (IgG) antibodies conjugated to
horseradish peroxidase. Immunoreactive bands were visualized by exposing membranes to
luminescent signals generated after incubating the membrane with ECL (Millipore) using
Syngene PXi. Imagel) software was used to quantify band intensity and the ratios of proteins

of interest were normalized to a loading control.

Reagents and antibodies

a-difluoromethylornithine (DFMO) was purchased from Toronto Research. Putrescine,
spermine and BPTES were bought from Sigma. The c-Myc inhibitors: JQ1, 10058-F4, antibodies
for PGC-1a (sc-13067, 1:1000), c-Myc (sc-40, 1:1000), HSP90 (sc-13119, 1:10000) and ERK2
(sc-1647, 1:10000) were purchased from Santa Cruz. ERRa (C15410230, 1:1000) was
purchased from Diagenode. ODC1 (01136, 1:100) and anti-a-Tubulin (T6199, 1:10000) were

purchased from Sigma. HRP-conjugated AffiniPure donkey anti-mouse IgG (H+L) (715-035-



150, 1:5000) and HRP-conjugated AffiniPure donkey anti-mouse IgG (H+L) (711-035-152,

1:5000) were purchased from Jackson ImmunoResearch Laboratories.

RNA isolation and RT-PCR

Total RNA from cells was extracted using TRIzol reagent according to the manufacturer’s
instructions (Invitrogen). The quantity and the quality of the isolated RNA were determined
using a NanoDrop™ One Spectrophotometer (Thermo Scientific). One microgram of total RNA
was reverse transcribed into first strand cDNA using the reverse transcription system
(Promega). Real-time quantitative PCR was performed using Fast SYBR Green master mix
(Applied Biosystems) on a StepOnePlus System (Applied Biosystems). The gene-specific primer
sets were used at a final concentration of 1 uM in a 10 pL final volume. RPLPO mRNA level was
used as an endogenous control to normalize relative expression values of each target gene.
The relative expression was calculated by the comparative Ct method. All real-time RT-PCR
assays were performed in triplicate with three independent experiments. For RNA isolation
and RT-PCR from paraffin-embedded prostate tumor tissues, total RNA was extracted with
PureLink™ FFPE RNA Isolation Kit according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen).
For each RNA purification, 6 pieces of 10 um thick sections of paraffin-embedded prostate
tissues, with a tissue surface area of 0.5-1 cm?, were used. For each patient a sample of both
normal prostate and tumor tissue were collected. Briefly, the main steps were: first,
deparaffinization in melting buffer at 72°C for 10 min. Then, the tissue was separated from
the melted paraffin by centrifugation and digested at 60°C with Proteinase K for 3h. The tissue
lysate was further processed by selective binding of RNA to a silica-based membrane in the
spin cartridge. Impurities were removed by thorough washing with wash buffer. Total RNA

was eluted in RNase-Free Water and the quality and quantity of the purified RNA were



determined with a NanoDrop One Spectrophotometer (Thermo Scientific). One microgram of
total RNA was reverse transcribed into first strand cDNA using Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit (K1671) according to the manufacturer’s instructions (Thermo Scientific). Real-
time quantitative PCR was performed with TagMan Fast Universal Master Mix (Applied
Biosystems) using the ABI PRISM 7500/Step-One Fast Real Time PCR System following the
manufacturer’s protocols (Applied Biosystems). TagMan gene expression assays purchased
from Applied Biosystems: PPARGC1 (Hs01016719 _m1), MYC (Hs00153408 m1), ODC1
(Hs00159739 _m1) and AMACR (Hs00204885 m1). Gene expression values were normalized
to the value of the housekeeping gene 18S (Hs99999901 s1) and calculated on the basis of

the comparative cycle threshold Ct method (AACt).

Migration and invasion assays in Boyden chambers.

Migration and invasion assays were performed using cell culture inserts with 8.0 um pore
transparent PET membrane coated with 10 pg/mL fibronectin. For invasion experiments, the
inserts were coated with 25 pg/uL of Matrigel and incubated for 3h at 37°Cin a CO; incubator,
while for the migration assay, transwells were left uncoated. Briefly, overnight serum-starved
cells (12x10* cells) were seeded into the top chamber in medium without FBS, while medium
with 10% FBS was present in the bottom chamber. The cells were incubated for 3-6 h or 24 h
for migration and invasion, respectively. The media and remaining cells were removed from
the top chamber with a cotton swab and washed 2 times with PBS. The bottom chamber was
aspirated and washed 2 times with PBS. The inserts were fixed with 4% PFA and incubated
with a DAPI solution (2 mg/mL) to label cell nuclei. Cell migration and invasion were

determined by counting all cells on the total areas at the lower surface of the membrane with

10



a Nikon A1/ A1R Confocal Laser Microscope System. Nuclei were counted and analyzed using

Image J software and normalized to area.

Animal experiments

To conduct pulmonary extravasation assays, 1x10® DU145, LNCaP or PC3 cells were labeled
for 1h with 15 uM CellTracker Green and injected via the tail vein of 6 week-old nude mice.
After 24h, mice were sacrificed, and the lungs were harvested, fixed with 4% PFA, stained with
DAPI and analyzed with a Nikon A1 / A1R Confocal Laser Microscope System. Two mice per
group were sacrificed after 30 min to confirm that an equal number of cells reached the lung.
Quantification of the lung micrometastasis were performed as follows with Image J. First, the
user sets a large threshold based on the DAPI labeling, and the macro measures the tissue
area. This value is used at the end of the analysis to normalize cell numbers relative to the
imaged tissue area. Secondly, the number of positive cells is counted using the Find Maxima
function. This function searches for the local maximum of intensity in a defined area. We
adapted this area size depending on the noise in the image, which was different depending on

the phenotype.

Bioinformatic analysis

The Cancer Genome Atlas (TCGA) data for Prostate Adenovarcinoma (PRAD) were

downloaded from the TCGA data portal (https://portal.gdc.cancer.gov). RNA-seq data were

normalized using the Bioconductor package DESeq2. Expression levels of the following genes
were evaluated in these patient datasets: PPARGC1A (PGCla), MYC (c-MYC), AMACR and
ODC1. We compared the expression levels of each individual gene in primary tumors and in a

reference population (patients without prostate tumors or metastasis). For TCGA data, we
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compared the PPARGC1A gene expression levels in tumor samples, distinguished by the

Gleason grade. P-values were calculated by the Wilcoxon rank sum test.
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RESULTS

PGC-1a inhibits polyamine synthesis and aggressiveness in PCa cells.

To investigate the impact of PGC-1a on prostate cancer cell metabolism, we used unbiased
metabolomic profiling in the human PCa cell line, DU145, stably transfected with control or
PGC-1a shRNAs (Supplementary Fig. S1A). Of the 262 small metabolites identified by liquid-
chromatography (LC) tandem mass spectrometry (MS/MS), the steady state levels of 32
metabolites were significantly altered in the PGC-l1a knock-down cells relative to cells
transfected with control shRNA (p<0.02). Eventually, we found 12 metabolites that were
significantly upregulated upon PGC-1a silencing, among them, spermine and putrescine, two
metabolites that are representative of the polyamine pathway (Fig. 1A,B,C), were among the
most up-regulated with a VIP (Variable Importance in Projection) score above 1.85
(Supplementary Fig. S1B). This result demonstrates that the increase in polyamine synthesis

is one of the major metabolic alterations induced by the downregulation of PGC-1a.

To determine if this metabolic change is associated with an aggressive phenotype, we
performed migration and invasion assays with two less aggressive PCa cell lines, DU145 and
LNCaP, which were stably expressing PGC-1a. shRNA (Supplementary Fig. S1A). The same
assays were also performed in PC3, the most aggressive PCa cells, overexpressing the PGC-1a
metabolic regulator (Supplementary Fig. S1C). The decrease of PGC-1a expression significantly
increased the migration and the invasion of the LNCaP and DU145 shPGC-1a cell lines (Fig.
1D,E) while the overexpression of PGC-1a. inhibited the aggressive phenotype of the PC3 cells

(Supplementary Fig. S1D).

To exclude any potential off-target effects of the shRNA, we transfected parental LNCaP and

DU145 cells with a pool of siRNA targeting PGC-1a (Supplementary Fig. S1E). As with the

13



shPGC-1a cells, the siRNA knockdown of PGC-la increased the migration of the cells
(Supplementary Fig. S1F). To further validate the role of PGC-1a, we restored its expression in
LNCaP and DU145 shPGC-1a cells using a cDNA encoding for a HA-tagged mouse PGC-1a. (HA-
mPGC-1a) (Supplementary Fig. S1G). The over-expression of PGC-1a. hampered the migration
and the invasion of the shPGC-1a cell lines, but it also significantly decreased the aggressive
phenotype of the control shRNA cells (Fig. 1F,G). Finally, we took advantage of a patient-
derived prostate cancer organoid model to monitor the effects of PGC-la on cell
aggressiveness. The siRNA-induced decrease of PGC-1a increased the migration of cells
outside the organoids (Fig. 1H,I; Supplementary Fig. S1H). Thus, our results demonstrate that
PGC-1a inhibits PCa cell migration and invasion in a 2D and 3D cell model. Interestingly, this
phenotype is associated with a clear metabolic signature: the inhibition of polyamine

synthesis.

PGC-1a inhibits ODC1 expression via the downregulation of c-MYC.

The rate-limiting enzyme of polyamine synthesis is the ornithine decarboxylase 1 (ODC1). We
found, in accordance with the upregulation of polyamine synthesis, that the expression of
ODC1 mRNA and protein was significantly increased in shPGC-1a cells (Fig. 2A; Supplementary
Fig. S2A). To validate that PGC-1a inhibits the expression of ODC1, we over-expressed PGC-

lain shPGC-1a cells and found that it hampered the expression of ODC1 (Fig. 2A).

ODC1 is one of the first metabolic genes shown to be transcriptionally regulated by the proto-
oncogene c-MYC (17), and c-MYC increases polyamine synthesis (18). Thus, we monitored the
expression of c-MYC in shPGC-1a cells. We showed that c-MYC mRNA and protein are
significantly increased in shPGC-1a cells (Fig. 2B;Supplementary Fig. S2B) suggesting, that like
ODC1, PGC-1a represses c-MYC expression. In accordance with this result we found a

14



decrease in the expression of c-MYC mRNA and protein in PC3 cells overexpressing PGC-1a
(Supplementary Fig. S2C). To validate that c-MYC upregulates ODC1 expression, we silenced
c-MYC with siRNA in shPGC-1a cells and found that the downregulation of c-MYC abrogates

the expression of ODC1 (Fig. 2C).

