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Titre : Étude de l’effet Warburg, à l’origine du métabolisme énergétique de la
cellule cancéreuse, chez la levure Saccharomyces cerevisiae

Résumé : Nous avons étudié les relations entre les différentes voies du métabolisme
énergétique lors de la mise en place des effets Crabtree et Warburg. L’effet du glucose
sur le métabolisme énergétique de S. cerevisiae se traduit dans un premier temps par une
inhibition cinétique du métabolisme oxydatif (effet Crabtree). Après l’ajout de glucose
aux cellules, nous avons mis en évidence l’accumulation d’un intermédiaire de la gly-
colyse, le F1,6bP. Ceci induit une diminution drastique du rapport G6P/F1,6bP. Or, il
a été montré que le G6P stimule et le F1,6bP inhibe l’activité de la chaine respiratoire
mitochondriale « in-situ ». L’utilisation de mutants et la modulation de ce rapport nous
a permis de montrer que l’induction de l’effet Crabtree chez la levure Saccharomyces
cerevisiae est dû à une diminution du rapport G6P/F1,6bP. Parallèlement, le glucose
induit un réarrangement génétique qui à terme conduit à un effet Warburg. Nous avons
mis en évidence une diminution, au cours du temps du contenu mitochondrial par
effet de dilution, suite à un arrêt de la biogenèse mitochondriale (répression de HAP4).
Nous avons pu montrer que cette diminution quantitative des OXPHOS est sans effet
sur la synthèse d’ATP cellulaire. Ceci est dû à une augmentation du flux de synthèse
d’ATP glycolytique. L’utilisation de mutants HAP4↑, nous a permis de montrer qu’il
n’y a pas de lien simple entre prolifération et répression des OXPHOS. Bien que le
flux glycolytique diminue dans les conditions de maintien des OXPHOS, ceci est sans
effet notoire sur la vitesse de prolifération. Ceci est un rare exemple d’une situation
biologique ou l’on observe un découplage entre métabolisme énergétique et prolifération.

Mots clés : Effet Crabtree ; effet Warburg ; Saccharomyces cerevisiae ; cellule tumorale ;
métabolisme énergétique ; glycolyse ; oxydations phosphorylantes ; chaine respiratoire.



Title : Study of the Warburg effect, on the origin of the energy metabolism of the
cancer cell, in yeast Saccharomyces cerevisiae

Abstract : We used the yeast Crabtree (+) model to study the relationships between
the energy metabolism pathways during the implementation of the Warburg effect.
The effect of glucose on S. cerevisiae energetic metabolism results initially in a kinetic
inhibition of the oxidative metabolism (Crabtree effect). Rapidly after the addition of
glucose, we found an accumulation of F1, 6bP. This induces a drastic reduction in the
ratio G6P / F1,6bP. Moreover, it has been shown that G6P stimulates and F1,6bP inhibits
the activity of the respiratory chain "in-vitro". Mutants and the modulation of this ratio
allowed us to show that the induction of the Crabtree effect is due to a decrease in the
G6P / F1,6bP ratio. In parallel with the implementation of the Crabtree effect, glucose
induces a genetic rearrangement that leads to a Warburg effect. We showed a decrease
over time of mitochondrial enzymatic equipment by dilution effect, due to a halt of
mitochondrial biogenesis (transcriptional repression of HAP4). We have been able to
show that this decrease in respiratory capacity has no effect on the cellular capacity for
ATP synthesis. This is due to the increase in glycolytic ATP synthesis flux. Furthermore,
the use of mutants where there is no repression of mitochondrial metabolism upon
glucose addition allowed us to show that there is no simple link between OXPHOS
activity and cell proliferation. i.e. Mitochondrial metabolism repression/high glycolytic
flux is not mandatory to allow a rapid cell proliferation. This is a rare example where
energetic metabolism and cell proliferation are uncoupled.

Keywords : Crabtree effect ; Warburg effect ; Saccharomyces cerevisiae ; tumor cell ;
energy metabolism ; glycolysis ; oxidative phosphorylation ; respiratory chain.
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AMPK : AMP-activated protein kinase
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ARN : Acide ribonucléique

ARNm : Acide ribonucléique messager

ATP : Adénosine 5’ triphosphate

BSA : Bovinum Serum Albuminin



CCCP : Carbonyl Cyanide m-chlorophenyl hydrazone

cdk : Kinase dépendante des cyclines

CHX : Cycloheximide

CoA : Coenzyme A

ctrl : Condition contrôle

CYB2 : CYtochrome B

CYC1 : CYtochrome C1

DHAP : Dihydroxyacétone phosphate

DLD1 : D-Lactate Dehydrogenase 1

DO : Densité Optique

DTT : Dithiothréitol

E-OH : Ethanol

EDTA : Acide éthylène diamine tétraacétique

EGTA : Ethylene glycol-bis(β-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid

Elm1 : ELongated Morphology

ESM : Erreur standard de la moyenne

F1,6bP : Fructose-1,6-bisphosphate
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F6P : Fructose-6-phosphate
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G6PDH : Glucose-6-phosphate déshydrogénase

G6P Glucose-6-phosphate

GAPDH : Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase

glc : Glucose

GLUT : Glucose transporter

Gly-PDH : Glycérol-phosphate déshydrogénases



Gly3-P : Glycéraldéhyde-3-phosphate

HAP : Heme activator protein

HIF-1 : Hypoxia Inducible Factor

HK : Hexokinase

HXK2 : Hexokinase 2

HXT : Hexose transporter

IDH : Isocitrate déshydrogénase

LDH : Lactate déshydrogénase

Mig : Multicopy Inhibitor of GAL gene expression

MPC : Mitochondrial pyruvate carrier

NAD+ / NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide oxydé/réduit

NADP+/NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydé/réduit

OXPHOS : Oxydation phosphorylante

PBS : Tampon phosphate salin

PDC : Pyruvate décarboxylase

PDH : Pyruvate déshydrogénase

PDHK : Pyruvate déshydrogénase kinase

PDHP : Pyruvate déshydrogénase phosphatase

PEP : Phosphoénol pyruvate

PFK : Phosphofructokinase

PGI : Phosphoglucoseisomérase

PGK : Phosphoglycérate kinase
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Pi : Phosphate inorganique

PK : Pyruvate kinase

Rapa : Rapamycine



Rgt : Restores Glucose Transport

RSV : Respiratory State Value

Sak1 : Snf1 Activating Kinase

SDS : Dodécyl sulfate de sodium

SDS-PAGE : Sodium dodécylsulfate polyacrylamide gel electropharesis

Snf : Sucrose NonFermenting
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INTRODUCTION

Le cancer est un terme qui a été utilisé en médecine depuis l’Antiquité classique. À

cette époque il désignait un grand nombre de maladies qui se manifestent par des lésions

tissulaires locales [202]. Aujourd’hui, le terme « cancer » regroupe toutes les maladies

dont le mode de développement est lié à un défaut dans les mécanismes régulant la

prolifération cellulaire [107].

Les recherches récentes menées sur les mécanismes régulant la prolifération cellulaire

montrent qu’il existe une étroite relation entre différentiation, prolifération et apoptose

[90, 12]. Le passage d’un état à l’autre est sous la dépendance de trois groupes de

protéines codées par trois catégories de gènes : les proto-oncogènes qui codent pour les

protéines régulant le signal de stimulation du cycle cellulaire, les gènes suppresseurs

de tumeurs et les gènes qui codent pour les protéines régulant le signal de déclenche-

ment de l’apoptose. Une altération dans l’un de ces trois systèmes peut conduire à une

dérégulation de la prolifération cellulaire [120, 188, 22, 231, 218].

Pour proliférer, les cellules eucaryotes passent par plusieurs phases morphologique-

ment distinctes, formant ce qu’on appelle le cycle cellulaire. Chez les eucaryotes, le

cycle cellulaire est composé d’une succession de quatre phases : G1, S, G2 et M, au

cours desquelles la cellule couple croissance (G1, S) et division (G2, M). En fonction de

la progression dans ces différentes phases du cycle cellulaire, la demande des cellules

en énergie et en précurseurs de biomolécules est très variable [82]. Pour s’ajuster à

cette demande, les cellules en prolifération doivent réaliser une série de modulations de

leurs métabolismes énergétique et intermédiaire, afin d’apporter suffisamment d’énergie

(ATP), de précurseurs de biomolécules (acides aminés, lipides et nucléotides) et de

pouvoir réducteur (NADPH), nécessaires à la réplication de l’ADN et la synthèse des

macromolécules (ribosomes, enzymes, etc.) [82].

Chez les mammifères, le glucose joue un rôle très important dans le métabolisme

des cellules en prolifération [38]. Ce dernier est la principale source de carbone et

d’énergie pour notre organisme. Son oxydation permet non seulement la production

d’ATP, mais aussi de fournir les métabolites intermédiaires précurseurs de biomolécules
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(acides aminés, NADPH, etc.).

Plusieurs études menées sur le métabolisme tumoral ont mis en évidence des mo-

dulations majeures dans le métabolisme glucidique des cellules cancéreuses [51]. En

effet, il a été montré un rôle de c-Myc (facteur de transcription [127, 19] muté dans

plusieurs types de cancer [59, 166]) dans la modulation de l’expression de nombreux

gènes impliqués dans le métabolisme du glucose, parmi ces gènes, on trouve ceux de la

lactate déshydrogènase A (LDH-A), le transporteur de glucose GLUT1, l’Hexokinase 2, la

Phospho-Fructo-Kinase (PFK) et l’énolase 1 (EN01) [130, 186, 222, 146].

Aujourd’hui, l’étude des mécanismes impliqués dans la modulation du métabolisme

tumoral et leur lien avec la transformation maligne est devenue un sujet d’actualité.

Le nombre de publications sur le métabolisme tumoral ne cesse d’augmenter ces deux

dernières décennies [187], alors que les questions sur les régulations spécifiques du

métabolisme énergétique de la cellule tumorale ont été soulevées il y a plus de 60 ans.

Entre 1924 et 1927, Otto Warburg et ses collaborateurs ont réalisé une série d’ex-

périences dans lesquelles, ils ont mesuré les activités des deux voies du métabolisme

énergétique (glycolyse et respiration mitchondriale) sur de nombreuses lignées de cel-

lules tumorales et normales. Ils ont constaté que contrairement aux cellules différenciées,

qui en présence d’oxygène utilisent préférentiellement la respiration mitochondriale

(effet Pasteur), les cellules cancéreuses, que ce soit en présence ou en absence d’oxygène,

utilisent principalement la fermentation lactique pour la conversion d’énergie [250, 248].

Aujourd’hui, cette particularité métabolique des cellules cancéreuses porte le nom d’«

effet Warburg » ou « glycolyse aérobie ».

En se basant sur leurs résultats, O. Warburg postula en 1956 dans son célèbre papier «

On the Origin of Cancer Cells », qu’une altération irréversible du métabolisme respiratoire,

associée à une augmentation du flux glycolytique est la cause fondamentale du cancer

[249].

Bien que, la glycolyse aérobie ait été caractérisée dans la plupart des types de

cancer, cette particularité métabolique n’est pas exclusive aux cellules cancéreuses. A

la même époque que Mr. Warburg, Mr. Herbert G Crabtree était aussi très intéressé par

le métabolisme tumoral. Peu convaincu par les conclusions de Warburg sur la relation
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de la glycolyse aérobie avec le caractère malin des cellules tumorales, il montra que

la glycolyse aérobie n’est pas une caractéristique spécifique aux cellules malignes. En

utilisant les techniques développées par Warburg, Crabtree montra que la glycolyse

aérobie est présente dans d’autres lésions tissulaires non malignes, caractérisées par une

activation de la prolifération cellulaire [53].

En 1929, Crabtree a mis en évidence une autre particularité métabolique. Outre

la glycolyse aérobie, Crabtree montra que l’ajout de glucose au milieu de culture des

cellules cancéreuses, induit une inhibition de la respiration, d’environ 10-20 %, alors que

pour les cellules normales, une légère stimulation de la respiration peut être observée

après l’ajout de glucose. Ce phénomène porte aujourd’hui le nom de l’effet Crabtree [54].

Dans la littérature, l’utilisation du terme « effet Crabtree » est l’objet d’une confusion.

L’effet Crabtree est défini comme une inhibition partielle et immédiate de la respiration

mitochondriale, après l’ajout du glucose au milieu de culture [54]. Toutefois, dans la

littérature, le terme « effet Crabtree » est souvent utilisé plutôt pour désigner l’ensemble

du phénotype que certaines levures développent après l’ajout d’une concentration im-

portante de glucose dans leur environnement [200, 63, 183]. En effet, l’effet Crabtree

correspond à une régulation cinétique du métabolisme énergétique des cellules. Cette

régulation est en étroite relation avec les variations court-terme des concentrations

cytosoliques des différents intermédiaires de la glycolyse (glucose-6-phosphate, fructose-

6-phosphate) et du phosphate inorganique libre (Pi) après l’ajout de glucose [136, 207].

Or, sur le long terme (effet Warburg), les modulations du métabolisme énergétique des

cellules sont principalement dues à une régulation génétique (stimulation/répression

transcriptionnelle) induite par le glucose [128, 238, 40, 254, 233, 191, 210, 219].

Chez certains types de levures, telles que Saccharomyces cerevisiae, l’ajout d’une

concentration élevée de glucose (plus de 5 g/l en comparaison à la concentration

en glucose circulante chez le mammifère de 1 g/l) induit une inhibition partielle et

immédiate de la respiration mitochondriale (effet Crabtree) [53, 63, 84]. Après quelques

heures, les cellules de S. cerevisiae développent un phénotype métabolique très similaire

de celui des cellules tumorales appelé « répression glucose » [128, 39, 92]. Chez la levure

la répression glucose est caractérisée par : 1) une consommation accrue du glucose, 2)
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une répression de la respiration et 3) la fermentation du pyruvate en présence d’oxygène

[210]. De même que pour l’effet Warburg, le phénotype de la répression glucose est

associé à une augmentation de la vitesse de prolifération cellulaire [210].

Les données expérimentales cumulées sur les caractéristiques phénotypiques de l’effet

Warburg de la cellule cancéreuse et la répression glucose de la levure suggèrent que «

effet Warburg » et « répression glucose » sont deux appellations utilisées pour désigner un

seul phénotype [71, 70, 180]. Il s’agit du phénomène de la répression de la respiration

et la fermentation du glucose en aérobiose, dans des cellules proliférant rapidement.

Cependant, malgré cette similitude phénotypique, dans la littérature, nous trouverons

que les problématiques scientifiques soulevés par l’effet Warburg et la répression glucose

sont différentes.

Chez les cellules de mammifères, la question relative à l’effet Warburg porte principa-

lement sur les mécanismes à l’origine de la mise en place de cet effet, ainsi les relations

qui peuvent exister entre le développement de l’effet Warburg et l’augmentation de la

vitesse de prolifération.

Alors que, chez la levure, la question relative à la répression glucose est différente.

La problématique de la répression glucose chez la levure n’est pas l’augmentation de

la vitesse de prolifération, mais plutôt la baisse du rendement : quantité de biomasse

produit par quantité de glucose consommé [219]. En effet, pour les industriels de la

biotechnologie, la transformation du glucose en éthanol, dans des conditions où on

cherche à produire de la biomasse, représente une perte économique considérable. De ce

fait le questionnement relatif à la répression glucose porte sur la possibilité d’empêcher

ou de réduire le déclenchement du métabolisme fermentaire, après l’ajout de glucose.

Dans la littérature, la grande majorité des études réalisées sur les relations existantes

entre le développement de l’effet Warburg et la capacité de proliférer plus rapidement a

été réalisée sur des cellules de mammifères. Aujourd’hui, malgré le nombre conséquent

de résultats cumulés, nous ne sommes toujours pas en mesure d’établir de façon précise

pourquoi la fermentation de glucose en aérobiose est corrélée avec une augmentation

de la vitesse de prolifération cellulaire. En effet, une des difficultés de l’étude de l’effet

Warburg sur un modèle mammifère réside dans l’hétérogénéité génétique et pathologique
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du modèle de cellules tumorales (maligne et bénigne) [228].

Le constat relatif à l’effet Warburg chez les cellules tumorales et la répression glucose

chez la levure, suggère que le phénotype de fermentation de glucose en aérobiose est

universel dans les cellules à prolifération rapide. Toutefois, les mécanismes responsables

de son induction sont hétérogènes et type cellulaire dépendantes [264]. En effet, aujour-

d’hui, il est admis qu’il n’existe pas un mécanisme universel pour expliquer le phénotype

de l’effet Warburg [67, 228].