We subsequently studied how PGC-1a regulates c-MYC expression. We took advantage of
transcriptomic analyses showing that PGC-1a regulates the Estrogen-Related Receptor Alpha
(ERRa) transcriptional program in PCa cells (8). To determine if ERRa is involved in the
regulation of c-MYC expression by PGC-1a, we undertook a silencing approach with a pool of
ERRa-targeting siRNA. The silencing of ERRa had no effect on c-MYC expression in shCT cells
but it inhibited the expression of c-MYC induced by the knock-down of PGC-1a in LNCaP and
DU145 (Fig. 2D). This result shows that PGC-1a inhibits c-MYC expression through an ERRa-
dependent mechanism. Altogether, our data provide a molecular mechanism by which PGC-

la represses a c-MYC/ODC1 axis.

The PGC-10/c-MYC/ODC1 axis controls the aggressive phenotype of PCa cells via polyamine

synthesis.

To determine the contributing role of c-MYC in the aggressive phenotype of the shPGC-1a
cells, we inhibited c-MYC with siRNA or the 10058-F4 compound (a specific chemical inhibitor
of c-MYC) and performed a migration and invasion assay. Under both conditions, the inhibition
of c-MYC abolished the pro-migrative and pro-invasive effects of the shPGC-1a. PCa cells (Fig.
3A,B,C,D; SupplementaryFig. S3A). This result demonstrates that c-MYC mediates the effects

of PGC-1a. on PCa cell aggressiveness.
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To establish if polyamine synthesis is the metabolic pathway implicated in the aggressive
phenotype of shPGC-1a cells, we treated cells with oa-difluoromethylornithine (DFMO) a
specific and well-characterized inhibitor of ODC1 (19). DFMO did not inhibit the migration and
the invasion of the control cells but it hampered the aggressive phenotype of the shPGC-1a.
cells (Fig. 3E,F). The contribution of polyamine synthesis to the aggressiveness of shPGC-1a
cells was validated by the addition of exogenous putrescine for 24h in the culture media after
the DFMO treatment. The addition of putrescine did not affect the migration and the invasion
of control cells, but partially restored the aggressiveness of the shPGC-1a cell lines (Fig. 3E,F).
Similarly, we demonstrated that the siRNA silencing of ODC1 inhibited cell migration and
invasion in LNCaP and DU145 shPGC-1a., but that the addition of putrescine partially restored
the aggressiveness of cancer cells (Supplementary Fig. S3B,C,D). All together, these results
support the conclusion that the downregulation of PGC-la reprograms cancer cell

metabolism toward polyamine synthesis to promote an aggressive phenotype.

PGC-1a suppresses the formation of metastasis through the downregulation of polyamine

synthesis.

To establish the role of PGC-1a in the formation of metastasis in vivo, we performed an
extravasation experiment in mice. DU145 and LNCaP shPGC-1a cells and their respective shCt
control cells, treated or not treated with DFMO, were injected into the caudal vein of 6-week-
old male athymic nude mice. After twenty-four hours, to allow for the formation of
micrometastasis, we analyzed the ability of cells to extravasate through the pulmonary
parenchyma and quantified the micrometastasis formation. The downregulation of PGC-1a
significantly increased the metastatic potential of DU145 and LNCaP cells (Fig. 4A,B;

Supplementary Fig. S4). The treatment with DFMO did not affect the aggressiveness of the
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shCT cells, but it significantly hampered the invasive properties of the shPGC-1a cells. To
validate the anti-metastatic activity of PGC-1a and the implication of polyamine synthesis, we
tested the aggressiveness of PC3 cells overexpressing PGC-1a that were treated or not treated
with putrescine. The expression of PGC-1a strongly inhibited the formation of metastasis in
the lungs and the treatment with exogenous putrescine restored the ability to form

metastases (Fig. 4C).

Taken together, our data demonstrate that polyamine biosynthesis drives the pro-metastatic

activity of PCa cells with reduced PGC-1a levels.

The downregulation of PGC-1a is associated with increased c-MYC and ODC1 in human

tumor biopsies

To determine if the PGC-10,/c-MYC/ODC1 axis has a clinical relevance, we analyzed mRNA
expression of these genes in normal and tumor matched tissues from 73 patients with
advanced PCa (Table 1). We extracted mRNA from paraffin embedded tissues and performed
a RT-qPCR analysis on paired tumor and normal adjacent tissue. The expression of AMACR (a
well characterized biomarker of PCa), PGC-1a, c-MYC and ODC1 are presented in Fig. 5A. As
expected, the expression of AMACR was significantly higher in tumors compared to the
healthy gland. Importantly, we found that the expression of PGC-1ao mRNA was significantly
lower in tumors compared to the adjacent normal tissue and in the same tumor tissue, the

expression of c-MYC and ODC1 was increased.

Based on the TCGA-PRAD database, we constructed a heatmap to visualize the coexpression
pattern of the PGC-10/c-MYC/ODC1 axis genes in normal and tumoral tissues with increasing
Gleason grades. PGC-1a. expression is high in normal tissues and gradually decreases with

elevated Gleason scores. In contrast, the expression of ODC1 and c-MYCis low in normal tissue
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and increased with Gleason grade (Fig. 5B). To confirm this observation, we performed a
correlative analysis using the same database. We observed a weak but significant correlation
between PGC-1aand ODC1 expression as well as PGC-1a.and c-MYC in PCa tumors and normal
tissue with r=0.30 (p=2.9x10%) and r= 0.24 (p= 6.48x107°), respectively (Fig. 5C,D). Taken
together, our data demonstrate that the low expression of PGC-1a. is associated with high
expression of c-MYC and ODC1 in patients. It provides evidence that the PGC-1a/c-MYC/ODC1
axis defines a gene signature that may have a prognostic value and may also be the target of

future PCa therapies.
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DISCUSSION

We demonstrate here that the transcriptional co-activator, PGC-1a., is the master regulator of
an onco-metabolic program regulating prostate cancer cell aggressiveness. The
downregulation of PGC-1a makes PCa cells dependent on the polyamine pathway to promote
metastasis. Indeed, the decrease of PGC-1a induces the upregulation of c-MYC and ODC1, the
rate-limiting enzyme of polyamine synthesis. Both the bioinformatic analysis of a PCa dataset
and our results on human biopsies demonstrate that low expression of PGC-1a. correlates with
higher levels of c-MYC and ODC1 in tumors. Thus, our results highlight the importance of the

PGC-10/c-MYC/ODC1 axis as a potential diagnostic marker of PCa aggressiveness.

In accordance with our results, recent studies have demonstrated that the downregulation of
PGC-1la promotes cancer cell aggressiveness and metastasis in PCa, melanoma and
hepatocarcinoma (7, 8, 20). However, the role of PGC-1a is different in breast cancer, where
the expression of PGC-1a. promotes breast cancer metastasis (21) and circulating (metastatic)
breast cancer cells express high levels of PGC-1a (6). The elevated expression of PGC-1la
correlates with increased mitochondrial respiration and glucose consumption as well as
greater fuel flexibility in breast cancer cells. In PCa cells, we demonstrate that the knockdown
of PGC-1a increases glutamine and glucose metabolism (data not shown) as well as polyamine

synthesis.

The importance of polyamines in PCa proliferation is well established (22, 23). It was recently
demonstrated that this pathway drives PCa aggressiveness through the activation of the pro-
oncogenic complex mTORC1. mTORC1 controls the stability of S-adenosylmethionine
decarboxylase 1 (AMD1), the enzyme that regulates the production of decarboxylated S-

adenosylmethionine (dcSAM), a substrate for polyamine synthesis (24). In our study, the
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silencing of PGC-1a did not affect mTORC1 activity nor AMD1 expression (data not shown),
thus, we have characterized a new regulatory pathway orchestrated by PGC-1a, which drives

PCa cancer aggressiveness through polyamine synthesis.

Targeting polyamine synthesis may be interesting for cancer therapy. Many studies have
shown that DFMO (the inhibitor of ODC1) inhibits the proliferation and the aggressiveness of
gastric, prostate, nonmelanoma skin cancer and neuroblastoma cell lines. DFMO is also an
inhibitor of tumor growth in animal models, where it reduced pancreatic intraepithelial
neoplasm by 40% (25). Similarly, addition of DFMO in drinking water decreased significantly
tumor growth in TRAMP mice, a transgenic model of PCa (23). Preclinical evidence strongly
supports the use of DFMO in cancer therapy and many clinical trials have already been
performed, while others are ongoing for the treatment of different cancers such as gliomas,
prostate and gastric cancer (26). So far, the results of these clinical trials have shown moderate
effects (27-29). Even though DFMO very efficiently inhibits polyamine synthesis in patients
(30), dietary sources of polyamines compensate for the inhibitory effects of DFMO on
endogenous polyamine synthesis. Thus, strategies combining a low polyamine diet and DFMO

may be potentially interesting.

We found that PGC-1a knockdown led to the increase of c-MYC expression in PCa cells and,
conversely, that the over-expression of PGC-1o. decreases c-MYC protein levels. The c-
MYC/PGC-1a balance has been shown to control not only the metabolic phenotype of
pancreatic cancer stem cells (CSC), but also their sensitivity to metabolic drugs targeting the
mitochondria, such as metformin. Low expression of c-MYC allows high expression of PGC-1a
resulting in higher bioenergetic capacities in CSC (31). Here, we found that low expression of

PGC-1a allows for high expression of c-MYC in PCa cells, thus triggering the increase of
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polyamine synthesis and making PCa more aggressive. The link between c-MYC and polyamine
synthesis is not new since ODC1 expression is known to be regulated by c-MYC, and
glutaminolysis has been shown to be directly linked to polyamine synthesis in a c-MYC-
dependent manner during T lymphocyte activation (32). Our findings demonstrate that PGC-
la regulates a pathway integrating c-MYC and ODC1. Mechanistically, we also show that PGC-
1o and ERRal act together to regulate c-MYC expression. When PGC-1a. is downregulated,
ERRa is required for the increase of c-MYC. These results are in agreement with recent studies
demonstrating that ERRa is involved in PCa progression and the formation of bone metastasis

(33, 34).

In summary, our study reinforces the central role of the polyamine pathway in PCa
progression, but it also reveals a link between PGC-1a and an onco-metabolic pathway. Our
findings not only describe new signatures of cancer progression but also provide tools to

identify new therapeutic options.
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Table 1: Characteristics of the 73 patients with advanced PCa

n (%)
Patients 73
Age (yo)
median 67 [51-81]
mean 66.3
PSA (ng/ml)
median 8 [3.2-39]
mean 11.5
Tumor stage
pT2a 4(5.4)
pT2b 1(1.4)
pT2c 33(44.6)
pT3a 28(37.8)
pT3b 8(10.8)
Final Gleason
Gleason 6 4 (5.5)
Gleason 7 53 (72.6)
Gleason > 8 16 (21.9)
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Figure 1: PGC1-a silencing results in cellular polyamine build-up and increased cell migration

and invasion. A, Steady-state metabolite profile from DU145 cells transfected with PGC1-

targeting (shPGC1l-a) or control shRNA (shCT).
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independent samples per condition were profiled by LC/MS/MS, and those significantly
altered in PGC1-a knockdown cells, relative to control cells, are shown as row-normalized heat
maps ranked according to fold change Logz(shPGC1-a,/shCT). B, Normalized peak area of
putrescine and spermine in DU145 shCT and shPGC-1 cancer cell line, p<0.02. C, Schematic
representation of the polyamine biosynthesis pathway (ODC1: Ornithine Decarboxylase 1). D,
Migration assay of LNCaP (orange) and DU145 (blue) shCT and shPGC-1a cell lines. E, Invasion
assays of LNCaP (orange) and DU145 (blue) in shCT and shPGC-1a cell lines after the
restoration of PGC-1a expression. F, Migration assay of LNCaP (orange) and DU145 (blue) in
shCT and shPGC-1a cell lines after the restoration of PGC-1a. expression. G, Invasion assay of
LNCaP (orange) and DU145 (blue) in shCT and shPGC-1a cell lines after the restoration of PGC-
la expression. H, Representative image of patient-derived prostate cancer organoid
transfected with siCT or siPGC-1a. I, Quantification of the invasion area of the patient-derived
prostate cancer organoid in the matrigel. Experiments were performed independently at least
three times. Data are shown as mean +/- S.E.M. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. P values are

calculated by Student’s t-test.
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Figure 3: The PGC-1a/c-MYC/ODC1 axis controls the aggressive phenotype in PCa cells via
polyamine synthesis. A, Migration assay in DU145 shPGC-1a cells transfected with sic-MYC.
B, Invasion assay in DU145 shPGC-1a cells transfected with sic-MYC. C, Migration assay in

DU145 shPGC-1a. cells treated with the c-MYC inhibitor, 10054-F4. D, Invasion assay in DU145
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shPGC-1a cells treated with the c-MYC inhibitor, 10054-F4. E, Migration assay in LNCaP
(orange) and DU145 (blue) shPGC-1a cells treated with DFMO and Putrescine. F, Invasion
assay in LNCaP (orange) and DU145 (blue) shPGC-1a. cells treated with DFMO and Putrescine.
Data are shown as mean +/- S.E.M. ***P<0.001. P values are calculated by Student’s t-test.

The graphs in panels A,B,C,D and F are the mean of two independent experiments.
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expression of c-MYC and PPARGC1A (PGC-1a.). D, Correlation analysis of the TCGA database
for the expression of ODC1 and PPARGC1A (PGC-1a). Data are shown as mean +/- S.E.M.,

**P<0.01, ***P<0.001. P values are calculated by Student’s t-test.
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Figure S1: A, Expression of PGC-1a in LNCaP and DU145 shPGC-1a cell lines. B, Metabolites
differentiating between control (shCtl) and PGC1-a silenced (shPGC1) DU145 cells (VIP>1.0,
metabolites with VIP>1.5 are shown). Relative metabolite abundance is indicated in the bar,
with red representing metabolite accumulation. C, Expression of HA-mPGC-1o.in PC3 cell lines
overexpressing PGC-1a. D, Migration assay (left) and invasion assay (right) in PC3 cells
overexpressing PGC-1a.. E, Expression of PGC-1a.in LNCaP and DU145 transfected with siPGC-
lo. F, Migration assay in LNCaP (orange) and DU145 (blue) transfected with siPGCla. G,
Expression of HA-mPGC-1a in LNCaP and DU145 ShPGC-1a cell lines. H, mRNA expression of
PGC-1a in human organoids transfected with siPGC-1ca.. Data are shown as mean +/- S.E.M.,

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. P values are calculated by Student’s t-test.
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Figure S2: A, Expression of ODC1 mRNA in LNCaP (orange) and DU145 (blue) shPGCla cell

lines. B, Expression of c-MYC mRNA in LNCaP (orange) and DU145 (blue) shPGCla cell lines.

C, Expression of c-MYC mRNA (left) and a representative immunoblot of c-MYC expression in

PC3 cells overexpressing PGC-1a.. Data are shown as mean +/- S.E.M., ¥*P<0.01, ***P<0.001.

P values are calculated by Student’s t-test.
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Figure S3: A, Expression of ¢c-MYC in DU145 shPGC-1a cells transfected with sic-MYC. B,
Expression of ODC1 mRNA in LNCaP and DUA45 shPGC-1a cells transfected with siODCL1. C,
Migration assay in LNCaP (orange) and DU145 (blue) shPGC-1a cell lines transfected with
siODC1. D, Invasion assay in LNCaP (orange) and DU145 (blue) shPGC-1a cell lines transfected
with siODC1. Data are shown as mean +/- S.E.M., ***P<0.001. P values are calculated by

Student’s t-test.
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Figure S4: A, Quantification of the number of cells reaching the lung 30 minutes after tail vein
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DISCUSSION ET
PERSPECTIVES



Nos résultats démontrent I'importance de PGC-1a dans I'acquisition du phénotype métastatique des
cellules tumorales de prostate et apporte une preuve de plus de l'existence de différences

métaboliques entre les cellules peu agressives et celles avec un fort potentiel métastatique.

Nous démontrons que PGC-1la est le régulateur d’'une voie métabolique, la voie de synthése des
polyamines, contrélée par I'oncogéne c-MYC et capable de réguler 'agressivité du cancer de la
prostate. En effet, les résultats obtenus montrent que la baisse de I’expression de PGC-1a, dans deux
lignées tumorales prostatiques peu agressives, rend ces cellules dépendantes de la voie de biosynthése
des polyamines. D’un point de vue moléculaire, I’activation de cette voie est due a I'augmentation de
I’enzyme ODC via la surexpression de c-MYC. Une analyse bio-informatique de plusieurs bases de
données et nos résultats sur des biopsies humaines démontrent qu’une faible expression de PGC-1a
est corrélée a des niveaux d’expressions élevés de c-MYC et ODC dans les tumeurs comparées aux
tissus sains. Nos données mettent en évidence I'importance de I'axe PGC-1a/c-MYC/OCD comme un
marqueur potentiel pour le diagnostic des formes agressives et donc fatales du cancer de la prostate.
Le CaP est le deuxieme cancer en termes d’incidence et le troisieme en termes de mortalité chez
I’'homme en France, principalement a cause des métastases. C'est donc un probleme de santé public
majeur. Si le dépistage de ce cancer a grande échelle permet de dépister les stades précoces, il n’existe
pas, a I’heure actuelle, de marqueur prédictif permettant de déterminer les tumeurs qui formeront
des métastases. Un tel marqueur aurait I'avantage d’adapter au mieux les traitements actuels en

fonction de I'agressivité du cancer.

En accord avec nos résultats et comme vu dans la partie « Réles de PGC-1a dans le cancer », des études
récentes ont également montré que la diminution de I’'expression de PGC-1a induit I'agressivité des
cellules tumorales et la formation de métastases (Liu et al., 2017; Luo et al., 2016a; Vazquez et al.,
2013). Dans ces cancers PGC-1a agit comme un suppresseur de tumeurs. Cependant, le role de PGC-
la est différent dans le cancer du sein, ol son expression favorise la formation de métastases
(Andrzejewski et al., 2017; Audet-Walsh et al., 2016; LeBleu et al., 2014) et ou les cellules tumorales
mammaires expriment fortement PGC-1a (LeBleu et al., 2014). Dans le sein, I’expression élevée de
PGC-1a apporte une flexibilité métabolique aux cellules cancéreuses mammaires via I'augmentation
du métabolisme mitochondrial et de la consommation de glucose. Dans les cellules tumorales
prostatiques, nous avons observé que la baisse de I'expression de PGC-1a augmente le métabolisme
de la glutamine et du glucose en plus de celui des polyamines (Figure 45). En effet, nous montrons que
les cellules chez lesquelles nous diminuons I'expression de PGC-1a consomment plus de glutamine et
de glucose et produisent plus de glutamate et lactate. Ces résultats sont en accord avec I'augmentation

de I'expression de c-MYC qui contrdle la glycolyse et la glutaminolyse.
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Figure 1 : Dosages de la consommation de glutamine et glucose et de la production de glutamate et lactate dans les
DU145 et les LNCaP grdce a I'analyseur biochimique YSI2700. Ces deux lignées ont été traitées 48h avec des siARN
contréles ou des siARN contre PGC-1a

L'importance des polyamines dans la prolifération du cancer de la prostate est bien établie (Bettuzzi
et al., 2000; Gupta et al., 2000). De plus, il a récemment été montré que cette voie induit I'agressivité
du CaP via l'activation du complexe mTORC1, qui est capable de stabiliser AMD1 (Zabala-Letona et al.,
2017), I'enzyme régulant la production de AdoMetDC, le substrat indispensable a la biosynthése des

polyamines (cf. « Synthése des polyamines »). Dans notre étude, I'inhibition de PGC-1a n’affecte ni



I"activité de mTORC1 ni I'expression de AMD1 (Figure 46). Nous avons donc caractérisé une nouvelle
voie métabolique régulée par PGC-1a, la voie des polyamines, qui est en plus capable d’induire

I"agressivité du CaP.
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Figure 2 : Niveaux d'expressions de mTOR et AMD1 dans les cellules tumorales prostatiques sous exprimant PGC-1a