L’effet Warburg est un phénotype de modification du métabolisme énergétique. Ce

dernier (métabolisme énergétique) est formé d’une série de réactions d’oxydoréduction

et de phosphorylation, qui visent la conversion de l’énergie potentiel de glucose en une

forme d’énergie utilisable par la cellule. Si le type cellulaire, la situation métabolique, ou

le besoin énergétique changent, ces réactions restent toujours soumises aux mêmes lois

strictes de la chimie (thermodynamique). Par exemple en ce qui concerne la glycolyse :

entre une cellule normale, une cellule tumorale ou une cellule de levure, nous n’aurons

forcement pas les enzymes exprimées avec une même quantité, et/ou avec les mêmes

isoformes. Mais, malgré cette différence quantitative et qualitative des enzymes de la

glycolyse, cette dernière, reste toujours soumise aux contraintes du potentiel redox

cytosolique (déterminé par le rapport NADH,H+/NAD+) et du potentiel phosphate

(déterminé par le rapport ATP/ADP. Pi) de la cellule.

En aérobiose, la fermentation lactique/alcoolique a pour première fonction, la réoxy-

dation du NADH,H+ cytosolique dans des conditions où la vitesse de réduction du NAD+

par la glycolyse dépasse la capacité du système des OXPHOS dans la regénération du

NAD+. Cependant, ce schéma général du métabolisme énergétique des cellules différen-

ciées ne semble pas conservé chez les cellules qui proliférent rapidement. De nombreuses

lignées cellulaires (levure, certains types de cellules tumorales) couplent une diminution

de l’activité du système des OXPHOS, en faveur de la fermentation lactique/alcoolique à

l’augmentation de la vitesse de prolifération cellulaire [264]. En outre, il a été montré

que la répression du métabolisme fermentaire (délétion du gène LDH-A), permettait

de restaurer le flux respiratoire et diminuer la vitesse de prolifération dans des lignées

de cellules tumorales présentant un effet Warburg [83], suggérant ainsi une relation
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évidente entre la vitesse de prolifération et la fermentation du glucose en aérobiose.

Pour comprendre les relations existantes entre la répression du métabolisme oxydatif,

la fermentation du glucose en aérobiose et la vitesse rapide de prolifération, il est

indispensable d’effectuer une étude qui permet de suivre dans le temps les modulations

du métabolisme énergétique mises en place au cours de la transition d’un métabolisme

"de base" d’une cellule différenciée, vers un métabolisme prolifératif.

Ainsi, pour pouvoir élucider la relation entre le développement de l’effet Warburg

et l’augmentation de la vitesse de prolifération, nous avons essayé dans ce travail de

thèse une nouvelle approche, celle de l’étude la cinétique d’évolution du métabolisme

énergétique au cours de la mise en place de l’effet Warburg chez la levure S. cerevisiae.

Dans la suite de cette partie, nous allons développer plus avant :

å le métabolisme glucidique chez les eucaryotes (mammifère et levure), les points

de régulation de ce dernier et le rôle du glucose dans la réponse à la demande en

énergie et en carbone chez les cellules en prolifération.

å La glycolyse aérobie (effet Warburg) chez les cellules cancéreuses et les mécanismes

moléculaires responsables de sa mise en place.

å Le métabolisme énergétique de la levure S. cerevisiae, la répression glucose chez la

levure et les mécanismes moléculaires impliqués dans sa mise en place.

å La problématique et le contexte de notre étude, ainsi que le choix de la levure S.

cerevisiae comme modèle cellulaire pour réaliser l’étude de cinétique d’induction

de l’effet Warburg.

6



Chapitre 1

Mécanismes de l’oxydation du glucose

Dans les cellules eucaryotes les glucides représentent la principale source de carbone

et d’énergie. Principalement formés d’hexoses (glucose, galactose, fructose, mannose), les

glucides existent dans la nature dans la plupart des cas sous forme polymérique (amidon,

glycogène, lactose, maltose, saccharose). Pour les rendre utilisables par la cellule, une

hydrolyse préalable de ces polymères en monomère (sucre simple) est nécessaire.

Chez les mammifères, l’hydrolyse des glucides en sucres simples se fait principalement

enzymatiquement au niveau de l’intestin. Tandis que chez la levure S. cerevisiae l’hydro-

lyse des glucides, tels que le saccharose est réalisée par des invertases extracellulaires,

(β -D-fructosidase, saccharose hydrolase), qui hydrolysent le saccharose en glucose et en

fructose [255, 158].

Après hydrolyse, le glucose est le sucre simple le plus abondant. Le glucose occupe

une position centrale dans le métabolisme. Suite à son import au sein de la cellule,

il a trois destinées majeures : il peut être oxydé en pyruvate par les enzymes de la

glycolyse ; il peut aussi être oxydé par la voie des pentoses phosphates pour donner du

ribose-5-phosphate (précurseur d’acides nucléiques) et le NADPH (pouvoir réducteur

nécessaire aux réactions de biosynthèses) ; il peut enfin être mis en réserve sous forme

de polysaccharides (amidon, glycogène).
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Chapitre 1. Mécanismes de l’oxydation du glucose

1.1 Entrée du glucose dans la cellule

Chez les eucaryotes, le passage du glucose du milieu extracellulaire vers le cytoplasme

se fait par diffusion facilitée. En effet, le glucose est une molécule polaire hydrophile,

son passage à travers la membrane plasmique n’est possible qu’à travers des struc-

tures glycoprotéiques incorporées dans la membrane plasmique appelées perméases ou

transporteurs du glucose.

Dans les cellules humaines, quatorze isoformes de perméases de type GLUT ont été

mises en évidences [234]. Parmi ces isoformes, seules cinq (GLUT1 à GLUT5) ont été

réellement caractérisées en termes de transport. L’expression de certaines de ces iso-

formes, qui présentent des caractéristiques cinétiques distinctes, dépend essentiellement

de la spécificité fonctionnelle des tissus. Alors que, GLUT1 et GLUT3 sont présents dans

tous les tissus des mammifères, GLUT2 est essentiellement exprimé dans les hépatocytes,

les cellules β des îlots de Langerhans et les cellules de la membrane basolatérale de

l’intestin grêle [103]. GLUT4, est exprimé plus spécifiquement dans les tissus cibles de

l’insuline : le muscle squelettique et le tissu adipeux. GLUT5 présente une meilleure

affinité pour le fructose que pour le glucose. Il a été caractérisé pour la première fois,

dans des entérocytes et dans des spermatozoïdes [33, 75]. Des études récentes montrent

que GLUT5 est aussi présent dans le muscle. Même s’il est peu abondant dans ce tissu par

rapport aux cellules entérocytaires, GLUT5 est le deuxième transporteur le plus exprimé

dans les cellules musculaires striées après GLUT4 [229].

Dans la levure Saccharomyces cerevisiae, le transport du glucose est assuré par des

perméases de type HXT (hexose transporter). Le séquençage du génome de cette levure

a révélé qu’elle possède 17 isoformes d’HXT [139, 144]. Ces transporteurs membranaires

ont une affinité élevée pour le glucose [24], et peuvent aussi transporter le fructose et le

mannose [18].

Contrairement aux organismes pluricellulaires pour lesquels l’expression des diffé-

rentes isoformes de transporteurs du glucose est tissu-spécifique et la concentration en

glucose extracellulaire est quasi constante, les organismes unicellulaires peuvent subir

des variations drastiques de la concentration des différentes sources de carbone dans
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Chapitre 1. Mécanismes de l’oxydation du glucose

leur environnement. Chez S. cerevisiae, l’expression des différentes isoformes d’HXT est

intimement liée à la concentration extracellulaire de leurs substrats (glucose, fructose et

mannose).

En fonction de leurs affinités pour le glucose, les HXT sont divisés en 3 catégories

distinctes.

ä HXT à faible affinité avec un Km de 40 à 100 mM. Dans cette catégorie on trouve

HXT1 et HXT3 [204] ;

ä HXT à affinité modérée avec un Km de 10 à 15 mM. Dans cette catégorie on trouve

HXT4 et HXT5 [204, 74] ;

ä HXT à haute affinité avec un Km de 1 à 3 mM. Dans cette catégorie on trouve HXT6

et HXT7 [204].

HXT2 peut exister sous 2 conformations : une avec une affinité élevée (Km 2 mM) et

une autre avec une affinité modérée (Km 10 mM), en fonction de la concentration du

glucose dans l’environnement [204].

HXT5, HXT6 et HXT7 sont principalement exprimés dans des conditions de stress

suite à un appauvrissement en glucose [73, 94, 243, 135].

Le transport du glucose à travers les GLUT/HXT se fait selon le principe de diffusion

facilitée. En fonction du gradient de concentration, ces perméases vont permettre le

passage du glucose du coté le plus concentré (milieu extracellulaire) vers le coté moins

concentré (cytoplasme). Ce gradient de concentration est maintenu, car suite à son im-

port, le glucose est immédiatement recruté et phosphorylé par une hexokinase générant

le glucose-6-phosphate (G6P).

Cette étape de phosphorylation du glucose en G6P est primordiale, car non seulement

elle empêche le glucose de ressortir vers l’extérieur, mais elle lui permet aussi, de

s’engager dans plusieurs voies métaboliques, telles que la glycolyse.
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Chapitre 1. Mécanismes de l’oxydation du glucose

1.2 La glycolyse

Chez les eucaryotes, la glycolyse est la première voie métabolique dans le processus

de conversion de l’énergie. Se déroulant entièrement dans le cytosol, la glycolyse est

composée de dix réactions enzymatiques (Figure 1.1).

Une glycolyse complète permet l’oxydation d’une molécule de glucose en deux

molécules de pyruvate, conduisant ainsi à la formation de deux molécules d’ATP et deux

NADH,H+, selon la réaction globale suivante :

Glucose + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD+ 2 Pyruvate + 2 ATP + 2 H2O + 2 NADH + 2 H+

1.3 Devenir du pyruvate

Au cours du processus d’oxydation du glucose, l’état redox cytosolique du couple

NADH,H+/NAD+ cytosolique joue un rôle très important dans la régulation du flux des

différentes voies de synthèse d’ATP (glycolyse et respiration mitochondriale) [115].

Dans le cytosol, la conversion d’une molécule du glucose en deux molécules de

pyruvate par la glycolyse est accompagnée de la réduction de deux NAD+.

Afin de maintenir un état redox favorable à la glycolyse, le NADH,H+ produit doit

être réoxydé. Chez les eucaryotes, le mécanisme de réoxydation du NADH,H+ dépend

principalement de la disponibilité en oxygène, de l’état énergétique de la cellule et d’un

système des oxydations phosphorylantes (OXPHOS) fonctionnel.
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Chapitre 1. Mécanismes de l’oxydation du glucose

Figure 1.1 – Voie de dégradation du glucose
(La glycolyse). Une molécule du glucose est trans-
portée vers le cytosol par diffusion facilitée via un trans-
porteur du glucose (GLUT/HXT). (1) Une fois dans le
cytosol, la molécule de glucose est recrutée par une hexo-
kinase qui transfère un groupement phosphate à partir
d’une molécule d’ATP donnant une molécule de glucose-
6-phosphate (G6P), cette réaction est irréversible. (2)
Le G6P est ensuite recruté par une phosphohexose iso-
mérase, cette enzyme catalyse l’isomérisation du G6P
en fructose-6-phosphate (F6P). Cette réaction est ré-
versible. (3) La troisième réaction est catalysée par la
phosphofructokinase (PFK), elle consiste au transfère
d’un groupement phosphate à partir d’une molécule
d’ATP au F6P pour donner le fructose 1,6 bisphosphate
(F1,6bP), cette réaction est irréversible. (4) Le F1,6bP
est scindé en 2 trioses : le glycéraldéhyde-3-phosphate
(Gly3-P) et la dihydroxyacétone phosphate (DHAP).
(5) Dans la suite de la glycolyse, seul le Gly3-P qui va
être utilisé : il y a donc conversion de la DHAP en Gly3-
P par la triose-phosphate isomérase. (6) Le Gly3-P
est en suite recruté par la glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase (GAPDH), cette dernière catalyse le
transfert d’un phosphate inorganique libre (Pi) du cy-
toplasme au Gly3-P donnant le 1,3 bisphosphoglycérate
(1,3 bPG). Cette réaction est réversible et est couplée à
la réduction d’une molécule de NAD+ en NADH,H+. (7)
Le 1,3 bPG est déphosphorylé par la phosphoglycérate
kinase donnant le 3-phosphoglycérate. Cette réaction
est réversible et est couplée à la formation d’une molé-
cule d’ATP. (8) Le 3-phosphoglycérate est converti en
2-phosphoglycérate par la phosphoglycérate mutase.
Cette réaction est réversible. (9) L’énolase catalyse la
déshydratation du 2-phosphoglycérate pour donner
le phosphoénolpyruvate (PEP) et une molécule d’eau.
Cette réaction est réversible. (10) La dernière étape de
la glycolyse est catalysée par la pyruvate kinase. Elle
consiste à la conversion du PEP en pyruvate. Cette réac-
tion est irréversible et est couplée à la formation d’une
molécule d’ATP.
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Chapitre 1. Mécanismes de l’oxydation du glucose

1.3.1 En absence d’oxygène (anaérobie)

En anaérobiose, en hypoxie, ou lorsque les cellules ne disposent pas de mitochondries

(hématie) le pyruvate est utilisé comme accepteur final d’électrons, il est réduit en lactate

par la lactate déshydrogénase selon la réaction suivante.

Pyruvate + NADH + H+ LDH lactate + NAD+

Ce mécanisme de régénération du NAD+ en anaérobiose est appelé la fermentation

lactique. Chez la levure telle que S. cerevisiae, le pyruvate n’est pas réduit en lactate mais

en éthanol. Dans ce cas la régénération du NAD+ se fait en deux étapes :

1. Le pyruvate est décarboxylé en acétaldéhyde par la pyruvate décarboxylase. Cette

réaction est irréversible.

Pyruvate PDC acétaldéhyde + CO2

2. L’acétaldéhyde est réduit en alcool ou éthanol par l’alcool déshydrogénase. La

réaction est couplée à l’oxydation du NADH,H+ formé lors de la glycolyse.

Acétaldéhyde + NADH + H+ ALDH éthanol + NAD+

Ce mécanisme de régénération du NAD+ en anaérobiose chez la levure est appelé la

fermentation alcoolique. Dans les conditions de fermentation (lactique ou alcoolique), le

rendement énergétique de l’oxydation d’une molécule du glucose est considérablement

plus faible qu’en aérobie (voir ci-dessous).

glucose + 2 ADP + 2 Pi 2 lactate + 2 ATP (mammifère)

glucose + 2 ADP + 2 Pi 2 éthanol + 2 CO2 + 2 ATP (Levure)

1.3.2 En présence d’oxygène (aérobie)

En raison de sa fonction d’accepteur final d’électrons, l’oxygène joue un rôle très

important dans le processus de la respiration mitochondriale. Lorsque celui-ci est dispo-

nible, les complexes de la chaine respiratoire vont pouvoir libérer leurs sites de liaison
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d’électrons en cédant les électrons captés à partir de l’oxydation des coenzymes réduits

(NADH, FADH2, succinate, QH2) à l’oxygène, permettant ainsi la réalisation d’un autre

cycle d’oxydation.

L’oxydation des coenzymes réduits et donc le transfert d’électrons à travers les

complexes de la chaine respiratoire est couplée à un transfert vectoriel de protons de la

matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire de la mitochondrie et un gradient

de proton (force protomotrice) est donc établi de part et d’autre de la membrane interne

de la mitochondrie.

La membrane interne mitochondriale étant quasi imperméable, le pyruvate (anion

organique), ne peut la franchir qu’à travers une protéine transporteur [29] qui utilise

le gradient de protons établi par la chaine respiratoire pour transférer le pyruvate vers

la matrice mitochondriale en même temps qu’un proton H+ [105]. Dans la matrice

mitochondriale, le pyruvate sera oxydé en CO2 et H2O par le cycle de Krebs. Le résultat

de cette oxydation est la formation de trois NADH,H+, un FADH2 et un GTP ou un ATP

par molécule de pyruvate. Les coenzymes réduits (NADH,H+ et FADH2) seront ensuite

oxydés par la chaine respiratoire et l’ATP synthase utilisera le gradient électrochimique en

protons généré par cette oxydation pour former des molécules d’ATP. L’ensemble de ces

réactions enzymatiques forme le processus des oxydations phosphorylantes (OXPHOS).