Cette découverte ouvre le champ de la thérapie anticancéreuse. En effet, si aucune étude n’a envisagé
PGC-1a comme cible thérapeutique, de nombreuses études ont quant a elles montré le potentiel
thérapeutique du ciblage des polyamines (cf. « ODC et cancers »), et en particulier de I'inhibition de
ODC. Ces études démontrent que l'utilisation du DFMO, l'inhibiteur d’ODC, inhibe in vitro, la
prolifération et I'agressivité de plusieurs lignées cellulaires différentes, entres autres, de leucémies
(Luk et al., 1982), de poumons (Luk et al., 1981), de neuroblastomes (Saulnier Sholler et al., 2015), de
seins (Meyskens and Gerner, 1999), de cancers cutanés (Meyskens and Gerner, 1999), de pancréas
(Mohammed et al., 2014) et de prostate (Gerner and Meyskens, 2004). Ces résultats ont aussi été
observés in vivo, ol il a été montré que le DFMO est capable d’inhiber la croissance tumorale dans des
modeéles animaux. En particulier dans le cancer du pancréas, le DFMO inhibe de 40% la néoplasie intra-
épithéliale pancréatique (Mohammed et al., 2014). De facon similaire, I'addition de DFMO dans |'eau
de boisson entraine une baisse significative de la croissance tumorale chez des souris TRAMP, un
modele animal transgénique de cancer de la prostate (Gupta et al., 2000). Méme si des essais cliniques
ont montré des effets modérés de |'effet thérapeutique du DFMO seul (Horn et al., 1987), de nouvelles
preuves cliniques pertinentes soutiennent le bienfondé de I'utilisation du DFMO dans les thérapies
anticancers et plusieurs essais cliniques sont en cours pour le traitement de plusieurs cancers (Alexiou
et al., 2017). Ces essais combinent le DFMO soit avec des agents cytotoxiques soit avec des agents

bloquant le transport des polyamines. La combinaison du DFMO avec des agents cytotoxiques ont



montré des résultats intéressants (Alexiou et al., 2015; Levin et al., 2000), en particulier dans le
traitement du neuroblastome en combinaison avec I'étoposide (Saulnier Sholler et al., 2015).
Cependant, les effets restent modérés comparés aux observations faites in vitro et in vivo chezI'animal.
Ceci peut s’expliquer par le fait que méme sile DFMO est un inhibiteur trés efficace de la synthése des
polyamines endogénes chez les patients, les cellules sont capables de compenser la déplétion en
polyamines endogenes, due au DFMO, en se servant des polyamines exogénes apportés en majorité
par I'alimentation. De ce fait, des stratégies combinant régime faible en polyamine et/ou blocage de
I’entrée des polyamines exogénes dans les cellules au DFMO peuvent étre potentiellement
intéressantes. En effet, il a été montré que l'utilisation d’un inhibiteur efficace du transport des
polyamines, le AMXT 1501, présente une efficacité antitumorale synergique significative avec le DFMO
dans des lignées cellulaires de sein, de mélanome, de carcinomes cutanés a cellules squameuses et
dans les neuroblastomes (Burns et al., 2009; Grossi et al., 2016; Hayes et al., 2014; Muth et al., 2014;
Samal et al., 2013). D’autres études ont évalué I'efficacité antitumorale de la combinaison du DFMO
avec la déprivation en polyamines, constituée de I’association d’un régime sans polyamines et d’'une
décontamination partielle du tractus gastro-intestinal pour empécher la formation de polyamines par
les bactéries du microbiote. Ces traitements inhibent la croissance tumorale dans la prostate de
plusieurs modeles animaux (Moulinoux et al., 1991). De plus, la déprivation en polyamines seule
augmente |'efficacité des chimiothérapies antitumorales prostatiques et stimule I’activité des natural
killer dans des souris (Chamaillard et al., 1993). L’efficacité de la déprivation en polyamines a aussi été
testée chez ’lhomme. En effet, dans les cancers prostatiques hormono-résistants, cette déprivation en
polyamines améliore la qualité de vie des patients via un baisse de la douleur et une augmentation de
leur survie (Cipolla et al., 2010; Oredsson, 2003). Ces résultats semblent trés prometteurs mais

nécessitent plus d’investigations.

Nos travaux ont également permis de montrer que la baisse de I'expression de PGC-1a conduit a
I"augmentation de I'expression de I'oncogéne c-MYC dans les cellules tumorales prostatiques, et de
facon logique, la surexpression de PGC-1a dans ces lignées diminue I'expression protéique de c-MYC.
L'importance de cette balance entre PGC-1a et c-MYC a récemment été montré, dans le cancer du
pancréas, comme contrélant le phénotype métabolique des cellules souches cancéreuses
pancréatiques et également leur sensibilité aux agents métaboliques ciblant la mitochondrie, comme
la metformine (Sancho et al., 2015). Dans ces CSC pancréatiques, la faible expression de c-MYC permet
une expression forte de PGC-1a ce qui se traduit par de fortes capacités bioénergétiques des CSC
pancréatiques (Sancho et al., 2015). Dans notre étude, nous montrons que la faible expression de PGC-
la est corrélée a augmentation de I'expression de c-MYC dans les cellules tumorales prostatiques et

gue cela déclenche I'augmentation de la biosynthese des polyamines et par conséquent rend le cancer



de la prostate plus agressif. Le lien entre c-MYC et biosynthése des polyamines n’est pas nouveau car
il a été montré que c-MYC régule de facon directe I'expression de ODC mais également que la
glutaminolyse, dépendante de c-MYC, est directement liée a la régulation de la synthése des
polyamines durant I’activation des lymphocytes T (Wang et al., 2011). Nos résultats démontrent que
PGC-1a régule une voie intracellulaire intégrant c-MYC et ODC. Quand on sait que PGC-1a est un
coactivateur de transcription, la question suivante est de savoir par quel intermédiaire et mécanisme
moléculaire PGC-1a agit. Pour cela nous avons testé plusieurs facteurs de transcription connus pour
interagir avec PGC-1a, comme PPARa, PPARy, ERRa, FOXO1, SIRT1. Ces résultats montrent que quand
I’expression de PGC-1a est diminuée, ERRa est requis pour augmenter I'expression de c-MYC. Donc,
PGC-1a inhibe I'expression de c-MYC par un mécanisme dépendant de son interaction avec ERRa. Ces
résultats sont en accord avec ceux de récentes études, dans le cancer du sein et de la prostate,
démontrant que ERRa est impliqué dans le développement tumoral et la formation de métastases

(Andrzejewski et al., 2017; Fradet et al., 2016; Misawa and Inoue, 2015; Torrano et al., 2016).

En résumé, nos résultats renforcent le réle central de I'implication des polyamines dans la progression
du cancer de la prostate, mais révelent également le lien entre PGC-1a et cette voie métabolique. De
ce fait, nos résultats ne décrivent pas seulement de nouvelles signatures pour la progression tumorale

mais apportent également des outils pour identifier de nouvelles options thérapeutiques.

Ces résultats ouvrent également le voie vers d’autres interrogations et perspectives de recherche.

e Dans un premier temps, il est nécessaire de déterminer les mécanismes moléculaires
impliqués dans la régulation de c-MYC par PGC-1a. En effet, méme si nos résultats indiquent
gue ERRa est impliqué dans cette régulation et que le promoteur de c-MYC posséde un
élément de réponse pour ERRa, son role doit étre plus finement étudié afin de comprendre si
I'inhibition de PGC-1a entraine le recrutement de ERRa sur le promoteur de c-MYC, et si oui,
par quel intermédiaire.

e Dansunsecond temps, il serait intéressant de mettre en place des expériences in vivo reflétant
de facon plus physiologique le développement du cancer de la prostate et surtout de la
formation des métastases. Ces expériences permettront d’étudier I'implication de I'axe PGC-
1a/c-MYC/ODC dans la formation des métastases a partir de la tumeur primaire. Une
expérience in vivo possible serait la greffe orthotopique de cellules tumorales marquées de
prostate exprimant ou non PGC-la et de récupérer les cellules tumorales de la tumeur
primaire, circulantes et des métastases. L’analyse du transcriptome et du métabolome dans
ces trois catégories cellulaires permettrait de confirmer nos résultats obtenus in vivo. Une

autre condition expérimentale possible serait de traiter les souris, injectées avec des cellules



tumorales exprimant ou non PGC-1a, avec du DFMO dans |'eau de boisson et/ou un régime
faible en polyamines, dans le but d’observer la croissance tumorale primaire et I'apparition
des métastases.

Comme PGC-1a est un régulateur majeur du métabolisme mitochondrial, il serait également
intéressant de faire des analyses fonctionnelles métaboliques plus précises, grace au Seahorse,
qui permettraient de comprendre si et comment les cellules s’adaptent et compensent la perte
de PGC-1a.

Aux vues de I'implication de PGC-1a dans la résistance aux traitements pour d’autres types de
cancers (cf. « Roles de PGC-1a dans le cancer »), il serait intéressant de déterminer si pour le
cancer de la prostate, PGC-1la pourrait également étre impliqué dans ces résistances qui
apparaissent principalement aprées les hormonothérapies et conduisent a des CaP résistants

incurables et fatales (cf. « Traitement du cancer de la prostate »).
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ABSTRACT

Predictive biomarkers for advanced prostate cancer (PCa) are still missing. The
sirtuin 7 (SIRT7) has been linked to tumorogenesis but its role in prostate cancer is
poorly documented. To determine if SIRT7 can be a biomarker for aggressive prostate
cancer and plays a role in PCa aggressiveness. We analyzed the expression of SIRT7
by immunohistochemistry in 57 patients comparing healthy with adjacent cancer
tissue. SIRT7 levels were significantly elevated in tumors and its expression was
positively associated with the grade. We also demonstrated that the knock down of
SIRT7 decreased the migration of DU145 and PC3 cells (two androgen-independent
prostate cancer cell lines) whereas the overexpression of the native protein but not the
mutated form increased the cell migration and the invasion of the poorly aggressive
prostate cancer cell line LNCaP. Finally, we also showed that SIRT7 overexpression
induced the resistance to docetaxel. Our results demonstrate that SIRT7 promotes
prostate cancer cell aggressiveness and chemoresistance and suggest that SIRT7 is
a good predictive biomarker of PCa aggressiveness.

[2]. For instance, fibronectin has been shown to induce the
expression of the matrix metalloproteinases expression 2
[3] and blocking FN with anti-FN antibodies resulted in a
significant decrease in adhesion of LNCaP prostate cancer
cells [4].

Sirtuin 7 (SIRT7) belongs to the sirtuin family. It
is a highly conserved protein family with seven members
in mammals (SIRT 1-7). Sirtuins are NAD* dependent
histone deacetylase and also, for some of them, NAD"-
dependent ADP ribosyltransferases. SIRT7 is the latest
discovered sirtuin and its function remains poorly

INTRODUCTION

Prostate cancer (PCa) is one of the leading cause of
death by cancer in men. Although effective surgical and
radiation treatments exist for localized PCa, metastatic
PCa remains mostly incurable. A major issue is to predict
whether localized PCa will become metastatic, thus,
markers of aggressiveness in PCa are needed. The process
of metastasis is complex, it involves multiple biological
processes, including angiogenesis, local migration and
invasion, of tumor cells [1]. PCa cell migration and

invasion are regulated by numerous proteins including
the transcription factor Slug/snail, the glycoprotein
fibronectin (FN) and the intermediate filament Vimentin

understood. SIRT7 deficiency in mice leads to a lifespan
decrease, cardiac hypertrophy [5], hepatic steatosis [6, 7],
and deafness [8]. Among the known substrates of SIRT7
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are PAF53, NPM1, GABP-B1, but more importantly,
SIRT7 catalyzes the deacetylation of lysine 18 on
histone H3 (H3K18), a marker of cancer aggressiveness
and poor prognosis [9]. It has been shown that the
deacetylation of H3K 18 by repressing a tumor suppressive
program maintains the transformed state of cancer [10].
Consequently, the downregulation of SIRT7 noticeably
reduces tumor growth in mice models and inhibits the
properties of cancer cells such as anchorage-independent
growth [10].

In this article, we studied whether SIRT7 has a
clinical relevance in PCa progression. We analyzed SIRT7
expression in PCa and we studied the role of the protein in
PCa aggressiveness.

RESULTS

SIRT?7 protein expression is higher in PCa

A total of 57 surgical specimens of patients were
included. Immunohistochemistry analysis on paraffin
was achievable in 100% of cases. Clinico-pathological
data are detailed in Table 1. Mean age of patients were
66.4 (+/-5.1) years old and mean PSA were 10.6 (+/-8.2)
ng/ml. We reported 23, 21 and 13 patients with index

lesions of Gleason Score 6, 7 and >8, respectively. SIRT7
immunohistochemical analysis evaluation is detailed in the
Figure 1 and Supplementary Figure 1. There is no SIRT7
expression in healthy prostate tissue (Figure 1A. panel A)
while the expression of SIRT7 was detected in tumor cells
as illustrated by a nuclear staining of tumor cells in the
prostate adenocarcinoma area (Figure 1A panel B). On the
edge of the tumor, healthy glands are not stained and the
nucleolus of tumor cells are stained (Figure 1A panel C).
Of note, there is a clear nucleolar reinforcement of SIRT7
in some tumor regions independently of the grade (black
arrow in Figure 1A panel D). The correlation between
Allred Score and Gleason Score of index lesion in each
surgical specimen was analyzed. An association was
found between SIRT7 expression and tumor grade with a
higher mean Allred Score in the Gleason Score 7 tumors
(p = 0.035) and Gleason Score > 8 (p = 0.015) compared
with Gleason Score 6 tumors (Figure 1B). No statistically
significant differences in Allred Score was found between
Gleason Score 7 and > 8. The analysis of the index lesion
Allred Score distribution according to the absence (0) or
the presence (1) of prostatic capsular invasion in each
surgical specimen revealed that the mean Allred Score was
higher when there was a prostatic capsular invasion (p =
0.02) (Figure 1C).
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Figure 1: SIRT7 is overexpressed in PCa. (A) Sirtuin 7 immunohistochemical staining on human prostate tissue. (A.a) Healthy prostate,
absence of staining. (A.b) Prostate adenocarcinoma, nuclear staining of tumor cells. (A.c) On the edge of the tumor, no staining of healthy
glands, nuclear staining of tumor cells. (A.d) Nucleolar staining of anti-SIRT7 antibody within a tumor area (arrow). (B) Association
between All red Score and Gleason Score of index lesion in each surgical specimen. (C) Analysis of index lesion All red Score distribution
according to the absence or the presence of prostatic capsular invasion in each surgical specimen. (D) Analysis of SIRT7 and AMACR

mRNA expression in prostatic tumor cells.
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Table 1: Patients characteristics of the 57 patients with advanced PCa

n (%)

Patients 57
Age (yo)

median 68 [51-74]

mean 66.4 (+/-5.1)
PSA (ng/ml)

median 7.9 [3.2-39]

mean 10.6 (+/-8.2)
D’Amico Score

Lowrisk 19 (33.3)

Intermediaterisk 18 (31.6)

High risk 20 (35.1)
Tumor stage

pT2a 3(5.3)

pT2b 1(1.7)

pT2c 26 (45.6)

pT3a 22 (38.6)

pT3b 5(8.8)
Gleason Score of Index Lesion

Gleason 6 23 (40.3)

Gleason 7 21 (36.9)

Gleason > 8 13 (22.8)

We extracted total mRNA from paraffin in PCa cell lines (two androgen-dependent cell lines:

embedded tissues and performed a RT-qPCR analysis.
The mRNA expression of SIRT7 and AMACR (an
enzyme strongly expressed in PCa) are presented in
Figure 1D. As expected, we found an up-regulation
of AMACR expression in the tumor compared to the
healthy gland whereas the expression of SIRT7 mRNA
did not vary. This result suggests that the increase
in SIRT7 expression in prostate cancer detected by
immunohistochemical analysis could be due to a post
transcriptional regulation.

Altogether, we demonstrated that the protein level
of SIRT7 is significantly higher in PCa and it positively
correlated with the grade of the lesion.

The knockdown of SIRT7 decreased prostate
cancer cells migration

To determine the role of SIRT7 in PCa, we analyzed
the expression of SIRT7 and the acetylation of H3K18

LNCaP and 22RV and two androgen-independent cells
lines DU145 and PC3) and one normal prostate epithelial
cell line P69. The five cell lines have the same level
of expression of SIRT7 and H3K18 is lower in PC3,
the more aggressive cell line (Figure 2A). To study the
potential role of SIRT7 in prostate cancer cell viability
and aggressiveness, we downregulated the expression
of SIRT7 in DU145 and PC3 cells, using two siRNA
targeting two different regions of SIRT7 (Figure 2B
and Supplementary Figure 2A). The depletion of SIRT7
did not affect the viability of the cells (Figure 2C) but
it significantly inhibited the migration of both cell lines
(Figure 2D and Supplementary Figure 2B). Indeed, the
knockdown of SIRT7 led to the inhibition of the migration
by 48% and 68 % in DUI45 and PC3 respectively,
suggesting that SIRT7 was implicated in prostate cancer
cell migration and may participate in PCa aggressive
phenotype.
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(siSIRT7). The data represents three independent experiments with sem (D) Migration assay: the graph represents the number of cells/mm?

migrating across the boyden chamber in three independent experiments performed in triplicate as described in the materials and methods.
(Student t-Test ** p<0.01).
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Figure 3: The overexpression of SIRT7 promotes LNCaP aggressiveness and chemoresistance. (A) Western blot representing
the expression of SIRT7 in the different clones: Control cells (CT), cells expressing SIRT7wt and SIRT7mut. (B) The graphs represent
the number of cell/mm2 migrating across the boyden chamber in a migration and invasion assay. Three independent experiments were
performed in triplicate as described in the materials and methods. (C) g-PCR of the expression of fibronectin, Slug and vimentin in the
different populations of cells. The graph represents the results of five independent experiments. (D) Western blot showing the expression of
fibronectin, vimentin, Slug, SIRT7 and HSP90 in SIRT7wt and SIRT7mut. (E) Viability assay in the different clones treated for 72h with the
indicated concentrations of docetaxel. The graph represents the mean of four independent experiments performed in quadruplicate. (Student
t-Test; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001).
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Overexpression of SIRT7 increased prostate
cancer cell aggressiveness

To determine if there is a direct relationship between
the level of SIRT7 and PCa cell aggressiveness, we
overexpressed SIRT7 in the poorly aggressive, androgen-
dependent human prostate cancer cell line LNCaP. We
generated stable cell lines expressing wild-type SIRT7
(SIRT7wt) or a mutated form of SIRT7 (SIRT7mut)
lacking the deacetylase activity of the sirtuin (Figure 3A).
The constitutive expression of SIRT7wt and SIRT7mut
did not affect clonogenic growth in a colony formation
assay nor cell viability (Supplementary Figure 3A, 3B). In
contrast, overexpression of SIRT7wt led to a significant
increase in cell migration and invasion by 54% and 45%
respectively (Figure 3B). Interestingly, the expression
of the mutated form restored the wild-type phenotype,
suggesting that the deacetylase activity of SIRT7 is
implicated in the aggressiveness of prostate cancer
cells. We then analyzed the expression of markers of the
Epithelial Mesenchymal Transition (EMT). We showed
that the expression of slug/snail and vimentin do not
change in cell lines expressing SIRT7wt and SIRT7mut.
On the contrary, we observed an increase of fibronectin
mRNA and protein levels (Figure 3C, 3D).

Aggressiveness is associated with resistance to
chemotherapy, thus, we assessed the implication of SIRT7
in the sensitivity to Docetaxel, the major chemotherapeutic
agent for the treatment of prostate cancer. Increasing
concentration of Docetaxel (5, 10 and 20nM) significantly
decreased cell viability of the control cells and of the cells
expressing SIRT7mut after 72h of treatment (Figure 3E).
In contrast, it had no significant impact on the viability of
SIRT7wt cells, suggesting that SIRT7 may be implicated
in the resistance to Docetaxel. In conclusion, our data
demonstrated that SIRT7 overexpression through its
deacetylase activity confers aggressiveness and resistance
to chemotherapy in LNCaP cells.

DISCUSSION

We have demonstrated that SIRT7 plays an
important role in the aggressiveness of prostate cancer.
Our conclusion is based on clinical and experimental
data. Firstly, the level of SIRT7 is significantly higher in
PCa tumors and expressionist level is correlated with the
grade of the tumor. Secondly, overexpression of SIRT7
in PCa cells promotes migration and invasion. To date
few studies have investigated the expression and the role
of SIRT7 in cancer, however, all sirtuins are involved
in cancer development through different mechanisms.
Generally, sirtuins are considered to be tumor
suppressors, but they may also act as tumor promoters
particularly in advanced cancers [11-13]. Elevated
levels of Sirt7 have been previously observed in several
cancers including breast, liver, pancreas and colon

[14—17]. SIRT?7 is also associated with poor prognosis
in gastric, lung, cervical and hepatocellular carcinoma
[15, 18-20]. In prostate cancer, the only available data
were obtained from the analysis of Cancer Genomics
databases of epithelial cancers. In this study, SIRT7 was
found elevated in the advanced stages of prostate cancer
and Sirt7 amplification was associated with metastasis
and poor prognosis [21]. Our immunohistochemical
analysis of matched tumor and normal prostate tissue on
57 patients clearly demonstrated that the level of SIRT7
is increased in tumor. Moreover, we showed that high
expression of SIRT7 is associated with capsular invasion
an indicator of poor prognosis.

Metastasis is a process which requires cancer
cell migration and invasion of the adjacent normal
tissue. In accordance with a role of SIRT7 in prostate
cancer progression, we showed that the knockdown
of SIRT7 decreased cancer cell migration but did not
alter cell viability. Like our findings, Malik et al. also
demonstrated that SIRT7 depletion led to a reduction
of PC3 cells migration while it did not interfere with
cancer cell proliferation [21]. On contrary, inhibition of
SIRT7 has been shown to stop proliferation and trigger
apoptosis through the downregulation of the RNA
polymerase 1 in NIH-3T3, HEK-293 and U-2 OS cells
[22]. Here, we directly associated deacetylase activity
of SIRT7 with the aggressiveness of cancer cells since
the mutated form of SIRT7, a variant bearing a point
mutation in the catalytic site of the protein, did not
promote cancer cell migration and invasiveness, unlike
the native protein. The upregulation of SIRT7 has been
shown to induce ovarian cancer cell migration [23].
Similar observations were done in colorectal cancer
cells where the overexpression of SIRT7 increased cell
motility and invasiveness associated with an increase
of mesenchymal markers [17]. The aggressiveness of
the SIRT7 overexpressing cells is consistent with the
increase of FN and slug/snail mRNA expression. The
increase observed in the cells expressing the mutated
protein demonstrates that FN and slug/snail are not
sufficient to promote aggressiveness.