Les coenzymes NAD+ et NADH,H+ ne peuvent pas franchir la membrane interne

de la mitochondrie. Chez les eucaryotes supérieurs, les deux navettes malate-aspartate

et glycérol-3-phosphate sont deux mécanismes par lesquels le pouvoir réducteur (2H+

+ 2e-) du NADH cytosolique est transféré vers un NAD+ de la matrice mitochondriale

(Figure 1.2). De cette façon le NADH formé lors de la glycolyse est régénéré en NAD+

au sein de la matrice mitochondriale.
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Chapitre 1. Mécanismes de l’oxydation du glucose

Figure 1.2 – Mécanismes de réoxydation du NADH cytosolique en aérobiose, chez les
eucaryotes supérieurs : Navette Malate/Aspartate et glycérol-3-phosphate. Á gauche, la
réduction de l’oxaloacétate en malate dans le cytosol par une malate déshydrogénase, assure l’oxydation
d’un NADH,H+ cytosolique en NAD+. Le malate est ensuite transporté dans la matrice mitochondriale
où une malate déshydrogénase l’oxyde en oxaloacétate avec réduction d’un NAD+ matriciel en NADH.
L’oxaloacétate ainsi produit dans la mitochondrie, ne peut franchir la membrane mitochondriale, une
réaction de transamination le tranformera en aspartate qui, lui, traverse cette membrane. Une deuxième
transamination dans le cytosol redonnera de l’oxaloacétate. Á droite, deux glycérol-phosphate déshydrogé-
nases (Gly-PDH) différentes participent à cette navette : une, cytosolique ; l’autre, mitochondriale, située
sur la face externe de la membrane interne. Dans le cytosol, la Gly-PDH convertit un NADH,H+ cytosolique
en NAD+ en réduisant la dihydroxyacétone phosphate (DHAP) en glycérol-3-phosphate. Dans l’espace
intermembranaire mitochondrial, la Gly-P DH mitochondriale couple l’oxydation du glycérol-3-phosphate
en DHAP au transfert de deux électrons au complexe III de la chaîne respiratoire, via une ubiquinone.

1.4 La respiration mitochondriale

L’oxydation du pyruvate par la respiration mitochondriale est divisée en trois (3)

grandes étapes :

1.4.1 Le transport et la conversion du pyruvate en acétyl-CoA

Chez la levure, la drosophile et l’homme, deux protéines transporteurs de type MPC

pour « mitochondrial pyruvate carrier » ont été identifiées comme essentielles pour le
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Chapitre 1. Mécanismes de l’oxydation du glucose

passage du pyruvate vers la matrice mitochondriale [29].

Dans la matrice mitochondriale, le pyruvate est recruté par le complexe enzymatique

pyruvate déshydrogénase qui catalyse la décarboxylation oxydative du pyruvate en acétyl-

CoA. La pyruvate déshydrogénase est un gros complexe multienzymatique accroché

à la face matricielle de la membrane interne de la mitochondrie. Il regroupe trois

activités enzymatiques : la pyruvate déshydrogénase, la dihydrolipoyltransacétylase et la

dihydrolipoyl déshydrogénase. La conversion du pyruvate en acétyl-CoA par ce complexe

est réalisée en plusieurs étapes, elle nécessite l’implication de plusieurs coenzymes : le

thiamine pyrophosphate (TPP), le lipoamide, le FAD, le NAD+ et le coenzyme A (CoA).

Ce dernier sera recyclé à la fin de la 2éme étape (le cycle de Krebs).

1.4.2 L’oxydation de l’acétyl-CoA dans le cycle de Krebs et formation des coenzymes

réduits

Le cycle de Krebs est une série de huit réactions successives d’oxydoréduction. Chez

les eucaryotes, ce cycle est réalisé en totalité dans la matrice mitochondriale. Il aboutit à

l’oxydation de l’acétyl-CoA en CO2, la régénération du coenzyme A et la réduction des

coenzymes NADH,H+ et FADH2 (Figure 1.3).
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Figure 1.3 – Cycle de Krebs.Les réactions du cycle de Krebs sont soumises à une régulation allosté-
rique par l’ATP, ADP, succinyl-CoA, NADH et Ca2+. Le Ca2+ et l’ADP stimulent le cycle de Krebs au niveau
des réactions de conversion de l’isocitrate en α -cétoglutarate puis en succinyl-CoA. Tandis que l’ATP, la
succinyl-CoA et le NADH jouent le rôle contraire (inhibition)
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1.4.3 Réoxydation des coenzymes réduits et synthèse d’ATP par le système des OXPHOS

Chez les eucaryotes, le système des OXPHOS (oxydations phosphorylantes) est le

mécanisme par lequel la majeure partie de l’ATP cellulaire est synthétisée [209]. Comme

son nom l’indique ce système est composé de deux séries de réactions enzymatiques de

natures différentes : oxydoréduction puis phosphorylation.

1.4.3.1 Les réactions d’oxydoréduction (la chaine respiratoire)

Les réactions d’oxydoréduction correspondent à la réoxydation du NADH formé à

partir de NAD+ lors de l’oxydation des nutriments en aérobiose, et le transfert des

électrons cédés par le NADH vers l’oxygène, l’accepteur terminal. Ces réactions sont

exergoniques, l’énergie libérée est utilisée pour déplacer des protons depuis la matrice

mitochondriale vers l’espace intermembranaire, générant ainsi un gradient de protons de

part et d’autre de la membrane interne mitochondriale. Ce mécanisme fait intervenir un

ensemble de complexes enzymatiques intégrés à la membrane interne mitochondriale. Il

s’agit de la chaine respiratoire.

Chez les eucaryotes supérieurs , la chaîne respiratoire est constituée de quatre

complexes protéiques :

ä Le complexe I ou la NADH-Coenzyme Q oxydoréductase ;

ä Le complexe II ou la succinate Coenzyme Q oxydoréductase ;

ä Le complexe III ou la Coenzyme Q-cytochrome c oxydoréductase ;

ä Le complexe IV ou la cytochrome c oxydase.

En plus de ces complexes non mobiles, la chaine respiratoire contient aussi deux

transporteurs d’électrons mobiles qui jouent le rôle de navette d’électrons entre les

complexes de la chaine respiratoire : le coenzyme Q et le cytochrome c. Le coenzyme

Q transporte les électrons depuis le complexe I et II vers le complexe III. Alors que le

cytochrome c transporte les électrons depuis le complexe III vers le complexe IV.

Les complexes I, III et IV couplent le transfert des électrons de haut potentiel du

NADH vers l’oxygène, à une extrusion de protons depuis la matrice mitochondriale vers

l’espace intermembranaire. Contrairement aux complexes I, III et IV qui traversent tous
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la membrane interne, le complexe II est ancré à la membrane interne et orienté vers la

face matricielle de la mitochondrie. Il est le seul complexe de la chaine respiratoire qui

ne participe pas au pompage des protons. Il catalyse le transfert des électrons du FADH2

vers le coenzyme Q. Le complexe II est aussi une enzyme de cycle de Krebs.

Chez la levure S. cerevisiae, la chaine respiratoire ne contient pas de complexe I. Il est

substitué par trois NADH déshydrogénases. Deux d’entre elles sont des isoformes externes,

elles sont accrochées à la membrane interne du côté de l’espace intermembranaire. Il

s’agit de Nde1p et Nde2p. La troisième est une déshydrogénase interne ancrée dans la

membrane interne du coté matrice mitochondriale, il s’agit de Ndip (Figure 1.4).

Figure 1.4 – Schéma de la chaîne respiratoire de la levure Saccharomyces cerevisiae.

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, seuls les complexes III et IV ont la capacité

de pomper des protons.

1.4.3.2 Les réactions de phosphorylation (ATP synthase)

La membrane interne mitochondriale n’est que faiblement perméable aux protons.

Ainsi, lors de l’extrusion des protons par la chaine respiratoire depuis la matrice vers

l’espace intermembranaire, une différence de potentiel électrochimique en protons

(∆µ̃H+) est établie de part et d’autre de la membrane interne mitochondriale [167].

Cette différence de potentiel électrochimique contient une composante chimique (∆pH)

et une composante électrique (∆Ψ).
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L’ATP synthase est un complexe enzymatique intégré à la membrane interne mito-

chondriale, il est formé de deux domaines, un domaine transmembranaire appelé F0 et

un domaine F1 hydrosoluble dans la matrice mitochondriale.

Selon la théorie chimio-osmotique de "Peter Mitchell", ce complexe couple la dissipa-

tion du potentiel électrochimique en protons par diffusion facilitée de protons à travers

le domaine F0, à la phosphorylation de l’ADP présent dans la matrice mitochondriale

catalysée par le domaine F1 en présence de Pi, conduisant ainsi à la synthèse d’ATP. L’ATP

ainsi synthétisé est ensuite exporté vers le cytosol par l’intermédiaire du transporteur

mitochondrial de nucléotides adényliques (translocase).

La réaction globale catalysée par les oxydations phosphorylantes peut donc s’écrire :

NADH+H++1/2 O2 +nADP+nPi
OXPHOS−−−−−−→ NAD++nATP+ (n +1)H2O

Où n représente le nombre de molécules d’ATP synthétisées par molécule de NADH

oxydée.

1.5 Régulation du processus d’oxydation du glucose

1.5.1 Régulation allostérique

Dans les cellules différenciées, la régulation allostérique par les métabolites occupe

une place importante dans la régulation du processus d’oxydation du glucose (glycolyse,

cycle de Krebs et respiration mitochondriale). En effet l’ensemble des enzymes qui cata-

lysent les réactions irréversibles de ces voies métaboliques sont soumises à la régulation

allostérique par les métabolites (acétyl-CoA, ATP, ADP, NADH). Dans le tableau 1.1 sont

résumés les principaux points de régulation allostérique du processus d’oxydation du

glucose.

Toutefois, dans les cellules eucaryotes, il a été montré que les cellules peuvent modu-

ler ou contourner l’effet d’inhibition allostérique par les métabolites, notamment l’ATP

et le G6P, par l’expression d’autres isoformes d’enzymes [156, 179]. À titre d’exemple,
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Tableau 1.1 – Régulateurs allostériques des voies de dégradation de glucose par les
métabolites.

Enzyme Voie métabolique Effecteur Effet allostérique

Hexokinase I, II glycolyse G6P inhibition

PFK-1 glycolyse ATP, citrate inhibition

AMP, F2,6bP stimulation

Pyruvate Kinase glycolyse ATP inhibition

F2,6bP stimulation

IDH cycle de Krebs
ATP, NADH,

succinyl-CoA
inhibition

Ca2+ stimulation

α-KGDH cycle de Krebs ATP, NADH inhibition

ADP, Ca2+ stimulation

Cytochrome-c-

oxydase
chaine respiratoire ATP inhibition

ADP stimulation

chez les mammifères, la première réaction de la glycolyse peut être catalysé par trois iso-

formes d’hexokinase : l’hexokinase I, l’hexokinase II, et la glucokinase. Cette dernière est

exprimée plus particulièrement dans les cellules hépatiques. Elle possède la particularité

de ne pas être inhibée par le G6P [71].

1.5.2 Régulation thermodynamique

D’un point de vue thermodynamique, la cellule est un système ouvert qui échange

en permanence de l’énergie et de la matière avec son environnement. Au sein de la

cellule, les réactions qui constituent le métabolisme énergétique ne sont qu’une forme

de conversion de l’énergie potentielle de l’environnement vers une forme utilisable par

la cellule : le potentiel phosphate. Le processus de conversion d’énergie à partir du
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glucose (glycolyse, cycle de Krebs et chaine respiratoire) consiste à la conversion de

l’énergie potentielle de ce dernier en trois formes successives d’énergie : potentiel redox

(∆G’ox-red), potentiel électrochimique (∆µ̃H+) et potentiel phosphate (∆G’p).

Au cours de la glycolyse et le cycle de Krebs, l’oxydation du glucose en dioxyde de

carbone (CO2) aboutit à la réduction des espèces oxydés (NAD+ et FAD), en induisant

ainsi l’augmentation de la différence du potentiel avec les espèces réduites (NADH,H+ et

FADH2) au niveau de la matrice mitochondriale. Le saut de potentiel redox (∆G’ox-red),

rend favorable l’oxydation du NADH,H+ et FADH2 au niveau des complexes de la chaine

respiratoire. Cette oxydation est couplée à un transfert de protons (H+) contre leurs

gradient de concentration de la matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire

mitochondrial. C’est ainsi que l’énergie du potentiel redox est convertie en potentiel

électrochimique (∆µ̃H+) ou force proton-motrice. En dernière étape, l’ATP synthase

transforme cette force proton-motrice en potentiel phosphate (∆G’p = ∆G’°p + RTln

[ATP]/[ADP][Pi]) par la synthèse de l’ATP.

Dans la cellule, le potentiel phosphate (∆G’p) est majoritairement déterminé par le

rapport entre les concentrations de l’ATP et l’ADP cytosolique libre.

Les réactions de conversion d’énergie évoluent toujours vers le sens du maintien

d’un état dynamique stationnaire entre consommation et production d’énergie. Ceci

implique que toute variation du besoin des cellules en énergie aura pour conséquence

le déplacement de cet état stationnaire vers le sens de compensation de cette variation

d’état.

Le potentiel phosphate joue un rôle très important dans la régulation du flux de

l’ensemble des voies de dégradation du glucose (la glycolyse, le cycle de Krebs et les

OXPHOS). En effet en raison de l’organisation en cascade de ces voies métaboliques

(le produit de la réaction en amont est le substrat de la réaction en aval), l’activité

de l’ATP synthase dans la phosphorylation de l’ADP (dernière réaction du processus)

régule l’ensemble du système de l’oxydation du glucose. En effet, il a été montré que

la régulation de l’ATP synthase par le rapport (ATP/ADP.Pi) est plus thermodynamique

que cinétique, de sorte que l’activité de cette dernière dépend principalement du rapport

entre les concentrations intracellulaires de l’ATP, l’ADP et le phosphate inorganique libre
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cytosolique [134, 81].

Par exemple, dans une situation métabolique où le flux d’hydrolyse de l’ATP est

moins important que le flux de sa synthèse, la balance du rapport des concentrations

ATP/ADP évolue en faveur de l’ATP et induit par conséquence l’augmentation du potentiel

phosphate cytosolique (∆G’pc). Ce dernier ainsi augmenté, la réaction de phoshorylation

de l’ADP par l’ATP synthase devient thermodynamiquement ”défavorable” et l’activité de

l’ATP synthase diminue par conséquence.

Or, la diminution de l’activité de l’ATP synthase ralentit le flux de conversion du

potentiel redox en force proton-motrice (∆µ̃H+) au niveau de la chaine respiratoire.

Ensuite, l’accumulation des coenzymes réduits (NADH,H+ et FADH2) dans la matrice

mitochondriale, rend difficile les réactions de réduction du NAD+ et FAD au niveau de la

matrice mitochondriale (augmentation importante du ∆G’ox-red). Dans la mesure où

les réactions du cycle de Krebs sont pour la plupart des réactions de réduction de NAD+

ou FAD, l’augmentation du potentiel redox matriciel induit le ralentissement du cycle de

Krebs.

Dans le cytosol, le potentiel redox cytosolique déterminé par le couple NADH/NAD+

cytosolique est un paramètre très important dans la détermination du flux glycolytique.

En effet, la cinquième réaction de la glycolyse qui consiste en l’oxydation du Gly3-P en

1,3bPG par la GAPDH, implique un transfert d’électrons et nécessite la disponibilité d’un

accepteur : le NAD+ (voir figure 1.1).

Dans les conditions d’augmentation du potentiel phosphate, l’augmentation du po-

tentiel redox de la matrice mitochondriale résultant du ralentissement du système des

OXPHOS, rend les réactions de la navette malate-aspartate et glycérol-3-phosphate

thermodynamiquement défavorable. Ceci se traduit par une augmentation du poten-

tiel redox cytosolique (augmentation de la concentration du NADH cytosolique). Cette

augmentation du potentiel redox cytosolique "freine" la glycolyse.
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1.6 Rôle du glucose dans la prolifération cellulaire

Chez les organismes unicellulaires (bactérie et levure), la prolifération et la croissance

cellulaire sont directement influencées par les conditions environnementales. En effet,

la disponibilité de nutriments dans l’environnement engendre chez ces derniers un

signal qui déclenche le processus de prolifération cellulaire (croissance et production de

biomasse).

Chez les mammifères, l’induction de la prolifération ne dépend pas seulement du

l’abondance de nutriments, mais de signaux extérieurs médiés par des facteurs de

croissance (IGF, PDGF, EGF) et des cytokines. L’expression des gènes impliqués dans la

prolifération cellulaire est sous le contrôle d’un système très complexe formé de protéines

(kinase/phosphatase), organisé en cascade de signalisation (Figure1.5).