Our findings also suggest that the deacetylase
activity of SIRT7 is implicated in the resistance to
chemotherapy since overexpression of the SIRT7wt
but not SIRT7mut induced the resistance of the cells
to docetaxel. The role of sirtuins in the resistance to
chemotherapy is poorly documented. However, Kiran
et al. have demonstrated that the knockdown of SIRT7
renders osteosarcoma cells sensitive to doxorubicin and
its overexpression attenuated doxorubicin mediated
DNA damage in accordance with our results [24]. In
contrast, the activation of SIRT1 has been shown to
sensitize breast cancer cells to tamoxifen via FoxO1 and
the upregulation of Multidrug Resistance-Associated
Protein 2 [25]. In prostate cancer cells SIRT1 inhibition
sensitized DU145 to cisplatin. [26]. On the contrary,
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SIRT1 facilitated chemoresistance in pancreatic
cancer cells and the inhibition of SIRT1 sensitizes to
gemcitabine [27].

In conclusion, our study demonstrates that SIRT7
is a new promising marker for aggressive prostate
cancer. A study including a larger number of patients
and a longer follow-up including patient’s survival will
help to understand the role of SIRT7 in PCa progression.

MATERIALS AND METHODS

Immunohistochemistry

We  prospectively collected clinical and
pathological data from consecutive consenting patients
undergoing radical prostatectomy for prostate cancer
between 2014 and 2015. Surgical specimens underwent
conventional histological processing and examination
according to the Stanford protocol. Additionally, in each
tissue section, areas of adenocarcinoma were identified
and graded according to Gleason Score. Then, the Index
lesion corresponding to the highest Gleason Score was
studied by immunohistochemistry, using anti-SIRT7
antibody (Prestige Antibodies®, SIGMA-ALDRICH®).
SIRT7 expression was analyzed in a qualitative manner
by evaluating positivity or negativity of expression,
comparing healthy and tumor areas, and in a quantitative
manner. To quantify the expression of SIRT7 we used the
Allred Score (0 to 8) [10] obtained by adding proportion
of staining tumor (0 to 5) and signal intensity (0 to 3).
The quantification was done by determining the average
intensity and proportion of nuclei labelled including the
nucleolus.

In each index lesion, the Allred Score and Gleason
Score were compared using the Student t test (significance
with p < 0.05). The analysis was performed blindly by two
independent investigators.

Cell lines and culture conditions

The cell lines were purchased from the ATCC
(Manassas, VA, USA). The LNCaP cells were cultured
in RPMI 1640 medium, the DU145 and PC3 cells were
cultured in DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
containing 25 mmol/L glucose supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS) and 100 units/mL penicillin at
37°C and 5% CO2.

Stable clones expressing SIRT7 were established
as follow: cells were transfected with Lipofectamine
2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) with empty vectors,
the plasmids expressing wt-SIRT7 or the mutated form
of SIRT7 that displays no deacetylase activity (SIRT7
H187Y), a Kind gift of Pr K Chua (Stanford, USA) [9].
Once the clonal population was selected with puromycin
(1 pg/ml), cells were characterized to validate the
overexpression of SIRT7.

Cell counting

Cells were seeded in 96 well plates, after the
indicated time cells were dissociated with trypsin and
counted using Flow cytometry using Dapi to discriminate
dead cells from live cells.

Cell viability assay

Cells were seeded in 96 well-plate and treated with
different concentrations of Docetaxel. After 3 days, XTT
(Promocell, Germany) was added to the cells and the
optical density was measured.

Cell transfection with siRNA

Cells were transfected with two siRNA targeting
different regions of SIRT7: siRNA SIRT7, ID 116146
(Applied biosystem, AMBION, Carlsbad, CA) or
ON Target plus siRNA smart Pool (Dharmacon, GE
HealthCare, Lafayette, CO) or a negative control siRNA
(using Lipofectamine RNAi max (Invitrogen, Carlsbad,
CA). After 48 h of transfection, cells were counted and
proteins were extracted.

Colony formation assay

LNCaP cells stably expressing control or various
SIRT7 constructs (103 cells/ml) growing in semisolid
methyl cellulose medium. MethoCult H4100 was used
for cell lines (StemCell Technologies Inc., Vancouver,
Canada). Colonies were detected after 10 days of culture
by adding 1 mg/ml of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) reagent and were
scored by Image J quantification software (U.S. National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

Migration and invasion assays in boyden
chambers

Boyden chambers with filter inserts coated with
fibronectin (10 pg/ml) and 8-pm pores (BD Bioscience)
were used to quantify cell migration. After an overnight
serum starvation, 12 x 104 cells were seeded in the upper
chamber in serum free medium. The lower chamber
contained complete 10% FBS medium. Cell migration was
determined after 6h by counting all cells in five randomly
selected counting areas at the lower surface of the filter.
Cells on the upper surface were removed with a cotton
swab; filters were fixed with PFA 4% and incubated with
a DAPI solution (2mg/ml) to label cell nuclei. Nuclei
were counted and analyzed using Image J software. For
invasion experiments, the inserts were coated with 25 pg/
ul of Matrigel (BD Bioscience) and cells were counted
after 24h.
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Western blotting analysis

Cell extracts were prepared using lysis buffer as
described previously [11]. Immunoblotting was performed
with antibodies against SIRT7 (Merck-Millipore,
Molsheim, France), HSP90 (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA) and Acetyl Histone H3KI18
(Euromedex, France).

RNA extraction

Total RNA were prepared from the paraffin section
with the FFPE RNA kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) following the procedure of the
manufacturer.

Total RNA from the cells were extracted with
Trizol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) as
previously described [11].

Real time PCR

The qPCR was conducted using a Step-one
Real Time PCR system with TagMan Fast Universal
Master mix or SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems, Life Technologies SAS). For RNA from
paraffin section we used the specific TagMan gene
expression assays for human SIRT7 (Hs01034735),
AMACR (Hs00204885) and two housekeeping genes:
RPLPO (Hs99999902) and 18s (Hs99999901). For RNA
extracted from cells, we used SYBER green based assay,
with previously designed oligonucleotides specific for
human Fibronectin, Slug/Snail and vimentin (sequence
available upon request).
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Mitochondrial integrity is critical for the regulation of cellular energy and apoptosis. Metformin is an
energy disruptor targeting complex I of the respiratory chain. We demonstrate that metformin induces
endoplasmic reticulum (ER) stress, calcium release from the ER and subsequent uptake of calcium into
the mitochondria, thus leading to mitochondrial swelling. Metformin triggers the disorganization of
the cristae and inner mitochondrial membrane in several cancer cells and tumors. Mechanistically,
these alterations were found to be due to calcium entry into the mitochondria, because the swelling
induced by metformin was reversed by the inhibition of mitochondrial calcium uniporter (MCU). We
also demonstrated that metformin inhibits the opening of mPTP and induces mitochondrial biogenesis.
Altogether, the inhibition of mPTP and the increase in mitochondrial biogenesis may account for the
poor pro-apoptotic effect of metformin in cancer cells.

Maintaining mitochondrial structural integrity is essential for cells to produce energy, overcome environmental
stresses such as nutrient deprivation and hypoxia and respond to genotoxic agents, including chemotherapy.
Consequently, the disruption of mitochondrial metabolism sensitizes cells to apoptosis and opens new therapeu-
tic avenues in cancer treatment. Metformin is a biguanide and a widely prescribed anti-diabetic agent, but it is
also a metabolic disruptor that specifically targets the metabolism of cancer cells'. Several reports have shown that
this drug inhibits cancer cell growth and has antitumoral effects® 3. Biguanides inhibit the activity of the mito-
chondrial respiratory chain complex I, thus leading to energetic stress due to the decrease in ATP synthesis*.
Decreased intracellular ATP leads to the activation of the energy sensitive kinase AMP-activated protein kinase
(AMPK) and the inhibition of mechanistic target of rapamycin (mTORC1), which regulates cell growth and cell
proliferation and is frequently hyperactivated in tumors. Despite the well-characterized effects of biguanides on
the respiratory chain, their effects on the mitochondrial ultrastructure are poorly understood.
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Figure 1. Metformin induces ER stress and calcium release from the ER. (A) List of genes related to the

ER stress pathway and significantly upregulated in LNCaP cells treated with 5 mM metformin for 14 h. (B)
Immunoblotting of LNCaP cells treated with 5mM metformin for the indicated times by using antibodies
directed against the indicated proteins implicated in ER stress response. The immunoblot is representative of
three independent experiments. The blots represent (C) Relative fluorescence intensity of the Fluo-4AM probe,
measured in LNCaP cells. 2- ABP (40 uM) was added 15 min before the addition of 5mM metformin at time 0.
The cellular area was monitored during the experiment (blue line). At least 30 single cells were monitored for
each condition. The graph represents the mean fluorescence intensity 4+/— sem. (D) Quantification of IP3R
mRNA in LNCaP cells treated with metformin for 24 h. p < 0.05 (*); p < 0.01 (*¥*).

Calcium is a central regulator of mitochondrial metabolism; it regulates the activity of several enzymes in the
tricarboxylic acid cycle and participates in the control of energy metabolism of cells’. Calcium concentration
is tightly regulated to allow for precise biological processes such as muscle contraction, apoptosis or cell pro-
liferation. The endoplasmic reticulum (ER) is the main intracellular organelle that stores calcium. IP3 (inositol
1,4,5-trisphosphate) binds to its receptor IP3 receptor (IP3R) and is responsible for the release of calcium from
the ER. The mitochondria act as cytosolic calcium buffers, and calcium uptake into mitochondrion occurs via an
electrogenic pathway involving Mitochondrial Calcium Uniporter (MCU)®. The increase in intra-mitochondrial
calcium concentration induces the opening of mitochondrial permeability transition pore (mPTP), which plays
an important role in the induction of apoptosis.

To date, knowledge of the action of metformin on mitochondria has been limited to its effect on energy stress,
which sensitizes cancer cells to apoptosis®. Here, we studied the effects of biguanides on mitochondria. We found
that metformin and phenformin induced mitochondrial swelling and disorganization of the cristae of the inner
mitochondrial membrane (IMM) in vitro and in vivo. Metformin induced ER stress and triggered the release
of calcium from the ER, thus leading to mitochondrial calcium uptake. We also demonstrated that metformin
inhibited the opening of mPTP. Finally, in response to metformin, mitochondrial biogenesis was induced in can-
cer cells. These findings suggest a novel role for metformin in triggering pro-survival responses in cancer cells.