Les voies PI3K/AKT/mTOR, Ras/MAPK et Src/FAK sont les voies de signalisation les

plus connues pour leurs rôles dans la transduction du signal régulant l’expression des

gènes impliqués dans l’apoptose, la croissance et la prolifération cellulaire [90, 12]. Parmi

les gènes cibles on trouve un grand nombre de gènes impliqués dans le métabolisme,

principalement, celui du glucose [253, 11, 67].

Akt, mTor, PI3k, Ras et c-Myc sont des protéines kinases jouant un rôle clé dans

la transduction du signal régulant l’expression des gènes impliqués dans l’apoptose, la

croissance et la prolifération cellulaire [90, 12]. Les études sur les mécanismes de la

transformation maligne ont mis en évidence qu’une mutation (activation) d’une seule

protéine (proto-oncogène) impliquée dans ces trois voies de signalisation est suffisante

pour induire une prolifération cellulaire incontrôlée. Il a été mis en évidence que dans

la majorité des cancers, AKT, mTOR, PI3K, RAS et c-myc sont mutés et continuellement

actifs[120, 188, 22, 231, 218].
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Figure 1.5 – Mode de transduction du
signal stimulant la prolifération cellu-
laire chez les organismes pluricellu-
laires (mammifères). De façon générale, le
signal stimulant la prolifération chez les cellules
de mammifères, est composé de cinq grandes
étapes, qui se manifestent de façon séquentielle
formant ce qu’on appelle une voie de signa-
lisation : (1) Fixation du ligand (facteur de
croissance, cytokine) sur son récepteur et ac-
tivation du récepteur transmembranaire ; (2)
Activation d’une protéine cytoplasmique asso-
ciée au récepteur ; (3) La protéine associée une
fois activée, déclenche une série de phosphoryla-
tion de protéines cytoplasmiques, catalysées par
des protéines-kinases, formant ainsi une cas-
cade de transduction du signal (Src/FAK/PI3K,
Ras/MAPK, PI3K/AKT) vers le noyau ; (4) Ac-
tivation de l’expression d’une famille de gènes
de réponse précoces (facteurs de transcription
nucléaires rapidement transcrit après le signal
stimulant la prolifération : Jun, Fos, Myc, etc) ;
(5) Activation de l’expression d’une famille de
gènes dite tardifs par les facteurs de transcrip-
tion nucléaires : Jun, Fos, Myc, etc. Parmi ces
gènes on trouve ceux des cyclines et des cdk qui
ont un rôle majeur dans l’initiation du cycle
cellulaire en phase G1.
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Chez les eucaryotes, le cycle cellulaire est composé d’une succession de quatre phases :

G1, S, G2 et M, au cours desquelles la cellule couple croissance et division. Durant les

phases de croissance G1 et S, la cellule va dupliquer son contenu cellulaire et augmente

par conséquence en biomasse et en volume, jusqu’à atteindre un volume critique qui lui

permet de rentrer en phase de division (G2 et M) [218].

La duplication du contenu cellulaire durant l’étape de croissance implique un besoin

important en énergie (ATP) et en précurseurs de biomolécules (nucléotides, acides

aminés, lipides, etc). Les recherches sur les mécanismes de régulation du cycle cellulaire

ont mis en évidence une activité de synthèse protéique importante durant la phase G1,

accompagnée d’une augmentation d’assimilation d’acides aminés de l’ordre de 50%,

et cela même avant l’initiation de la réplication de l’ADN [218, 213, 214]. Ainsi il a

été montré qu’une carence en nutriment provoquait une prolongation de la phase G1

[194]. Ce qui laisse suggérer qu’une quantité suffisante en énergie et intermédiaires

métaboliques est nécessaire pour soutenir les voies anaboliques et permettre le passage

à la phase de division M.

Dans ces conditions de croissance, le glucose occupe un rôle important. Il sert non

seulement à la production d’ATP, mais participe également comme source d’intermé-

diaires métaboliques nécessaires à la synthèse de biomolécules (Figure 1.6).

A travers la glycolyse, le glucose peut fournir :

+ Des riboses (nécessaires à la synthèse de nucléotides) et du NADPH (nécessaires

aux voies de biosynthèse[4]), par la fourniture du G6P à la voie des pentoses

phosphates [237] ;

+ Des acides aminés non essentiels (alanine à partir du pyruvate ; sérine et cystéine à

partir du 3 phosphoglycérate ; etc). [147] ;

+ Du glycérol à partir de la dihydroxyacétone phosphate (DHAP) et du citrate à

partir du pyruvate pour la biosynthèse des lipides, nécessaires à la formation des

membranes plasmiques [67].
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Figure 1.6 – Interconnexions entre la glycolyse et les voies de biosynthèse anaboliques.
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Chapitre 2

La glycolyse aérobie (effet Warburg)

2.1 Découverte de la glycolyse aérobie (effet Warburg)

Au début du 20éme siècle, la mise en évidence de la relation entre oxygène et le

processus de fermentation (effet Pasteur), a fait de l’étude du métabolisme énergétique

un sujet d’actualité. Bon nombre de chimistes et médecins de cette époque ont cherché à

comprendre les relations qui existent entre la disponibilité en oxygène et le métabolisme

fermentaire.

Mr. Otto Warburg qui étudiait le métabolisme énergétique des mammifères, constata

en 1924, que l’ajout du glucose à des cellules tumorales (carcinome) en culture aérobie,

conduisait à l’apparition d’une quantité importante de lactate dans le milieu de culture

[250]. Curieux de ce résultat qui contrariait en quelque sorte les conclusions de louis

PASTEUR, Warburg développa une technique permettant de quantifier de façon précise

le taux de production du lactate et de consommation d’oxygène, dans des coupes

fines de tissus normaux et cancéreux (200 à 300 µm). Étonnemment, Warburg mis

en évidence que les cellules tumorales ne semblent pas suivre le schéma décrit par

Louis PASTEUR pour les cellules normales, concernant l’inhibition du processus de la

fermentation par l’oxygène. En appliquant sa technique de mesure, Warburg constata que

les cellules d’hépatome isolées à partir d’un foie de rat « Flexner-Jobling », consommaient

environ 10 fois plus de glucose et produisaient une quantité importante de lactate, alors

que l’oxygène était présent à une quantité suffisante pour permettre une respiration
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mitochondriale [251, 248, 45].

Pour expliquer ces observations, Mr Warburg proposa en 1956 une explication mé-

canique quant à l’origine de la glycolyse aérobie. Selon lui, la production du lactate en

aérobiose est une sorte d’alternative utilisée par la cellule cancéreuse pour garantir sa

survie suite à un dysfonctionnement irréversible des fonctions mitochondriales. Otto War-

burg formula l’hypothèse qu’une altération irréversible de la respiration mitochondriale

est à l’origine du développement du cancer [249].

Aujourd’hui, avec le progrès des connaissances sur l’origine et les mécanismes de

la transformation maligne, l’hypothèse de Warburg sur l’origine de la prolifération

incontrôlée des cellules n’est plus admise pour deux raisons :

La première est que la glycolyse aérobie n’est pas directement liée au caractère malin.

De nombreuses autres lignées de cellules de mammifères (lymphocytes et fibroblastes)

et certaines souches de levure (Saccharomyces cerevisiae) développent une glycolyse

aérobie en conditions de prolifération, [151, 47]. Chez des lymphocytes en culture, après

stimulation de la prolifération, il a été montré que ces cellules convertissent une quantité

importante du glucose consommé en lactate [211, 247, 110, 28].

La deuxième raison est que le développement de la glycolyse aérobie peut être

indépendant du fait que les mitochondries sont fonctionnelles ou non. Il a été montré

dans certains types de cellules cancéreuses que les mitochondries sont fonctionnelles

(consommation d’oxygène couplée à la synthèse d’ATP) alors qu’elles présentent une

glycolyse aérobie [171, 83]. Une diminution quantitative en mitochondries pourrait

conduire à une glycolyse aérobie.

2.2 L’origine du développement de l’effet Warburg

Depuis la découverte de l’effet Warburg dans les cellules cancéreuses, la question

relative aux mécanismes responsables de sa mise en place a été soulevée. Durant les

deux dernières décennies, le développement des outils d’analyse de biologie moléculaire

a permis de mettre en évidence que l’effet Warburg n’est pas le résultat d’un dérèglement
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anarchique du métabolisme tumoral, mais plutôt le résultat d’une reprogrammation

génétique ordonnée par des oncogènes [166]. En effet, il a été mis en évidence l’impli-

cation de plusieurs oncogènes dans la reprogrammation du métabolisme des cellules

cancéreuses, notamment les oncogènes AKT, mTOR, PI3K, Ras et c-myc. La plupart des cel-

lules tumorales mutées pour ces oncogènes, développent un flux glycolytique important

[58, 221, 102, 256, 198].

2.2.1 c-myc, un acteur clé dans le développement de l’effet Warburg

Dans le processus de transduction du signal stimulant la prolifération cellulaire, le

facteur de transcription Myc se trouve en aval [166]. Ce dernier coordonne et régule

l’expression d’un nombre très important de gènes impliqués notamment dans la régu-

lation du cycle cellulaire, de la synthèse protéique et du métabolisme énergétique et

intermédiaire [77, 165]. En raison de son emplacement dans la cascade de déclenche-

ment du processus de la prolifération, c-myc peut se trouver continuellement exprimé,

dans un grand nombre de cancer [166]. En effet, une surexpression c-myc a été associée

au développement de plus de 40 % des cancers chez l’homme [59].

Les recherches scientifiques récentes sur le rôle de c-Myc dans la régulation du méta-

bolisme énergétique des cellules cancéreuses ont montré que c-Myc contrôle l’expression

de nombreux gènes qui ont une relation directe avec le développement du phénotype

de l’effet Warburg. Il a été montré que c-Myc peut stimuler l’expression des gènes de

la glycolyse (l’Hexokinase 2, Phospho-Fructo-Kinase et l’énolase 1), du transport du

glucose (GLUT1), du métabolisme fermentaire : la lactate déshydrogénase-A (LDH-A)

([146, 222]), contribuant ainsi à la mise en place des caractéristiques phénotypiques

de l’effet Warburg. En effet, dans un modéle de cellules hépatiques de souris, il a été

montré que la surexpression de c-myc induisait une augmentation importante du flux de

la glycolyse, accompagnée d’une synthèse accrue d’acide lactique [239].

2.2.2 Le complexe HIF-1, une relation étroite avec le phénotype de l’effet Warburg

Le complexe HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor), est un facteur de transcription qui

coordonne la réponse cellulaire à une carence en oxygène (hypoxie) [98, 27, 220]. Le
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complexe HIF-1 est composé de deux sous-unités : une sous-unité régulatrice HIF-1α et

une sous-unité constitutive HIF-1 β [118, 245].

En normoxie, la sous-unité HIF-1α est hydroxylée par une prolyl-hydroxylases (PHD).

Cette hydroxylation favorise l’association de la sous-unité HIF-1α avec l’onco-suppresseur

VHL (von Hippel-Lindau), ce qui entraîne sa dégradation par le protéasome. En hypoxie,

la PHD est inhibée, entraînant la stabilisation de la sous-unité HIF-1α [138, 31, 154, 168].

La sous-unité α ainsi stabilisée va permettre la formation du complexe HIF-1 qui par la

suite stimulera l’expression des gènes impliqués dans la survie en hypoxie, en particulier,

les gènes codant pour les transporteurs de glucose (GLUT1-3), les enzymes glycolytiques

y compris l’hexokinase 2 (HK2) et la lactate déshydrogénase A [131, 160, 193, 246].

HIF-1 inhibe également la respiration mitochondriale via l’inhibition du cycle de Krebs.

En effet, HIF-1 stimule l’expression de la pyruvate déshydrogénase kinase (PDHK). Cette

dernière régule avec la pyruvate déshydrogénase phosphatase (PDHP) l’activité du

complexe pyruvate déshydrogénase (PDH). La PDHK phosphoryle et inactive la PDH et

la PDHP déphosphoryle et active la PDH. L’expression importante de la PDHK favorise la

phosphorylation et l’inactivation de la PDH, empêchant ainsi la conversion du pyruvate

en acétyl-CoA [193].

La réponse cellulaire à l’hypoxie via le complexe HIF-1 [27, 98, 220] est sensiblement

semblable à l’effet Warburg. Elle est caractérisée par une augmentation concomitante du

flux de la glycolyse et de production de lactate, ainsi qu’une diminution du flux respi-

ratoire mitochondrial [131, 160, 193, 246]. Toutefois, la réponse cellulaire à l’hypoxie

médiée par HIF-1 ne devrait pas induire une stimulation de la prolifération, au contraire,

elle est sensée être associée à l’arrêt de la prolifération cellulaire [130]. En effet, dans

les cellules "normales", il a été rapporté que HIF-1 peut contrer l’activité de c-Myc par

plusieurs mécanismes. Par exemple, il a été montré que HIF-1 peut lier c-Myc et inhibe

l’activité de facteur de transcription de c-Myc, tout en activant un antagoniste de c-Myc,

Mxi-1, contribuant ainsi à l’arrêt du cycle cellulaire [49, 97, 137].

Cependant, dans les cellules tumorales, cet effet répressif de HIF-1 sur la protéine

c-Myc semble perdu quand cette dernière est mutée [130]. En effet, des études récentes

ont montré que contrairement aux cellules "normales", le complexe HIF-1 et c-Myc

30



Chapitre 2. La glycolyse aérobie (effet Warburg)

coopèrent ensembles pour réguler le métabolisme énergétique des cellules tumorales

[130]. Il a été montré que c-Myc mutée peut induire la stabilisation de la sous-unité α

de HIF-1 en normoxie. Dans une lignée cellulaire de lymphome de Burkitt il a été trouvé

que, c-Myc coopére avec HIF-1 pour inhiber la respiration mitochondriale en normoxie,

contribuant ainsi au développement de l’effet Warburg [130].
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Chapitre 3

Le projet de thèse :

Étude de l’effet Warburg, à l’origine du métabolisme

énergétique de la cellule cancéreuse, chez la levure

Saccharomyces cerevisiae

3.1 L’effet Warburg, un seul phénotype, mais plusieurs contextes de

mise en place

Au cours de ces deux dernières décennies, l’étude de l’effet Warburg a été le sujet d’un

grand nombre de projets de recherche. Nombreux sont les résultats qui suggèrent une

relation évidente entre le développement du phénotype de l’effet Warburg et la capacité

à proliférer rapidement [5, 175, 37, 95]. Cependant, malgré le nombre conséquent de

données cumulées sur les mécanismes impliqués dans la mise en place de l’effet Warburg,

il est toujours impossible de déterminer le lien physiologique entre le développement de

l’effet Warburg et l’augmentation de la vitesse de prolifération.

En effet, dans la littérature, les avis sur l’intérêt physiologique des cellules tumorales
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à développer l’effet Warburg sont très partagés. Les mécanismes métaboliques et molé-

culaires responsables de sa mise en place se révèlent très hétérogènes chez les cellules

cancéreuses, suggérant ainsi plusieurs contextes au développement de l’effet Warburg.

3.1.1 Effet Warburg, une adaptation métabolique pour répondre aux exigences du

métabolisme prolifératif

Chez la levure (S. cerevisiae) et certains types de cancer, il a été montré que les

cellules, dans des conditions de prolifération rapide répriment le métabolisme oxydatif et

fermentent le glucose en aérobiose. En effet, chez ces types cellulaires, le compartiment

mitochondrial est intact et peut assurer sa fonction de synthèse d’ATP à partir des

oxydations phosphorylantes, toutefois son activité se trouve diminuée dans les cellules.

Dans des lignées de cellules tumorales présentant un effet Warburg, il a été montré

que la répression du métabolisme fermentaire (délétion de LDH-A), permettrait une

augmentation du flux respiratoire couplée à une diminution de la vitesse de prolifération

[83], suggérant ainsi une corrélation entre la capacité à proliférer rapidement et le

développement de l’effet Warburg.

Les études cinétiques menées sur les différentes enzymes impliquées dans le méta-

bolisme énérgétique des cellules en prolifération, ont révélé que la glycolyse n’est plus

régulée de la même façon que dans des cellules différenciées. Plusieurs modifications

quantitatives et qualitatives ont été mises en évidence, principalement au niveau des

enzymes qui catalysent les étapes clés dans la régulation du flux glycolytique (hexokinase,

PFK et pyruvate kinase). [241, 156, 50, 48]. Dans une lignée cellulaire d’hépatome de

rat AS-30D, il a été montré que les deux enzymes clés de la glycolyse : l’hexokinase II et

la PFK sont largement surexprimées par rapport à une lignée d’hépatocytes normales

[156, 179, 196]. De plus, il a été montré que, certaines isoformes d’enzymes de la

glycolyse (PKM2), sont spécifiquement exprimées dans ces cellules, contrairement aux

cellules différenciées [241, 50, 48].

+ La phosphofructokinase (PFK)

Dans les cellules différenciées, la Phosphofructokinase 1 (PFK1) est l’enzyme la plus

régulée de la glycolyse, son activité est étroitement liée aux besoins de la cellule en
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ATP et en intermédiaires métaboliques [170]. Avec l’hexokinase, la PFK1 détermine en

grande partie le flux glycolytique [156].

Dans des cellules différenciées non proliférantes, l’activité de la PFK1 est déterminée

en grande partie par le niveau de disponibilité de l’ATP (déterminé par le rapport

ATP/ADP), la concentration du citrate et le F2,6bP (voir chapitre 1). L’inhibition de la

PFK par l’ATP et le citrate est réalisée de façon "séquentielle" de sorte que l’augmentation

de la concentration de l’ATP et donc le rapport ATP/ADP induit le ralentissement du

système des OXPHOS, ainsi que le cycle de Krebs au niveau de l’isocitrate déshydrogénase,

ce qui induit une accumulation du citrate. La concentration du citrate ainsi augmentée

va ralentir d’avantage le flux de la glycolyse à travers l’inhibition de la PFK.

Chez les mammifères, la PFK existe sous trois isoformes (C, L et M) chacune possédant

des propriétés cinétiques distinctes. L’isoforme M est la plus sensible au F2,6BP, et est

exprimé spécifiquement dans le muscle squelettique. L’isoforme C est principalement

exprimé dans les plaquettes, Tandis que l’isoforme L est la moins sensible à l’inhibition

par le citrate et se trouve principalement dans les hépatocytes et les cellules rénales

[170].

Il a été montré que les cellules cancéreuses mutées pour les oncogènes AKT, mTOR,

PI3K, Ras et c-myc peuvent bypasser ce point de contrôle du flux de la glycolyse, grâce

à l’expression d’une autre isoforme de la PFK1 possédant des propriétés cinétiques

différentes, moins sensible à l’inhibition par le citrate et l’ATP, mais plus sensible à

l’activation par le F2,6bP. Ceci joue en faveur d’une assimilation plus importante de la

source de carbone à travers la glycolyse.

En effet, il a été montré que les isoformes de PFK1 exprimées dans les cellules

cancéreuses n’exercent aucun contrôl significatif sur le flux de la glycolyse et sont

préférentiellement celles pour lesquelles la sensibilité au citrate est faible (essentiellement

isoforme L) [225].

+ La pyruvate Kinase

La pyruvate kinase (PK) catalyse la dernière étape de la glycolyse, qui aboutit à la

formation du pyruvate à partir du PEP. PKM1 et PKM2 sont deux isoformes de la pyruvate
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kinase possédant des propriétés catalytiques très différentes. PKM1 est caractérisée

par une activité catalytique élevée, Tandis que PKM2 possède une activité catalytique

modérée. Contrairement à PKM1 qui est toujours active, PKM2 peut se trouver sous

deux formes : une forme monomérique (inactive) et une forme tétramérique (active)

(Figure 3.1). Le passage d’une forme à l’autre est controlé par une phosphotyrosine

kinase [48, 116]. Cette isoforme de PK est exprimée spécifiquement dans les cellules à

activité anabolique importante (cellules en prolifération) [116, 48], tandis que dans les

cellules différenciées, seul l’isoforme 1 qui est exprimée. Il a été montré que les cellules

cancéreuses exprimant seulement PKM1 présentent un défaut de prolifération [48, 5].

En effet, PKM2 peut fonctionner comme une « vanne ». En fonction des besoins de la

cellule, PKM2 peut soit (sous sa forme active) favoriser la synthèse d’ATP et le citrate

en accélérant la conversion du PEP en pyruvate, soit (sous sa forme inactive) favoriser

l’accumulation des intermédiaires de la glycolyse, notamment le G6P pour la voie des

pentoses phosphates, la DHAP pour la synthèse du glycérol et le 3Gly-P pour la synthèse

de la sérine [5, 140].

De plus, il a été montré que PKM2 est sensible à la concentration cytosolique du

F1,6bP et de la sérine de sorte que l’accumulation de la sérine et/ou F1,6bP stimule

l’activité de PMK2 [44, 106] afin de favoriser le flux glycolytique, alors que la diminu-

tion de la sérine et/ou le F1,6bP inhibe la PKM2 favorisant ainsi l’accumulation des

intermédiaires qui seront utilisés dans les voies de biosynthèse (Figure 3.1).

Dans les cellules en prolifération, l’expression de l’isoforme PKM2 semble donc

nécessaire pour soutenir la prolifération cellulaire [50, 48]. Il a été montré qu’une

activation permanente de PKM2 peut altérer l’équilibre de répartition du substrat entre

les voies cataboliques et les voies anaboliques. En effet, il a été montré que le traitement

« in vitro » et « in vivo » des cellules en prolifération par des activateurs de PKM2 induit

une diminution importante de la sérine et du ribose 5-phosphate [5].
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Figure 3.1 – Mécanismes de régulation des isoformes de la pyruvate kinase. PKM1 a une
activité catalytique constitutivement élevée. L’activité de PKM2 est soumise à une régulation allostérique.
PKM1 est constitutivement actif car il forme un tétramère stable, tandis que PKM2 peut exister soit en
tant que tétramère actif soit en tant que monomère inactif. Lorsque la sérine est abondante, PKM2 est
pleinement active permettant l’utilisation maximale du glucose par la glycolyse. Lorsque le niveau de
sérine baisse, il se produit une atténuation de l’activité de PKM2 qui redirige les carbones dérivés du
glucose dans la voie de biosynthèse de la sérine.
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3.1.2 Effet Warburg, une conséquence d’une altération enzymatique mitochondriale

Bien que les études récentes sur le métabolisme tumoral, aient montré que l’hypothèse

d’Otto Warburg qui suggère qu’une altération des fonctions mitochondriales est la cause

fondamentale du cancer n’est pas valide pour tous les cancers, cette dernière reste

valide pour certains types de cancer. En effet, il a été mis en évidence des altérations

majeures au niveau des enzymes du cycle de Krebs ayant une relation directe avec la

transformation oncogénique, surtout avec le développement du phénotype de l’effet

Warburg.

Dans les mitochondries, l’α-cétoglutarate est formé de l’oxydation de l’isocitrate

par l’isocitrate déshydrogénase (IDH) dans le cycle de Krebs, et à partir du gluta-

mate par la glutamate déshydrogénase. La famille des enzymes prolyl-hydroxylases

(PHD) responsable de l’induction de la dégradation de la sous unité HIF-1α sont α-

cétoglutarate dépendantes [258]. L’accumulation de l’α-cétoglutarate dans la matrice

mitochondriale en hypoxie induit l’inhibition des PHDs. Dans le cycle de Krebs, en nor-

moxie, l’α-cétoglutarate est converti en succinate puis en fumarate par l’α-cétoglutarate

déshydrogénase et la succinate déshydrogénase respectivement. Chez de nombreux types

de cancer (paragangliomes, tumeurs stromales gastriques, leucémies aiguës des lympho-

cytes T, léiomyomatose utérine, cavernomes cérébraux, cancer du sein, etc.) il a été mis

en évidence une relation entre le développement du phénotype de l’effet Warburg et

l’altération (perte de fonction) des enzymes catalysant la conversion de l’α-cétoglutarate

en malate (succinate déshydrogénase et fumarate hydratase) [14, 15, 236]. En effet, le

succinate et le fumarate sont des analogues structuraux de l’α-cétoglutarate et il a été

montré que ces deux intermédiaires du cycle de Krebs peuvent inhiber la PHD [132, 119],

conduisant ainsi à la stabilisation de la sous-unité HIF-1α et le déclenchement de la

glycolyse aérobie en aérobiose (Figure 3.2) .

De plus, dans certains types de cancer (leucémies aiguës myéloïdes, chondrosarcome)

il a été mis en évidence des altérations majeures au niveau de l’IDH (gain de fonction)

[85, 3]. En effet, il a été montré que l’IDH des cellules tumorales est capable de produire

un nouveau métabolite : le 2-hydroxyglutarate (2-HG) à partir de l’α-cétoglutarate [60].

Le 2-hydroxyglutarate est aussi un analogue structural de l’α-cétoglutarate capable de
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provoquer le développement de la glycolyse aérobie de la même manière que le succinate

et le fumarate (Figure 3.2) [259, 263].

Figure 3.2 – Mécanisme de l’induction du signal de réponse à l’hypoxie par les inter-
médiaires du cycle de Krebs (succinate, fumarate) et le 2-Hydroxyglutarate (2-HG). La
majorité des changements dans l’expression des gènes observés en réponse à l’hypoxie sont dus au complexe
HIF-1. La dégradation rapide de la sous-unité HIF-1α est diminuée par l’inhibition compétitive des enzymes
prolyl hydroxylases (PHD) dépendantes de l’oxygène par le succinate, fumarate et 2-HG. L’accumulation
de ces métabolites est due à une mutation de perte de fonction de la fumarate hydratase et la succinate
déshydrogénase et une mutation de gain de fonction de l’isocitrate déshydrogénase. L’inhibition des
PHDs conduit à la stabilisation de HIF-1α par une diminution de son taux d’hydroxylation et induit
par conséquence la majorité des changements d’expression génique observés en réponse à l’hypoxie. Ceci
permet une réponse cellulaire "hypoxique" même en présence d’oxygène.
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3.1.3 Effet Warburg, une adaptation métabolique à un micro-environnement

Dans les conditions in-vivo, les cellules tumorales se trouvent le plus souvent dans

une masse tissulaire (tumorale) où la disponibilité de nutriments et d’oxygène n’est pas

homogène et fait l’objet de variations permanentes [159, 99, 96]. En effet, des études

sur le métabolisme tumoral suggèrent que dans certaines situations, la glycolyse aérobie

n’est qu’une adaptation à une carence temporaire ou permanente en oxygène du microen-

vironnement [265, 96]. Il a été démontré que dans un même type de cancer, les cellules

peuvent se trouver sous deux configurations dépendantes du micro-environnement :

une qui se base sur la glycolyse aérobie, et une autre qui se base principalement le

métabolisme oxydatif pour se maintenir et proliférer [96].

3.2 Origine de l’hétérogénéité des mécanismes d’induction de l’effet

Warburg

Le phénotype de l’effet Warburg est un phénomène qui touche directement le méta-

bolisme énergétique cellulaire. Ce dernier est régulé et influencé par un ensemble de

paramètres cinétiques, génétiques et environnementaux. Avec le développement des

outils moléculaires et biochimiques, il a été montré qu’une cellule cancéreuse est unique

à la fois par son profil génétique et par son environnement. En effet, l’hétérogénéité des

résultats sur les mécanismes impliqués dans la mise en place de l’effet Warburg chez

les cellules cancéreuses est en grande partie due à l’hétérogénéité du modèle d’étude

lui-même.

L’hétérogénéité du modèle des cellules tumorales est due à plusieurs facteurs, parmi

les plus "pertinents" on peut citer :

3.2.1 Hétérogénéité des mécanismes de la transformation maligne

Le processus de la transformation maligne est unique pour chaque cellule. Dans le

processus de l’oncogenèse, les cellules accumulent un ensemble de mutations génétiques

au niveau des gènes régulant le devenir de la cellule (différentiation, croissance ou
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prolifération), certaines cellules présentent des mutations au niveau de AKT et Ras,

certaines d’autres au niveau de c-myc, tandis que d’autres cumulent AKT et HIF-1. Le

profil oncogénique joue un rôle important dans le phénotype cancéreux de la cellule

cancéreuse, en particulier au niveau du métabolisme. Á titre d’exemple, il a été montré

que l’oncogène c-Myc peut dans certaines conditions inhiber la biogenèse mitochondriale

[130], tandis que dans d’autres types cellulaires tumoraux, c-Myc peut exercer l’effet

contraire et stimule la biogenèse mitochondriale [96].

3.2.2 Variations permanentes dans les conditions du micro-environnement

(disponibilité de l’oxygène et nutriments)

Contrairement aux conditions standards de croissance in-vitro, en in-vivo, dans le

microenvironnement d’une tumeur, les cellules cancéreuses font face à des situations

de variations de disponibilité de nutriments et d’oxygène [159, 99, 96]. Ces situations

peuvent être transitoires ou permanentes, plus ou moins courtes ou longues. En fonction

de la situation, les effets de ces variations sur le métabolisme énergétique et intermé-

diaire de la cellule cancéreuse sont très différents. Ils peuvent être une simple régulation

allostérique ou post-traductionnelle pour une situation courte, une régulation trans-

criptionelle pour une situation plus ou moins longue, ou même par un réarrangement

génétique pour une situation permanente. La variabilité permanente et anarchique du

micro-environnement peut affecter significativement le profil génétique de la cellule sur-

vivante, ce qui contribue au développement d’un profil génétique unique à chaque cellule

cancéreuse [87]. En effet, il a été montré que les conditions du micro-environnement

déterminent en grande partie le comportement de la cellule cancéreuse, notamment le

métabolisme énergétique [224], dans une même masse tumorale on peut trouver des

profils métaboliques différents [228, 87].

3.2.3 Hétérogénéité cellulaire dans la tumeur

Le concept de l’hétérogénéité cellulaire, provient du fait qu’une masse tumorale est

composée d’un ensemble très hétérogène de cellules comprenant des cellules cancéreuses

avec des profils génétiques différents [159] et des cellules normales telle que les fibro-
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blastes associés au cancer (CAF), des macrophages, des lymphocytes, etc [87]. Au sein

d’une tumeur, ces cellules vivent le plus souvent en coopération et participent toutes au

développement du phénotype de la tumeur [228, 87].

3.2.4 Effet de la culture cellulaire « in-vitro »

En comparaison avec l’environnement naturel dans lequel une cellule cancéreuse

évolue « in-vivo », l’environnement d’une culture « in-vitro » est très différent, surtout

en ce qui concerne les conditions trophiques et d’oxygénation. Dans le cadre d’une

étude sur l’effet Warburg, de telles différences environnementales sont susceptibles

d’affecter significativement le métabolisme énergétique cellulaire [101], et conduire à

des interprétations fausses [122]. Dans une lignée cellulaire d’astrocytes normaux, il a

été montré que l’environnement de croissance in-vitro, peut provoquer des altérations

dans le métabolisme lipidique et des modulations notoires dans l’activité de la chaine

respiratoire très semblables à celles observées dans des astrocytes tumoraux, contribuant

ainsi à une dépendance à la glycolyse pour la production d’ATP [129].

3.3 L’effet Warburg, procure-il à la cellule cancéreuse l’avantage de

se proliférer plus rapidement ?

Bien que l’effet Warburg peut être développé par des lignées de cellules tumorales

dans d’autres contextes (altération mitochondriale, adaptation environnementale), au-

jourd’hui, la corrélation entre le développement de l’effet Warburg et l’augmentation de

la vitesse de prolifération cellulaire semble évidente. En effet, la tendance des cellules

(levures, certains types de cancer) à restaurer le métabolisme oxydatif après la répression

du métabolisme fermentaire, suggère que les adaptations métaboliques caractéristiques

de l’effet Warburg sont en grande partie une réponse cellulaire à un besoin spécifique

des cellules en prolifération.

Nous avons vu dans l’introduction, que le métabolisme énergétique est au centre des

adaptations métaboliques qui sont en relation directe avec le phénotype de l’effet War-

burg. Toutes les cellules en prolifération qui développent la glycolyse aérobie présentent
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des modulations importantes du métabolisme énergétique. Cependant, nous n’avons pas

assez d’informations sur la cinétique d’évolution de ce dernier au cours de la première

phase d’induction de la glycolyse aérobie (effet Warburg).

L’acceptation de l’idée que l’effet Warburg est le résultat d’une succession d’adap-

tations métaboliques et moléculaires en réponse à un signal stimulant la prolifération

cellulaire, nous conduit a soulever la question suivante :

Quelle est la cinétique de mise en place de l’effet Warburg dans le temps, à partir du

signal stimulant la prolifération, jusqu’ à l’arrivée à l’état de prolifération rapide?

Le phénotype de l’effet Warburg regroupe un ensemble de modulations du métabo-

lisme énergétique des cellules qui sont :

* Une consommation importante de glucose ;

* La fermentation du glucose en lactate/éthanol en aérobiose ;

* La répression du métabolisme respiratoire.