Results and Discussion
To better characterize the molecular targets of metformin in cancer cells, we performed microarray analysis in
the prostate cancer cell line LNCaP, which was treated with metformin for 24 h. As expected, we observed an
increase in the expression of genes encoding energy stress-related proteins such as the Regulated in Development
and DNA Damage Responses 1 (REDD1) and Sestrin 2*!° (data not shown). Notably, metformin significantly
increased the expression of genes implicated in the unfolded protein response (UPR) induced by ER stress,
such as XBPI, ATF4, ATF6 and DNAJB9 (Fig. 1A). To further characterize and validate the ER stress response
induced by metformin, we studied the expression of key players of the UPR by western blotting. After only 1h,
we observed an increase in the levels of Bip/GRP78 and P-eIF2 followed by an increase in the levels of ATF4 and
CHOP/DDIT3, a downstream pro-apoptotic factor of the UPR, at 4h (Fig. 1B and Figure 1-figure supplement 1).
The ER is the major calcium reservoir in cells. Thus, ER stress is often associated with modifications of the
calcium flux within cells. Therefore, we analyzed the calcium flux in cells treated with metformin by using a
Fluo-4AM probe. After metformin treatment, we observed a burst of fluorescence corresponding to the release of
calcium into the cytoplasm (Fig. 1C, Movie S1) even in calcium-free medium that excluded the entry of extracel-
lular calcium (data not shown). To confirm that metformin triggers the release of calcium from the ER, we treated
the cells with 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB), an inhibitor and antagonist of IP3R (a calcium releasing
channel of the ER)!!. Treatment with 2-APB hampered the changes in calcium flux induced by metformin, thus
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Figure 2. Metformin induces mitochondrial swelling in cancer cells in vitro and in vivo. (A) Electron
microscopy (EM) of LNCaP (PCa) and A549 (lung cancer) cells treated with 1 and 5mM metformin for
24h. The graphs represent the mean of the relative mitochondrial area. An example of swollen mitochondria
with modifications of the IMM is noted with an arrow. The inset shows a magnified view of a representative
mitochondrion. (B) Electron microscopy images of representative mitochondria from tumor xenografts, and
quantification of the relative mitochondrial area in the corresponding tumors. The error bars represent the
standard error of the mean (sem). (C) Electron microscopy images of LNCaP cells treated with metformin
and 40 uM 2-ABP or 10 uM KB-R7943 for 24 h. Quantification of the mitochondrial area is reported in the
graph (left panel). For each condition, 60 to 100 mitochondria from several cells were analyzed by EM. (D)
Quantification of MCU mRNA in LNCaP cells treated with metformin for 24 h. The differences are significant
with p < 0.05 (*) and p < 0.001 (***).

demonstrating that the metformin-induced calcium flux originates in the ER (Fig. 1C). Accordingly, we also
observed a significant increase in the expression of mRNA encoding for IP3R2 and IP3R3 after metformin treat-
ment (Fig. 1D). The mitochondria display essential calcium buffering properties'% therefore, we hypothesized
that calcium release from the ER might be buffered by the mitochondria. To determine the effects of metformin
on the mitochondria, we performed electron microscopy analysis in several cancer cells lines (LNCaP, DU145,
A375 and A549). We treated the cells with 1 or 5mM metformin, commonly used concentrations that inhibit
proliferation by 20% to 60%™'> 4. Metformin and phenformin induced swelling of the mitochondria and a pro-
found disorganization of the IMM and cristae without causing visible modifications of the outer mitochondrial
membrane (OMM) (Fig. 2A and Figure 2-figure supplement 1). Twenty-four hours after metformin withdrawal,
the size of the mitochondria had partially returned to normal, and the organization of the cristae was similar to
that of the untreated cells (Figure 2-figure supplement 2). We also demonstrated that the effect on mitochondrial
swelling occurred as early as 4 h after the addition of metformin (Figure 2-figure supplement 3). Of note, met-
formin did not alter the phenotype of the mitochondria in the normal epithelial prostate cell line P69 (Figure
2-figure supplement 4). Finally, we did not observe modifications of the mitochondrial ultrastructure in cancer
cells treated with AICAR, another energy disruptor and activator of AMPK (data not shown).

We then asked whether these modifications occur in vivo. We studied the mitochondria in tumor xenografts
of LNCaP cells implanted in SCID mice that were given 100 mg/kg of metformin in drinking water for 8 weeks.
As shown previously’?, metformin administration resulted in the expected antitumoral effects (Figure 2-figure
supplement 5), and the mitochondria were significantly enlarged in the xenografts from the metformin-treated
mice compared with the mitochondria in the control group (Fig. 2B). Similar results were obtained in TRAMP
mice that were given 100 mg/kg of metformin for 6 months. In the treated mice, metformin efficiently reduced
tumor growth and increased the mitochondrial area in the tumor cells (Figure 2-figure supplement 5,6).

Whether the release of calcium is a consequence of ER stress or the inducer remains an open question.
Thapsigargin and tunicamycin can successfully induced ER stress and then the release of calcium, its accumu-
lation in the mitochondria and finally mitochondrial swelling'®. Previous studies have shown that metformin
induces ER stress in the prostate cancer cell line C4-2B through the induction of miR-708-5p'¢, but a direct link
between metformin and mitochondrial calcium homeostasis has never been demonstrated. A direct action of
metformin on IP3R, which could trigger the release of calcium and consequently ER stress cannot be excluded,
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Figure 3. Metformin does not induce fission of the mitochondrial network, and mitochondrial swelling is
partially dependent on AMPK. (A) LNCaP cells were treated with metformin for the indicated times, and Mfn2
expression was monitored at different time by immunoblotting. (B) LNCaP and DU145 cells were treated for
24h with 5mM metformin and stained with Tom20 for immunofluorescence analysis. Representative IF images
are shown with the quantification of the morphology of the mitochondrial network. The data from the counting
of at least 100 cells are shown. (C) LNCaP cells were treated with 5mM metformin for 24 h in the presence or
absence of 20 uM of compound C (CC). Representative electronic microscopy images are shown, and the graph
represents the mean of the relative mitochondrial area. For each condition, 60 to 100 mitochondria from several
cells were analyzed by EM, p < 0.001 (¥*%*).

but there is no evidence in the literature of such a mechanism of action. The observation that metformin modu-
lates intracellular calcium flux is novel, although a recent study based on transcriptomic and proteomic analyses
in breast cancer cell lines demonstrated that metformin induced a significant upregulation of pathways involved
in calcium signaling'”.

To validate the direct relationship between the release of calcium from the ER and the swelling of mitochon-
dria, we inhibited IP3R with 2-APB and treated LNCaP cells with metformin. While 2-APB alone did not affect
the ultrastructure of mitochondria, it significantly blocked the swelling of mitochondria induced by metformin
(Fig. 2C). To further confirm the implication of calcium, LNCaP cells were treated with two well-characterized
chemical inhibitors of mitochondrial calcium uniporter (MCU), KB-R7943'® and RU-360". Treatment with the
inhibitors alone had no effect on the mitochondrial phenotype, whereas in the presence of metformin, KB-R7943
significantly inhibited mitochondrial swelling (Fig. 2C) and RU-360 preserved the organization of IMM and cris-
tae (Figure 2-figure supplement 7). The transfer of calcium from the ER to the mitochondria involves IP3R (for
the release from the ER), VDACI at the OMM and MCU at the IMM. We found that metformin increased the
levels of IP3R1, IP3R2 IP3R3 and MCU mRNA as well as VDACI1 protein (Figs 1D, 2D and 4B). Altogether, these
results demonstrate that there is a direct relationship between the release of calcium and mitochondrial swelling.

The ability of mitochondria to swell in response to different stresses is a biological process that has been known
for decades?. Hypoxia, through HIF-1q, induces the enlargement of mitochondria, resulting from an atypical
fusion of mitochondria due to an increase in the expression of mitofusin (Mfn)*!. Our previous unpublished data
showed that metformin did not alter the expression of HIF-1a in LNCaP cells. In addition, we demonstrate here
that metformin decreased the expression of Mfn2 (Fig. 3A), suggesting that the mechanism implicated in mito-
chondrial swelling upon metformin treatment and hypoxia are different. Interestingly, invalidation of Mfn2 in the
cerebellum impaired mitochondrial fusion and lead to aberrant mitochondrial ultrastructure and enlargement of
mitochondria in Purkinje cells*>. Other well-known inducers of mitochondrial swelling are perturbator of intra-
cellular K+ homeostasis (valinomycin) and more importantly calcium'.

Energy disruptors and activators of AMPK such as rotenone and AICAR lead to the fragmentation of the
mitochondrial network?’. Because metformin is an energy disruptor and activator of AMPK, we studied the
mitochondrial network by confocal imaging by using the mitochondrial marker Tom20. LNCaP cells have a dis-
connected mitochondrial network under basal conditions, and metformin did not induce the fragmentation of
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Figure 4. Metformin increases mitochondrial biogenesis in cancer cells and inhibits mitochondrial
permeability transition pore. (A) Mitochondrial DNA content and quantification of MitoTracker Green in
LNCaP cells treated with metformin for 24 h. The results were obtained from three independent experiments.
Pp<0.05 (*); p<0.001 (**%*). (B) Immunoblotting analyses of proteins and transcription factors implicated in
mitochondrial function, after treatment with 5mM metformin for 24 and 48 h. (C) Calcium retention capacity
measured after the incubation of LNCaP cells with 1 uM cyclosporin A for 4h or 5mM metformin for 4h and
24h.

the mitochondrial network in DU145 cells (Fig. 3B). However, metformin decreased the expression of mitofusin
2 (Mfn2), a major regulator of mitochondrial fusion (the opposite process from mitochondrial fission?*), thus
suggesting that although we did not observe a clear fragmentation phenotype induced by metformin, mitochon-
drial fusion may have been altered by metformin. We and others have found that some of the biological effects of
metformin are not mediated by AMPK® %, Therefore, we asked whether AMPK might be involved in the ultras-
tructural modifications induced by metformin. To this end, we treated cells with compound C (CC), a commonly
used AMPK inhibitor. The inhibitor alone diminished the mitochondrial area and partially, but significantly,
reversed the swelling and ultrastructural modifications induced by metformin (Fig. 3C). Altogether, our results
demonstrated that metformin does not induce fragmentation of the mitochondrial network and exerts effects on
mitochondrial swelling, at least in part, via AMPK.

The relationship between energy stress and modifications of the mitochondrial network has been elucidated
by the discovery of AMPK function in regulating mitochondrial fragmentation®. In this study, a short-term
treatment (of minutes) with energy disruptors such as AICAR and rotenone induced fragmentation of the mito-
chondrial network. Metformin is a weak inducer of energy stress, as compared with AICAR and rotenone, thus
potentially explaining the absence of mitochondrial fragmentation in prostate cancer cells. In addition, our study
was performed 4 and 24 h after the addition of metformin. AMPK phosphorylated MFF, a receptor for Drpl
(a major regulator of mitochondrial fission). Interestingly, metformin induced the phosphorylation of MFF in
hepatocytes®. It would be interesting to determine whether MFF is involved in the swelling of mitochondria.