Dans le métabolisme prolifératif, si l’augmentation du flux de consommation de

substrat semble logique, dans la mesure où les cellules ont besoin d’un apport de source

de carbone important, afin de pouvoir construire les macromolécules. La répression du

métabolisme respiratoire et la fermentation du glucose en aérobiose quant à elles restent

un phénomène métabolique mal compris pour les cellules en prolifération. Car, en termes

de rendement énergétique, cela représente une perte d’énergie considérable pour une

cellule avec une activité anabolique importante.

Une meilleure compréhension de la tendance des cellules à réprimer le métabolisme

oxydatif en faveur du métabolisme fermentaire implique nécessairement une étude

approfondie en « in-vivo » de la cinétique d’évolution du métabolisme énergétique avant,

pendant et après le processus d’augmentation de la vitesse de prolifération cellulaire.

Cependant, la faisabilité de cette étude de la cinétique d’induction de l’effet Warburg

chez les cellules cancéreuses est conditionnée par la disponibilité d’un modèle cellulaire

ou on peut induire l’effet Warburg. Á l’heure actuelle aucun modèle eucaryote mammifère

ne permet l’induction de l’effet Warburg dans des conditions in-vivo. En effet, l’étude

de la cinétique d’induction de l’effet Warburg chez un modèle mammifère dans des
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conditions expérimentales qui respectent les conditions de l’environnement in-vivo des

cellules est quasi impossible et cela pour un grand nombre de raisons (voir ci-dessus).

Un modèle eucaryote qui permet de réaliser une telle étude de la cinétique d’induction

de l’effet Warburg au cours du temps est la levure Crabtree positive.
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Le modèle levure pour étudier la ciné-

tique d’induction de l’effet Warburg

La levure Saccharomyces cerevisiae est un organisme eucaryote, unicellulaire, apparte-

nant au règne des champignons. Aussi facile à manipuler qu’une bactérie, S. cerevisiae

fait partie des modèles eucaryotes les plus étudiés et les plus utilisés dans les labora-

toires [223, 125]. Grâce à ses propriétés physiologiques et métaboliques, S. cerevisiae

est le modèle d’étude par excellence, pour étudier les grands principes de régulation du

métabolisme énergétique chez les eucaryotes [182].

S. cerevisiae est une levure anaérobie facultative. En fonction de la disponibilité

de l’oxygène, du type et le niveau d’abondance de la source de carbone, S. cerevisiae

peut basculer entre trois types de métabolismes possibles : Métabolisme respiratoire ;

Métabolisme fermentaire et Métabolisme mixte (respiro-fermentaire).

¶ Métabolisme respiratoire

Le métabolisme respiratoire correspond à l’oxydation du substrat au niveau des mito-

chondries en présence de l’oxygène. Cette voie est la seule utilisée lorsque les cellules

se développent sur substrat non fermentescible. Dans le cas du glucose, l’utilisation de

la respiration mitochondriale comme principale voie de synthèse d’ATP n’est possible

que pour de faibles concentrations en glucose. Tout comme chez le mammifère, le py-

ruvate est transporté vers la matrice mitochondriale puis converti en acétyl-CoA. Ce
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dernier sera oxydé dans le cycle de Krebs, afin de fournir les équivalents réducteurs

(NADH,H+ et FADH2), qui seront utilisés par le système des OXPHOS pour la synthèse

de molécules d’ATP. En fonction du substrat carboné, l’origine du pyruvate est différente.

Il peut provenir de la glycolyse, dans le cas d’une utilisation du glucose, du fructose

ou du galactose comme source de carbone, ou bien par des réactions enzymatiques

particulières en niveau du cytosol, dans le cas d’une utilisation du lactate ou de l’éthanol

comme source de carbone.

Pour S. cerevisiae, la particularité du lactate, est que ce dernier est un substrat dit

purement respiratoire. En présence de lactate comme seule source de carbone dans le

milieu de culture, la disponibilité de l’oxygène est nécessaire pour pouvoir métaboliser

le lactate. En effet, dans S. cerevisiae, le lactate est converti en pyruvate dans l’espace

intermembranaire mitochondrial grâce à deux lactate déshydrogénases, liées à la face

externe de la membrane interne mitochondriale : la première est la flavocytochrome-b2

(Cyb2) qui catalyse l’oxydation de l’isomère L-lactate, tandis que la deuxième est la

D-lactate cytochrome c oxydoréductase qui catalyse l’oxydation de l’isomère D-lactate.

La réaction de l’oxydation du lactate par ces deux déshydrogénases est irréversible

et est couplée à un transfert d’électrons. Pour chaque oxydation, deux électrons sont

récupérés du lactate par la déshydrogénase et transférés au cytochrome c, qui à son tour

transporte ces électrons vers le complexe IV, qui à son tour cède ses électrons à l’oxygène,

l’accepteur final.

· Métabolisme fermentaire

Cette voie est utilisée quand l’apport en oxygène est insuffisant ou nul. Le processus

de la fermentation chez S. cerevisiae est exactement le même que chez les mammifères,

à l’exception que le produit final de la réduction du pyruvate n’est pas le lactate mais

l’éthanol (voir chapitre 1).

¸ Métabolisme mixte (respiro-fermentaire)

Le métabolisme respiro-fermentaire ou mixte correspond à l’utilisation concomitante

des voies métaboliques : la fermentation et la respiration mitochondriale en présence

46



Chapitre 4. Le modèle levure pour étudier la cinétique d’induction de l’effet Warburg

d’oxygène. Chez S. cerevisiae, la disponibilité du glucose dans l’environnement à une

concentration élevé (plus de 5 g/l ou 30 mM) induit une déviation de son métabolisme

énergétique principalement mitochondrial vers un métabolisme plus glycolytique, qui

a pour effet la répression de la respiration mitochondriale et le déclenchement de

la fermentation, malgré la présence d’oxygène ([53, 63, 84]. Dans la littérature, ce

phénomène est connu sous le nom de la répression glucose [128, 39].

4.1 La répression glucose chez la levure Saccharomyces cerevisiae

La répression glucose chez la levure est un phénomène qui a été mis en évidence

avant l’effet Warburg. À cette époque, on parlait plus d’une capacité de certaines levures

à utiliser à la fois les OXPHOS et la fermentation en aérobiose, pour métaboliser les

hydrates de carbone [53], que d’une répression glucose.

Après la mise en évidence de la glycolyse aérobie « i.e effet Warburg » chez les cellules

cancéreuses par Mr. Otto Warburg (1923- 1927), Mr H.G Crabtree a publié en 1928, un

papier intitulé « The carbohydrate metabolism of certains pathological overgrowths », dans

lequel il a défini l’effet Warburg comme un phénotype déjà existant chez certains types

de levures [53]. Dans ce papier Crabtree a aussi montré que l’effet Warburg n’est pas

exclusif aux cellules cancéreuses, mais que d’autres cellules issues de tumeurs bénignes

présentent aussi ce phénotype de l’effet Warburg.

Depuis, l’effet Warburg et la répression glucose ont fait l’objet de nombreuses études

très approfondies, les données expérimentales cumulées sur les mécanismes d’induction

de ces deux phénomènes montrent que la glycolyse aérobie chez la cellule cancéreuse

et la répression glucose chez la levure sont deux appellations d’un même phénomène

biologique [71].

Quelle que soit l’appellation (effet Warburg, glycolyse aérobie, répression catabolique)

ou le type cellulaire (levure, mammifère), dans toutes les cellules où l’on a caractérisé

une fermentation du glucose en présence d’oxygène, les caractéristiques métaboliques et

phénotypiques citées ci-dessous ont été toujours observées :
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* Une consommation accrue du glucose ;

* Un flux glycolytique important ;

* La fermentation du pyruvate en présence d’oxygène ;

* Une augmentation dans la vitesse de prolifération.

En ce qui concerne la régulation du métabolisme énergétique et intermédiaire lors

de l’effet Warburg, il semble évident que toutes les cellules en prolifération partagent

des principes communs de régulation du métabolisme énergétique et intermédiaire

[70, 171, 80], c’est-à-dire une stimulation de l’apport de glucose par l’expression des

transporteurs de glucose à faible affinité, stimulation de la glycolyse et activation des

voies de biosynthèse des lipides, des acides aminés, des nucléotides, etc.

Entre la levure S. cerevisiae et la cellule mammifère, les principes de régulation allosté-

rique et thermodynamique de la glycolyse et du système des OXPHOS sont très conservés.

Ainsi, tout changement du flux glycolytique implique des modifications qualitatives et

quantitatives aux niveaux des points de contrôle cinétique de la glycolyse (hexokinase,

PFK et pyruvate kinase).

Chez S. cerevisiae, lors la glycolyse aérobie, il a été montré que la plupart des enzymes

de la glycolyse sont surexprimées [80, 233]. Ainsi, certaines isoformes d’enzymes qui

catalysent les étapes contrôlantes du flux de la glycolyse sont spécifiquement exprimés

dans ces conditions. Par exemple, pendant la croissance sur glucose, l’hexokinase II

(homologue de la glucokinase qui est surexprimée dans les cellules tumorales et la seule

isoforme qui n’est pas rétroinhibée par le G6P) est la principale hexokinase exprimée [112,

177, 2]. D’autre part, il a été montré que la disponibilité du glucose dans l’environnement

induit la répression de l’expression de l’isoforme Pyk2 de la pyruvate kinase et l’activation

de l’expression d’une autre isoforme : Pyk1 [24]. La particularité de l’isoforme Pyk1 est

que son activité est régulée par la concentration du F1,6bP, une concentration élevée de

F1,6BP induit l’activation de la Pyk1 [114, 123]. Chez la levure, il a été montré que lors

de la croissance sur glucose, le F1,6bP a tendance à s’accumuler dans le cytosol [47], ce

qui suggère un contrôle du flux la glycolyse via cet intermédiaire à travers la régulation

de l’activité de la pyruvate kinase (Pyk1).
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Comme la PKM2 chez les cellules cancéreuses, l’isoforme Pyk1 de levure a été

proposée comme acteur principal dans le maintien de l’homéostasie entre les voies

cataboliques et les voies de biosynthèse, lors de la croissance sur glucose comme source

carbonée [195, 21]. De plus, la synthèse des acides aminés et des protéines (ribosomes)

est nécessaire pour soutenir la prolifération [21]. Il a été montré que l’activité et le niveau

d’expression de Pyk1, par l’intermediare des métabolites exercent un effet régulateur sur

l’expression de nombreux gènes impliqués dans la glycolyse (glycérol-3 -phosphatase

déshydrogénase, phosphoglycérate mutase et énolase2), dans la biogenèse (ribosomes)

et dans la biosynthèse des acides aminés [21].

En ce qui concerne la PFK, cette dernière ne semble pas subir des modifications

significatives au niveau de son expression, lors de la prolifération sur glucose [111].

Cependant, elle est très active au cours la glycolyse aérobie, en raison de l’augmentation

du flux de la glycolyse en amont et l’accumulation de son activateur allostérique F2,6bP

[203]. Cependant, une étude plus récente a montré que l’effet activateur du F2,6bP sur

la PFK est significatif seulement lors de la transition métabolique (déclanchement du

métabolisme fermentaire) [23]. Une fois que les cellules proliférent sur glucose, l’effet

allostérique du F2,6bP sur la PFK est non significatif [142].

4.2 Mécanisme de la répression glucose chez S. cerevisiae

Chez la levure S. cerevisiae, le glucose est la source de carbone préférentielle [238].

Quand le glucose est abondant, les gènes codant pour les enzymes requises à l’utilisation

des autres sources de carbone alternatives sont réprimés. Ce phénomène est connu sous

le nom « répression catabolique » [238].

Les régulations métaboliques induites par le glucose dans S. cerevisiae se manifestent à

plusieurs niveaux : régulations allostériques, transcriptionnelles, post-transcriptionnelles

et post-traductionnelles [238, 39].

L’effet du glucose sur l’expression génique se traduit par deux actions différentes. Le

premier est un effet d’activation, qui va concerner les gènes qui codent pour les enzymes

de la glycolyse, les transporteurs du glucose ainsi que d’autres protéines essentielles
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pour la biosynthèse (ribosomes, etc.) [238, 39, 121]. Tandis que le deuxième est un effet

de répression, qui va concerner principalement les gènes qui codent pour les enzymes

impliquées dans l’utilisation des autres substrats sources de carbone , les enzymes du

cycle de Krebs, les enzymes de la néoglucogenèse, les complexes de la chaine respiratoire

etc. [238, 39, 121, 121].

La répression glucose induit deux voies de signalisation principales :

4.2.1 La voie de signalisation Snf3/Rgt2

La voie Snf3/Rgt2 est une cascade de signalisation chez la levure, impliquée dans la

répression glucose. La détection du glucose est assurée par deux protéines transmem-

branaires appartenant à la famille des transporteurs d’hexoses : Snf3 et Rgt2. [124, 39]

Ces deux protéines ont la particularité de pouvoir déterminer le niveau de disponibilité

du glucose dans l’environnement, Snf3 détecte les concentrations faibles du glucose,

alors que Rgt2 détecte les concentrations élevés du glucose [189, 190]. Snf3 et Rgt2

sont aussi capables de déterminer le rapport entre la concentration du glucose extra et

intracellulaire [126]. Grâce à cette fonction de « sensor » de glucose de Snf3 et Rgt2,

la levure peut coordonner et réguler l’expression (répression, activation) des gènes

impliqués dans le métabolisme énergétique en fonction de la concentration du glucose

disponible dans son environnement [238].

La disponibilité du glucose à une concentration élevé (30mM) induit l’activation de

Rgt2, et engendrent par conséquence un signal (dont le mécanisme n’est pas encore

déterminé) qui inhibe le facteur de répression Rgt1 [128]. L’inhibition de Rgt1 va lever la

répression sur les gènes codant pour les transporteurs de glucose à faible affinité (HXT1

et HXT3), le facteur de transcription Mig2 et l’hexokinase II [192, 64]. La protéine Mig2

exprimée migre vers le noyau pour inhiber l’expression du gène SUC2 qui code pour «

Sucrose transport protein » [192, 152].
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4.2.2 La voie de signalisation Snf1

Chez les eucaryotes, la famille de protéines kinases Snf1/AMPK est fortement conser-

vée [109, 57, 216]. Elle joue un rôle majeur dans l’homéostasie énergétique chez les

mammifères, les plantes et les champignons [109]. Chez la levure, l’activité de Snf1 est

directement liée à la disponibilité du glucose dans l’environnement [257, 254, 161], elle

joue un rôle crucial dans la régulation de l’adaptation métabolique liée à la limitation du

glucose et la croissance sur d’autres sources de carbone (saccharose, galactose, éthanol)

[238, 92, 40].

Quand la concentration du glucose est faible dans l’environement cellulaire, Snf1 est

phosphorylée et activée par trois kinases en amont, Sak1, Elm1 et Tos3 [117, 232], Snf1

ainsi activée va phosphoryler et inactiver le facteur de répression Mig1. L’inactivation

de Mig1 va permettre l’expression des gènes impliqués dans le métabolisme des autres

sources de carbone notamment les gènes de la respiration, de la néoglucogenèse, des

transporteurs d’hexoses à haute affinité (HXT2-4-6-7). [238, 39, 121, 121].

Quand le glucose est abondant (30 mM), le complexe Snf1 kinase est inactivée par

auto-inhibition suite à l’interaction entre son domaine catalytique N-terminal et son

domaine régulateur C-terminal [128], Snf1 ainsi inactivé va permettre la déphosphoryla-

tion du facteur de répression Mig1. Ce dernier déphosphorylé, forme un complexe avec

l’hexokinase II et migre vers le noyau [192, 64, 1]. Une fois au noyau, le complexe Mig1-

HXK2 se lie aux promoteurs des gènes cibles de Mig1 et réprime leurs expressions. Parmi

les gènes cibles du complexe Mig1-HXK2, on trouve principalement les gènes codant pour

les protéines impliquées dans les réactions des oxydations phosphorylantes (OXPHOS),

les transporteurs à haute affinité (HXT2, 4, 6, 7), les enzymes de la néoglucogenèse

(Figure 4.1) [169, 238, 39, 121, 210].