To further characterize the effects of metformin on mitochondria, we monitored mitochondrial biogene-
sis. Within 24 h, metformin increased the mitochondrial mass, as shown by the augmentation of mitochon-
drial DNA/nuclear DNA ratio and increased signal of MitoTracker Green (Fig. 4A). A direct consequence was
the increase in the mitochondrial protein NDUFA9 (Complex 1). This effect is driven by an increase in NRF1
and TFAM, two transcription factors that regulate mitochondrial biogenesis (Fig. 4B). Altogether, these results
demonstrated that metformin promotes mitochondrial biogenesis in prostate cancer cells. Because mitochondria
are essential for supplying energy and play a central role in the metabolism of glutamine or synthesis of purines
and pyrimidines in cancer cells, it would be interesting to investigate the importance of mitochondrial biogenesis
in the metabolism, survival, and chemotherapy resistance of cancer cells.
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Figure 5. Schematic representation of the effects of metformin on mitochondrial biology in cancer cells.
The illustrations were created by adopting templates from Servier Medical Arts (http://www.servier.fr/smart/
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The intra-mitochondrial concentration of calcium determines the opening of mPTP, and metformin has been
shown to inhibit mPTP in INS-1 (isolated insulinoma cells), HeLa and KB cells and in cardiomyocytes?*-%. To
determine the effect of metformin on mPTP in cancer cells, we studied the Calcium Retention Capacity (CRC)
of mitochondria in LNCaP and A375 cells treated with metformin. We found that metformin significantly
increased CRC of mitochondria after 4h and 24 h in both cell lines (Fig. 4C and Figure 4-figure supplement 1,2).
Interestingly, the effect of metformin was stronger than that of cyclosporin A, a specific inhibitor of mPTP, and
co-treatment with cyclosporin A and metformin had similar effects to those of metformin alone in LNCaP
cells (Fig. 4C). Of note, we observed a significant decrease in the mRNA levels of cyclophilin D (Figure 4-figure
supplement 3), a putative component of mPTP whose downregulation has been implicated in the retention of
calcium in mitochondria®. Thus, the inhibition of the opening of mPTP by metformin may explain the weak
pro-apoptotic potential of metformin.

During apoptosis, the opening of mPTP leads to the release of cytochrome ¢ and allows the entry of ions and
water into the matrix resulting in mitochondrial swelling®. The closure of mPTP with cyclosporine A, an inhib-
itor of cyclophilin D, reverses this swelling. In contrast with those results, we found that metformin inhibits the
opening of mPTP and leads to mitochondrial swelling. We suggest that this discrepancy may be due to the mas-
sive influx of calcium into the mitochondria, probably through VDAC1 and MCU, which causes influx of water
and osmotic swelling independently of mPTP. This hypothesis was supported by the electron microscopy data
showing a clearer density of the matrix (Figs 2A and 3C and Figure 2-supplement 1 and 2) and by the increase in
VDACI and MCU expression observed in the metformin-treated cells.

One of the novel findings in our study is that metformin modifies mitochondrial homeostasis in a different
manner from acting directly on the respiratory chain complexes. The accumulation of calcium within the mito-
chondria regulates the intrinsic function of the organelle, including the production of ATP*'. Three enzymes of
the matrix are regulated by calcium: pyruvate dehydrogenase, a-ketoglutarate and isocitrate-dehydrogenase®.
Activation of these enzymes increases the NADH/NAD ratio and hence the flow of electrons through the res-
piratory chain, thus increasing ATP production. Metformin inhibits complex 1 and decreases ATP production.
Therefore, we postulate that similarly to the compensatory increase of glycolysis observed in response to met-
formin®, the increase in calcium influx may preserve the energetic status of cancer cells. Likewise, the induction
of mitochondrial biogenesis may preserve the mitochondrial capacity, thereby increasing the calcium buffering
abilities of the cells (Fig. 5). Together with the inhibition of mPTP opening, these biological responses protect
cancer cells against apoptosis. The concept of the protective effect of metformin in normal cells is not new, but
this effect is not extensively documented in cancer cells. Metformin has been shown to protect primary cortical
neurons and cardiomyocytes from apoptosis*>*. It also protects the Isolated insulinoma cell line INS-183 from
apoptosis induced by high concentrations of glucose, a condition that induces mPTP opening and apoptosis?’.
This protective effect may seem controversial, given the antitumoral effect of the drug. However, we and others
have shown that metformin is a stronger inhibitor of cell cycle than it is an inducer of apoptosis'* 36,

The relationship between complex 1 and mPTP is complicated. Previous studies have suggested that the inhi-
bition of complex 1 is related to the effect of metformin on mPTP?”28, It has been proposed that complex 1 inter-
acts with mPTP and modulates its opening through a mechanism similar to the displacement of cyclophilin D by
cyclosporin A¥. However, Batandier et al. have shown that the opening of mPTP directly affects electron transfer
through complex 1%7.

In conclusion, we identify a new mechanism of action for metformin involving interference with mito-
chondrial biology through modification of calcium flux. The inhibition of mPTP opening and increase in
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mitochondrial biogenesis are consistent with the anti-apoptotic and pro-survival response that should be consid-
ered in the future for the potential use of metformin in cancer therapy.

Methods

Cell lines and culture conditions. The cell lines were purchased from ATCC and authenticated by ATCC
(Manassas, VA, USA). LNCaP cells were cultured in RPMI 1640 medium; DU145, A375 and A549 cells were cul-
tured in DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) containing 4.5 g/L glucose supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) and 100 units/mL penicillin at 37°C and 5% CO,. The cell line P69 was derived by immortalization of
human primary prostate epithelial cells with simian virus-40 T antigen®® and grown in RPMI 1640 with 10% FBS.

Chemicals. Metformin and phenformin were suspended in culture medium (without FBS and penicillin) and
used at the respective concentrations of 5mM and 100 uM, unless stated otherwise. Metformin, phenformin, 2-APB,
KB-R7943 and cyclosporin A were purchased from Sigma-Aldrich. RU-360 was purchased from Merck Millipore.

Animal experiments. TRAMP mice were purchased from the Jackson Laboratory (stock # 003135).
Metformin (100 g/kg/day) was dissolved in drinking water and administered to 6-week-old mice until the day of
sacrifice at 8 months. For generating the tumor xenografts, LNCaP cells were inoculated subcutaneously (s.c.) with
BD Matrigel™ matrix (BD Biosciences, Bedford, MA, USA) in five-week-old male SCID mice in both flanks (10
cells per site). Treatment with metformin in drinking water (100 g/kg/day) was started 3 days after tumor inoculation
in mice. Tumor size was measured twice weekly for 8 weeks with a caliper, and the tumor volume was calculated
with the formula ©/ 6 x A x B? (A =larger diameter of the tumor, B= smaller diameter of the tumor) as previously
described®. The animal experiments were carried out in accordance with French law and were approved by the local
institutional ethics committee CIEPAL (Comité Institutionnel d’Ethique Pour Animal de Laboratoire-Azur).

Electron microscopy. The cells were fixed with 1.6% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer at room
temperature (RT) and then for 16 h at 4 °C. The samples were rinsed with the same buffer, then post-fixed with 1%
osmium tetroxide and 1% potassium ferrocyanide in 0.1 M cacodylate buffer for 1h at RT. The cells were rinsed
with distilled water and embedded in epoxy resin and conventionally processed for thin-sectioning and observed
with a JEM 1400 transmission electron microscope (Jeol, Japan) equipped with a Morada CCD camera (Olympus
SIS, Germany). The mitochondrial area was calculated by two different investigators in a blinded manner. The
measurement was performed as follows: for each condition, we delineated the area occupied by individual mito-
chondrion in at least 5 cells (2-3 sections per cells) with Image]. This represented 60 to 100 mitochondria per
condition; the means +/— sem are reported in the graphs.

Calcium Retention Capacity (CRC). Extra-mitochondrial calcium measurement was performed with a
spectrofluorometer (excitation 500 nm; emission 530 nm) as previously described®. Briefly, cells (equivalent to
800 g of proteins) were added to 2 ml of CRC medium (150 mM sucrose, 50 mM KCl, 2mM KH,PO,, 20 mM
Tris/HCI and 5 mM Tris succinate). This medium was supplemented with 40 uM digitonin (to permeabilize the
cells) and Calcium Green-5N (detection probe). The CRC measurements were performed in basal conditions
or in the presence of the pharmacological compounds 1 pM cyclosporin A or 5mM metformin. After 2min of
incubation, CRC was measured by addition of CaCl, pulses (40 nmol or 20 nmol calcium) every 2 min until the
opening of mPTP.

Calcium flux measurements. Real-time calcium measurements were performed in LNCaP cells incubated
in a physiological Tyrode solution (140 mM NaCl, 4mM KCl, 1 mM MgCl,, 5mM HEPES, 1.8 mM CaCl, and
11 mM glucose, pH 7.4). The cells were loaded with the Fluo-4AM dye at 37°C for 15 min and observed with a
LSM510 Meta microscope (Zeiss). The experiment was independently performed twice, and 32 cells were moni-
tored for each condition and each experiment.

Microarray experiments. Pan-genomic microarrays were printed using the human RNG/MRC oligonucle-
otide collection, as previously described®. The experimental data and associated microarray designs have been
deposited in the NBCI Gene Expression Omnibus (GEO) under series GSE83673 and platform record GPL 1456.
Normalizations were performed using the Limma package available from Bioconductor (http://www.biocon-
ductor.org). Intra-slide and inter-slide normalizations were performed using the Print Tip Loess and quantile
methods, respectively. The means of ratios from all comparisons were calculated, and B-test analysis was per-
formed using the Limma package available from Bioconductor. Differentially expressed genes were selected using
a Benjamini-Hochberg correction of the p-value for multiple tests on the basis of a p-value below 0.05 and a
fold-change cutoff (log Ratio > 0.7).

Real-time quantitative PCR. The relative amount of mRNA was determined by quantitative RT-PCR using
a SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems)®. The primer sequences are available upon request.

Western blot analysis. Cell extracts were prepared using lysis buffer'*!>. Immunoblotting was performed
with antibodies against SDHA, NDUFA9 (Molecular Probes), NRF1, TFAM, VDACI (Santa Cruz Biotechnology)
and a—tubulin (Sigma-Aldrich). Antibodies against ATF4, GRP78, total and phospho-elF2a (Ser51) and
CHOP/DDIT3 were purchased from Cell Signaling Technology. After incubation with the secondary antibod-
ies, the membranes were washed 3 times, incubated with chemiluminescent HRP substrate Immobilon Western
(Millipore) and scanned with a PXi gel imaging system.
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Statistical analysis. The significance of differences between the means of 2 groups was evaluated using
Student’s t-tests.
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