Chez S. cerevisiae l’effet de répression par le glucose de la respiration mitochondriale

est exercé principalement par la répression de la transcription de la sous-unité Hap4p

[210].
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Figure 4.1 – Schéma simplifié du mécanisme de la répression glucose chez S. cerevisiae.
Á une concentration élevée de glucose (30 mM), Rgt2 détecte la présence du glucose et inhibe Rgt1.
L’inhibition de Rgt1 permet de lever de la répression sur les gènes qui codent pour le transporteur de
glucose de faible affinité HXT1, le facteur de transcription Mig2 et l’hexokinase II. La protéine Mig2
exprimée migre vers le noyau pour inhiber le géne SUC2. D’autre part la détection d’une forte concentration
de glucose induit l’auto-inhibition de Snf1 Kinase. L’inactivation de Snf1 permet la déphosphorylation de
Mig1. Ce dernier forme un complexe avec l’hexokinase II , et migrent tous les deux vers le noyau. Une
fois dans le noyau le complexe Mig1-Hxk2 se lie aux promoteurs des gènes cibles de Mig1 et réprime les
gènes non nécessaires à la croissance sur glucose. Parmi les gènes les plus importants réprimés par le
complexe Mig1-Hxk2, on a le gène HAP4, qui code pour la sous-unité régulatrice (Hap4p) du complexe
HAP. Flèche noire continue : un signal d’activation. Ligne noire coupée : un signal de répression. Lignes
gris discontinue : un signal supprimé suite à l’inhibition de la protéine/expression de la protéine en amont.
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4.2.3 La sous-unité Hap4p et la répression glucose

La protéine Hap4p est une sous-unité qui fait partie du complexe de transcription

HAP. Le complexe HAP est constitué de quatre sous-unités, Hap2p, Hap3p et Hap5p sont

les sous-unités constitutives [185, 162], tandis que Hap4p est la sous-unité régulatrice

du complexe [89]. Le complexe HAP est directement lié à la biogenèse mitochondriale, il

s’agit du complexe transcriptionel responsable de l’activation de l’expression de nombreux

gènes codant pour les enzymes du cycle de Krebs, les enzymes de biosynthèse de la voie

hémique et les enzymes de la chaine respiratoire [201, 184, 65, 20, 34]. La présence du

complexe HAP est nécessaire pour la prolifération en condition non fermentaire [174].

Les cellules dépourvous (délétion) des gènes codant pour les sous-unités du complexe

HAP sont incapable de pousser sur des substrats non fermentescibles [61].

L’activation de la transcription des gènes cibles du complexe HAP se fait par la

reconnaissance et la fixation sur la séquence consensus ACCAAT(T/C)NA appelée CCAAT

box [184]. Les sous-unités Hap2p, Hap3p et Hap5p sont suffisantes pour la fixation à la

CCAAT box ; en effet un mélange des trois protéines recombinantes purifiées permet la

fixation à la CCAAT box in-vitro [162], mais Hap4p est necessaire pour l’activation du

complexe HAP [185].

Le gène HAP4 est le seul gène du complexe HAP dont l’expression est régulée par

la source de carbone [89, 30, 68]. La présence d’un site de fixation de Mig1p dans

son promoteur (répresseur transcriptionnel impliqué dans la répression par le glucose)

suggère que la répression catabolique de HAP4 se fait via Mig1p [65, 13]
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L’objectif du projet de thèse

Dans ce travail de thèse je vais donc étudier chez la levure Saccharomyces cerevisiae,

la cinétique de mise en place de l’effet Warburg dans le temps, à partir du signal

stimulant la prolifération, jusqu’ à l’arrivée à l’état de prolifération rapide. Mon étude

sera focalisée principalement sur l’évolution du métabolisme énergétique à partir de

l’induction du signal stimulant la prolifération cellulaire (la disponibilité du glucose dans

l’environnement).

Grâce à l’étude de la cinétique d’évolution du métabolisme énergétique des cellules

lors de l’augmentation du la vitesse de prolifération, je vais être en mesure de :

4 Déterminer dans quelle phase du processus d’augmentation de la vitesse de prolifé-

ration, les cellules développent le phénotype de l’effet Warburg ;

4 Déterminer l’évolution de chaque paramètre métabolique au cours du temps (Le

flux de l’apport du glucose, la respiration, le flux de fermentation de glucose) ;

4 Établir, les corrélations entre l’évolution des différents paramètres du métabolisme

énergétique au cours du temps ;

4 Déterminer l’évolution de l’homéostasie énergétique des cellules avant, pendant et

après l’augmentation de la vitesse de prolifération.
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Chapitre 5

Culture cellulaire et conditions de culture

5.1 Matériels biologiques, conditions de croissance et milieux de cultures

5.1.1 Souches de levures et de bactéries

Pour réaliser notre étude, j’ai utilisé trois souches différentes de levure Saccharomyces

cerevisiae :

* Une souche BY4742 (WT) qui sera la souche sauvage et de référence ;

* Une souche mutante de BY4742 qui a subit une délétion du gène HXK2, qui code

pour l’hexokinase II.

* Une souche mutante de BY4742 qui a subit une délétion du gène HAP4, qui code

pour la protéine Hap4p, sous-unité régulatrice du complexe HAP impliqué dans la

biogénèse mitochondriale.

Les caractéristiques de chaque souche de levure et de bactérie sont résumées dans le

tableau 5.1.

L’utilisation de la souche Euroscarf BY4742 de S. cerevisiae en particulier est motivée

par la disposition de la banque de mutants de délétion dans notre laboratoire, ce qui

nous permet de disposer rapidement de mutants d’intérêt nécessaires pour notre étude

(délétion, insertion du gène).

J’ai utilisé la souche compétente C41 (DE3) d’Escherichia. coli comme cellule hôte

pour toutes les procédures d’amplification de plasmides.
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Tableau 5.1 – Souches de levures et de bactéries utilisées.

Levures

Nom Génotype description Source

BY4742 (WT)
M atα ; hi s3∆1 ; leu2∆0 ;

l y s2∆0 ; ur a3∆0
Souche sauvage EUROSCARF

∆hxk2

M atα ; hi s3∆1 ; leu2∆0 ;

l y s2∆0 ; ur a3∆0 ;

ygl253w : :kanMX4

Délétion du gène

codant pour

l’hexokinase II

EUROSCARF

∆hap4
M atα ; hi s3∆1 ; leu2∆0 ;

l y s2∆0 ; ur a3∆0 ;

ykl109w : :kanMX4

Délétion du gène

codant pour la

sous-unité Hap4p

EUROSCARF

Bactéries

Nom Génotype

BL21 C41

(DE3)
F− ompT hsdSB r−

B
,m−

B
gal dcm (DE3)

5.1.2 Vecteurs d’expression utilisés (plasmides)

5.1.2.1 Plasmide pCM189-Hap4p

Le plasmide exprimant le gène HAP4 que j’ai utilisé est un plasmide centromérique

dont l’expression est régulée par le systéme tet-Off (Inhibition par la tétracycline).

Ce plasmide a été construit par Chevtzoff et al., 2010 [46] en insérant dans le plasmide

pCM189 linéarisé par BamHI/PstI un fragment BamHI/PstI amplifié du locus HAP4 avec

les oligonucléotides CCCGGATCCATCATGACCGCAAAGACT et CGCCTGCAAGCTATTT-

CAAAATACTTGTACC. Dans ce plasmide l’expression du gène HAP4 est sous le contrôle

du promoteur tetO-CYC1. Le plasmide pCM189 contient également les marqueurs de

sélection Ampicilline et URA3.
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5.1.2.2 Plasmide pCM189 vide

Le plasmide vide pcM189 ne comporte aucun gène sous contrôle du promoteur

tetO-CYC1. Il porte seulement les marqueurs de sélection Ampicilline et URA3.

5.1.3 Milieux de culture et conditions de croissance

5.1.3.1 Milieux de culture

Les compositions des différents milieux de culture utilisés dans ce travail sont décrites

dans le tableau 5.2.

Tableau 5.2 – Composition des milieux de culture utilisés. Les pourcentage indiquent des
rapport (w/v) à raison de X g/100 ml du volume du milieu de culture.

Nom
Nature de milieu de

culture
Compositions

Levures

Milieu riche glucose

(YPD)
Solide

Glucose 2 %; KH2PO4 ; 0,1 % (NH4)2SO4

0,12 %; Yeast extract 1 %; Agar 2,5 %

Milieu riche glucose

(YPD)
Liquide

Glucose 2 %; KH2PO4 ; 0,1 % (NH4)2SO4

0,12 %; Yeast extract 1 %;

Milieu minimum

glucose (SC glc)
Solide

Glucose 2 %; KH2PO4 ; 0,1 % (NH4)2SO4

0,5 %; hydrolysat de caséine 0,2 %; Yeast

Nitrogen Base(YNB) 0,175 % sans acides

aminés ni sulfate d’ammonium ; Agar 2,5 %

Milieu minimum

lactate (SC lac)
Liquide

Lactate 2 %; KH2PO4 ; 0,1 % (NH4)2SO4

0,5 %; hydrolysat de caséine 0,2 %; Yeast

Nitrogen Base(YNB) 0,175 %; pH 5,5 avec
le NaOH

Milieu minimum

galactose (SC Gal)
Liquide

Galactose 2 % ; KH2PO4 ; 0,1 % (NH4)2SO4

0,5 %; hydrolysat de caséine 0,2 %; Yeast

Nitrogen Base(YNB) 0,175 %

Bactéries

Bouillon lysogénique

(LB)
Solide

LB-Lennox : Tryptone 1 %; Yeast extract

0,5 %; NaCl 1 %;Agar 2,5 %

Bouillon lysogénique

(LB)
liquide

LB-Lennox : Tryptone 1 %; Yeast extract

0,5 %; NaCl 1 %
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La stérilisation des milieux est réalisée par autoclave à une température de 120 °C et

une pression de 0,5 bar pendant trente minutes.

Pour l’ensemble des cultures cellulaires avec milieux minimums, les acides aminés

(adénine et tryptophane) sont ajoutés aux milieux de culture après autoclavage à raison

de 40 µg/ml.

En ce qui concerne les cultures bactériennes, j’ai utilisé l’ampicilline comme marqueur

de sélection. Ce dernier est ajouté à raison de 120 µg/ml dans le milieu de culture LB.

5.1.3.2 Conditions de culture

Les cultures cellulaires liquides sont réalisées dans un incubateur agitateur à 200

rotation/minute et à 28 °C pour la levure et 37 °C pour les bactéries. Pour assurer une

oxygénation optimale et uniforme du milieu (par agitation) lors de la culture, les cellules

(levures ou bactéries) sont cultivées dans des erlens stériles, de contenance dix (10) fois

le volume de milieu de culture introduit.

Pour la levure et avant la mise en culture, j’ai toujours réalisé une préculture de

levures 24 heures avant. À partir des souches conservées sur boîtes de Pétri à 4 °C, un

amas cellulaire est prélevé et ensemencé dans un volume compris entre 12 et 100 ml

de milieu de culture. Ces précultures servent en-suite à l’ensemencement et la mise

en culture des différentes souches utilisées dans nos expériences. La prolifération des

levures est suivie par mesure de la turbidité de milieu de culture à 600 nm (DO600) à

l’aide d’un spectrophotomètre (Safas, Monaco).

Pour les souches de levures étudiées, une relation entre l’évolution de la biomasse et

la turbidité du milieu de culture a été établie.

Le tableau 5.3 résume l’évolution du poids sec (mg) d’une unité DO à 600 nm, en

fonction du temps et les conditions de culture.
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Tableau 5.3 – Évolution du poids sec en mg par unité DO en fonction du temps et les
conditions de culture (avant/après l’ajout du glucose). Le poids sec des cellules est déterminé
par la pesée d’une quantité équivalente à 50 UDO, séchée sur 5 jours dans un incubateur à 37 °C. Les
données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM), n=5. Sans
glucose : milieu de culture SC lactate 2 %

Temps (h) Poids sec (mg/UDO)

BY4742 (WT)

Sans glucose 0,36 ± 0,01

4 0,380 ± 0,007

8 0,39 ± 0,02

∆hxk2

Sans glucose 0,36 ± 0,02

4 0,38 ± 0,02

8 0,38 ± 0,01

∆hap4hap4↑
Sans glucose 0,393 ± 0,008

4 0,40 ± 0,02

8 0,402 ± 0,009

∆hxk2hap4↑
Sans glucose 0,392 ± 0,003

4 0,39 ± 0,02

8 0,378 ± 0,009

5.1.4 Volume cellulaire et détermination du nombre de cellules

La mesure du volume cellulaire est réalisée à l’aide d’un analyseur Multisizer™4

(Beckman Coulter ®). Cet appareil utilise le principe de « Electrical Sensing Zone Method

» qui est basé sur le changement de la résistance électrique produite par des particules

suspendues dans une solution d’électrolytes.

Pour effectuer les mesures, 100 µl de culture cellulaire sont mélangés à 10 ml d’une

solution d’électrolytes (NaCl 0,9 %) [Isoton® II diluent]. Puis 100 µl du mélange sont
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aspirés par l’appareil et traversent un orifice séparant deux électrodes. Lorsqu’une cellule

traverse l’orifice, les électrodes mesurent une différence de résistance électrique qui

est proportionnelle au volume de la cellule. À la sortie, l’analyseur donne le nombre

de cellules contenues dans 100 µl et un graphique représentant la dispersion de leur

volume. Le volume médian cellulaire est ainsi déterminé.

L’appareil est couplé à un ordinateur et les donnés sont analysés et traités à partir du

logiciel « Multisizer software 4 ».

Le tableau 5.4 résume l’évolution du volume cellulaire et le nombre de cellules en

fonction du temps et les conditions de culture.
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Tableau 5.4 – Évolution du volume cellulaire et le nombre de cellules en fonction du
temps et les conditions de culture (avant/après l’ajout du glucose). Les données sont
présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM), n=6. Sans glucose :
milieu de culture SC lactate 2 %.

Temps (h) Volume Cellulaire (litre/cell.10 -15) nombre de cellules (107)

BY4742 (WT)

Sans
glucose

37,3 ± 0,2 1,88 ± 0,02

2 47,2 ± 0,3 1,71 ± 0,06

4 50,5 ± 0,4 1,58 ± 0,02

6 50,5 ± 0,7 1,57 ± 0,08

8 51,4 ± 0,9 1,50 ± 0,01

∆hxk2

Sans
glucose

38 ± 1 1,67 ± 0,09

2 52,0 ± 0,3 1,85 ± 0,15

4 51,0 ± 1,4 1,55 ± 0,02

6 47,8 ± 1,4 1,53 ± 0,08

8 45,4 ± 0,2 1,66 ± 0,04

∆hap4hap4↑
Sans

glucose
64,1 ± 0,5 1,24 ± 0,01

2 70,3 ± 1,4 1,33 ± 0,05

4 73,2 ± 0,3 1,26 ± 0,05

6 64 ± 1 1,37 ± 0,05

8 66,17 ± 0,53 1,38 ± 0,03

∆hxk2hap4↑
Sans

glucose
61,7 ± 0,5 1,35 ± 0,01

2 68,5 ± 1,1 1,35 ± 0,07

4 63,8 ± 0,6 1,40 ± 0,06

6 56 ± 2 1,55 ± 0,05

8 54,2 ± 0,3 1,61 ± 0,01
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Chapitre 6

Techniques de biologie moléculaire

6.1 Récupération de l’ADN plasmidique

Les plasmides utilisés pour la transformation des levures sont récupérés après la mise

en culture d’une colonie bactérienne déjà transformée avec le plasmide d’intérêt, issue

d’un stock conservé à –20 °C.

Pour la récupération du plasmide bactérien, j’ai utilisé le kit GeneJET Plasmid Mini-

prep.

Environ 5 ml de bactéries contenant le plasmide d’intérêt sont cultivés sur la nuit dans

un milieu LB supplémenté de l’antibiotique approprié (ampicilline). Après centrifugation

(10 min à 5000 g), le culot est traité avec une solution appelée « P1 » [50mM Tris-HCl,

pH 8 ; 10 mM EDTA; 100 µg/mL RNase A] dont la principale caractéristique est de

contenir de la RNAse qui servira à dégrader les molécules d’ARN libérées après la lyse des

bactéries. La lyse alcaline s’effectue avec une solution dite « P2 » [200 mM NaOH; 1 %

SDS] qui dénaturera l’ADN (par séparation des deux brins) et les protéines. L’ajout d’une

solution « N3 » [Chlorure de Guanidium (GuHCl) 4,2 M ; Acétate de potassium (KAc) 0,9

M, pH 4.8] sert à précipiter l’ADN génomique bactérien et les protéines. Dans la méthode

« d’origine » décrite en 1975 [17] cette précipitation sélective de l’ADN génomique au

profit de l’ADN plasmidique se fait par l’utilisation d’une solution acide d’acétate de

sodium. L’ajout de cette solution va entraîner une neutralisation de la solution alcaline,
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qui entraînera une renaturation des molécules d’ADN.

Cependant, l’ADN génomique étant de très grande taille en comparaison avec celle du

plasmide, sa renaturation est plus difficile conduisant à des problèmes de solubilisation et

donc son agrégation [230, 215]. Les protéines et les ARN de haut poids moléculaire sont

quant à eux précipités par la forte concentration en sels [155, 55]. Après centrifugation

(10 min à 16000 g) pour éliminer les débris et l’ADN génomique bactérien précipité, le

surnageant est passé sur une colonne faite de silice qui retient l’ADN en présence de sels

notamment par des liaisons hydrogène [26, 164]. Après des lavages effectuées avec une

solution à base d’éthanol (centrifugation 1 min à 16000 g), l’élution de l’ADN s’effectue

par ajout de 20 à 50 µl d’eau stérile et dépourvue de nucléases.

6.2 Transformation de levures S. cerevisae par la méthode à l’acétate

de lithium

La transformation des cellules de S. cerevisie nécessite une propriété qu’on appelle

compétence, c’est à dire une capacité à « capturer » l’ADN présent dans l’environne-

ment. La premiére étape de trasformation est donc rendre les cellules compétentes «

artificiellement » en les rendant perméables à l’entrée de l’ADN.

La technique que j’ai utilisé dérive de la méthode décrite par [217]. Une préculture

faite sur la nuit des levures à transformer est inoculée dans le milieu approprié (YPD).

Lorsque la DO atteint une valeur comprise entre 0,8 et 1,2, les cellules sont récoltées

par centrifugation (5min à 1000 g). On effectue ensuite au moins 2 lavages avec de

l’eau stérile toujours par centrifugation (au moins un des lavages doit être effectué dans

un volume au moins 2 fois supérieur à celui de la culture). Pour une transformation, la

procédure suivante est effectuée :

+ Resuspendre le culot de cellules dans 100 µl d’une solution de transformation

[Acétate de lithium 0,2 M; PEG 3350 40 % (p/w) ; Dithiothreitol (DTT) 0,1 M;

10 µg d’ADN simple brin de sperme de saumon (« ADN carrier »)]. Le DTT et l’«

ADN carrier » sont rajoutés au dernier moment au mélange. Le DTT est préparé
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extemporanément et l’« ADN carrier » est préalablement dénaturé en le chauffant à

90 °C.

+ Ajouter 1 µg de l’ADN plasmidique qui va servir à la transformation.

+ Vortexer et effectuer un choc thermique en incubant pendant 30 min à 45 °C

+ Etaler sur le milieu sélectif approprié.
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Chapitre 7

Techniques de biochimie

7.1 Mesure du flux de consommation d’oxygène

7.1.1 Principe

La concentration en dioxygène (O2) d’un milieu liquide peut être déterminé par une

mesure électrochimique utilisant une sonde à oxygène (électrode de Clark).

L’électrode de Clark est composée d’une cathode en platine et d’une anode en argent

baignant dans un électrolyte (KCl 3 M). L’ensemble électrodes-électrolyte est isolé du

milieu par une membrane perméable au O2 mais imperméable à l’eau et aux ions.

L’application d’une différence de potentiel de 850 mV entre la cathode et l’anode induit

une ionisation de l’O2 dissous dans l’électrolyte selon les réactions chimiques suivantes :

Au contact de la cathode (+)

O2 + 2 H+ + 2 e– H2O2

H2O2 + 2 H+ + 2 e– 2 H2O

Au contact de l’anode (–)

4 Ag+ + 4 Cl– 4 AgCl + 4 e–

Au niveau de la cathode l’O2 diffusant à travers la membrane vers l’électrolyte est

réduit d’abord en H2O2 puis en H2O en acceptant 4e− libérés à l’anode. À la suite de ces

71



Chapitre 7. Techniques de biochimie

réactions d’oxydoréduction, un courant de très faible intensité est établi entre les deux

électrodes. L’intensité de ce courant est proportionnelle à la concentration en O2 dissous

dans l’électrolyte et donc dans le milieu à étudier.

Cependant, dans ce système, la concentration en O2 dans l’électrolyte dépend non

seulement de la disponibilité de l’O2 dans le milieu, mais aussi de sa vitesse de diffusion à

travers la membrane. Pour garder une vitesse de diffusion d’O2 stable, plusieurs facteurs

expérimentaux et environnementaux doivent être contrôlés tels que :

+ la température (la cuve d’oxygraphie, le milieu et l’électrolyte doivent être thermo-

statés) ;

+ la pression ( la cuve d’oxygraphie est soumise à la pression atmosphérique) ;

+ l’homogénéité de la concentration en oxygène du milieu ( agitation suffisante dans

la cuve).

7.1.2 Mesure de la respiration sur cellules entières (levures)

7.1.2.1 Respiration endogène

La respiration endogène des cellules entières est mesurée par l’utilisation de système

de l’électrode de Clark (présenté ci-dessus). Un volume de 1 ml prélevé directement de

la culture cellulaire est mis dans la cuve de mesure. Après environ 5 minutes d’enregistre-

ment de l’appareil, on obtient un tracé déterminant la concentration de l’O2 consommé

exprimé en pourcentage par unité de temps.

Étant donné que dans nos conditions expérimentales 1 % correspond à 4,2 nanoa-

tomes d’oxygène par ml, le calcul de la vitesse de respiration se fait par l’application des

formules suivantes :

JO2 (natO/min/UDO) =
n × 4,2

U DO

JO2 (natO/min/mg pds) =
JO2 (natO/min/UDO)

poi d s sec

ou :

G n : le pourcentage de la consommation de l’O2 par minute ;
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G 4,2 : la quantité d’oxygène correspondante à une variation de 1 % sur l’enregistreur ;

G UDO : unité arbitraire de la densité optique mesurée à 600 nm par ml d’échantillon ;

G Poids sec : le poids sec d’une UDO de cellules.

7.1.2.2 La respiration non phosphorylante

La mesure de la respiration non phosphorylante est effectuée directement après la

mesure de la respiration endogène par l’addition dans la cuve de mesure de 0,2 mM du

triéthylétain (TET).

Tout comme l’oligomycine, le triéthylétain est un inhibiteur de l’ATP synthase, il agit

sur le domaine F0 de l’ATP synthase où il se fixe de façon non covalente sur son site de

liaison en inhibant ainsi le passage des protons vers la matrice mitochondriale [35, 36].

7.1.2.3 La respiration découplée

La mesure de la respiration découplée est effectuée aprés détermination de la res-

piration endogène. Le découplage de la chaine respiratoire est réalisé par l’utilisation

du carbonyl cyanide m-chloro-phenyl hydrazone (CCCP). Le CCCP est un découplant

des oxydations phosphorylantes [113], il agit au niveau de la membrane mitochondriale

interne en augmentant sa perméabilité aux protons H+, ce qui entraine une dissipation

de la différence du potentiel électrochimique de part et d’autre de la membrane interne

mitochondriale [208].

2,5 µM de CCCP ainsi que 100 mM d’éthanol sont ajoutés aux cellules dans la cuve

de mesure. L’intérêt de rajouter l’éthanol dans la cuve est d’éviter tout contrôle cinétique

par le potentiel redox en amont de la chaîne respiratoire.

7.1.3 Mesure de la respiration sur sphéroplastes perméabilisés

1 mg proteines par ml de sphéroplastes sont mises en suspension dans un tampon

que nous appellerons tampon de sphéroplaste [Sorbitol désionisé 1 M; EGTA 0,5 mM;

MgSO4 2mM; NH4Cl 10 mM; KH2PO4 10mM; NaCl 10 mM; BSA 0,1 %]. Le 100 %

d’oxygène dissout est calibré sur l’enregistreur lorsque le tampon seul est ajouté dans la

cuve d’oxygraphie thermostatée à 28 °C.
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La perméabilisation des sphéroplastes est effectuée par l’ajout au mélange tampon-

sphéroplastes de 20 µg/ml de nystatine. Après incubation pendant dix minutes, les

différents substrats respiratoires et métabolites (G6P, F1,6bP) sont ajoutés. Puis, les

pentes nécessaires au calcul du flux de consommation d’oxygène (JO2) sont déterminées

à partir d’états stationnaires de respiration d’une durée supérieure à deux minutes.

7.2 Quantification des cytochromes sur cellules entières

7.2.1 Principe

Les cytochromes sont des protéines hémiques qui constituent une partie de la chaine

respiratoire mitochondriale, Grâce à leurs propriétés redox ce sont eux qui participent à

l’acheminement des électrons au long de la chaine respiratoire vers l’oxygène, l’accepteur

final d’électron.

Un cytochrome est constitué d’une fraction protéique (apoprotéine) à l’intérieur de

laquelle est accroché de façon covalente un hème (cofacteur).

Le cofacteur ou l’hème est une porphyrine, au centre duquel on trouve un atome

de fer (Figure 7.1). C’est grâce aux propriétés redox du fer qui peut passer de façon

réversible d’un état ferrique à un état ferreux, que la fonction transporteur d’électrons du

cytochrome est assurée. La partie apoprotéine détermine et confère des potentiels redox

différents entre chaque classe de cytochrome rendant ainsi le transfert des électrons

possible entre cytochromes.
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N N
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Figure 7.1 – Structure de l’hème. Une molécule d’hème formée après la fixation d’un atome
de fer par un noyau de prophyrine

Dans la chaine respiratoire mitochondriale des cellules eucaryotes, selon le type

d’hème associé, on distingue trois classes de cytochromes :

Û Cytochromes c et c1

Û Cytochromes bl et bh

Û Cytochromes a et a3

En fonction de l’environnement protéique et le type d’hème associé, ces 3 classes de

cytochromes présentent des propriétés d’absorptions différentes et dépendantes de l’état

redox de l’hème associé [42, 43]. Grâce à leurs propriétés d’absorption, il est possible de

les quantifier à l’aide d’un spectrophotomètre double faisceaux, double longueur d’onde.

La différence entre le spectre d’absorption du cytochrome à l’état réduit et celui de l’état

oxydé permet la quantification de ce composé. L’avantage majeur de l’utilisation de

cette technique est de pouvoir s’affranchir des variations de turbidité des solutions en

effectuant des spectres différentiels.

F Les cytochromes c et c1 présentent un pic d’absorption à environ 550 nm et un

point isobestique à 540 nm. Le coefficient d’extinction molaire (ε) est de 18 000

L.mol−1cm−1.
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F Les cytochromes bl et bh ont leur pic d’absorption à environ 561 nm et le

point isobestique à 575 nm. Le coefficient d’extinction molaire (ε) est de 18

000 L.mol−1cm−1.

F Les cytochromes a et a3 ont leur pic d’absorption à environ 603 nm et le

point isobestique à 630 nm. Le coefficient d’extinction molaire (ε) est de 14 000

L.mol−1cm−1.

7.2.2 Protocole

Environ 30 mg de biomasse sèche sont prélevées de la culture cellulaire et lavées à

l’eau, puis resuspendues dans 2 ml d’eau. Par la suite, les cellules sont réparties dans deux

cuves en quartz à raison de 1 ml dans chaque cuve et placée dans un spectrophotomètre

à double faisceaux et on réalise un spectre de ligne de base entre 500 et 650 nm.

En seconde étape, le contenu de la cuve de référence est oxydé avec du peroxyde

d’hydrogène (8,8 mM), tandis que le contenu de l’autre cuve est réduit avec quelques

grains de dithionite. On réalise le deuxième spectre d’absorbance entre 500 et 650 nm

en effectuant la différence entre les valeurs de la cuve réduite et de la cuve oxydée.

La formule suivante est appliquée pour déterminer la quantité de cytochromes :

C y tochr omes (pmole/UDO) =
(DO(absp) −DO(i so)) × V

(ε × U DO)

C y tochr omes (pmole/mg pds) =
C y tochr omes (pmole/UDO)

poi d s sec

G DO(absp) : La DO du pic d’absorption ;

G DO(iso) : L’absorbance du point isobestique ;

G V : Volume de l’échantillon de mesure (L.10-3) ;

G UDO : Unité arbitraire de la densité optique mesuré à 600 nm par ml d’échantillon ;

G ε : Le cœfficient d’absorption molaire correspondant au cytochrome exprimé en

L.mol−1.cm−1 ;

G Poids sec : Le poids sec d’une UDO de cellules.
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7.3 Dosage des hexoses phosphates

7.3.1 Principe

La méthode de dosage des métabolites que j’ai utilisée fait appel aux principes

de stœchiométrie de réaction et aux caractéristiques spectroscopiques de produits de

réaction selon l’exemple suivant :

nA bB
 nC nD (b−n)B

La détermination de n se fait par l’utilisation des caractéristiques d’absorption du

produit D par l’application de la loi de Beer-Lambert.

Absorbance = εlC

Avec :

G ε : le cœfficient d’absorption molaire en L.mol−1.cm−1 ;

G l : le trajet optique en cm ;

G C : la concentration de la solution en mol/L.

7.3.2 Arrêt du métabolisme et extraction des métabolites

Des extraits cellulaires sont d’abord préparés par une extraction à l’éthanol adaptée

d’une méthode d’extraction de [149]. Environ 7,5 mg de biomasse sèche sont prélevés

et récupérés par filtration sur un filtre de nitrocellulose (0,4 µm), suivi d’un rinçage à

l’eau froide (milli-RO). Le filtre contenant les cellules est immédiatement plongé dans

un tube de centrifugation contenant 5 ml du tampon d’extraction éthanol/Hepes [10

mM, pH 7,2 (75/25 v/v)] préalablement placé dans la glace puis mélangé au vortex. La

lyse complète des cellules se fait par la suite par une incubation dans un bain marie à 80

°C, pendant trois minutes. L’élimination de l’éthanol est réalisée par distillation simple
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sous vide grâce à un évaporateur rotatif. En dernière étape, l’extrait cellulaire obtenu est

suspendu dans 800 ml d’eau (milli-Q) froide pour éviter toute activité enzymatique.

7.3.3 Dosage du glucose-6-phosphate (G6P)

Le dosage du G6P fait intervenir la réaction enzymatique suivante :

G6 P + NAD+ G6PDH D Gluconolactone − 6 − phosphate + NADH + H+

Dans une cuve U.V, 200 µl d’échantillon correspondant à environ 2,7 mg de bio-

masse sèche sont ajoutés à 800 µl de la solution suivante : [ETRAM (Triéthanolamine

50 mM; MgCl2 7,5 mM; EDTA 3,75 mM; pH 7,4) ; NAD+ 0,1 mM]. Le dosage du

glucose-6-phosphate (G6P) est effectué par l’addition de l’enzyme glucose-6-phosphate

déshydrogénase bactérienne (G6PDH) (0,3 unités/ml). La quantité de NAD+ réduit en

NADH est proportionnelle à la quantité de G6P consommé. L’apparition de NADH est

suivie par mesure de l’absorbance à 340 nm pendant 15 min. La réaction étant stœchio-

métrique (1 :1) la quantité de G6P présent est déterminée par la quantification du NADH

par l’utilisation de la loi de beer-Lambert, sachant que εNADH = 6 220 L.mol−1.cm−1

7.3.4 Dosage du fructose-1,6-bisphosphate (F1,6BP)

Le dosage de fructose-1,6-bisphosphate (F1,6bP) fait appel à trois (3) réactions

enzymatiques de la glycolyse suivantes :

F1,6bP aldolase Glycéraldéhyde − 3 − phosphate + DHAP

Glycéraldéhyde − 3 − phosphate + NAD+ GAPDH 1.3 bPG + NADH + H+

1.3 bPG + ADP + Pi PGK 3 Phosphoglycerate + ATP

L’aldolase catalyse la scission du F1,6bP en deux trioses phosphates : le glycéraldéhyde-

3-phosphate (Gly3P) et la dihydroxyacétone phosphate (DHAP). Pour cette réaction

enzymatique les trois molécules : le F1,6bP, le Gly3P et le DHAP sont proportionnellement
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stœchiométriques. La quantification du F1,6bP se fait donc par la quantification du NAD

réduit en NADH lors de l’oxydation de Gly3P en 1,3-biphosphoglycérate (1,3bPG) par

la glycéraldéhyde -3- phosphate déshydrogénase (GAPDH) (réaction 2). La réaction de

l’oxydation de Gly3P en 1,3bPG par la GAPDH est réversible. Il est donc nécessaire de ti-

rer cette réaction et transformer le 1,3bPG. La phosphoglycérate kinase (PGK) catalyse le

transfert du phosphate lié au carbone 1 sur un ADP pour produire le 3-phosphoglycérate

et une molécule d’ATP (réaction 3). La réaction 3 est favorisée dans le sens de la forma-

tion d’ATP par l’addition d’une concentration importante d’ADP (1mM) dans le mélange

réactionnel.

Dans une cuve U.V, 200 µl d’échantillon correspondant à environ 2,7 mg de biomasse

sèche sont ajoutés à 800 µl de la solution suivante : [ETRAM (Triéthanolamine 50 mM ;

MgCl2 7,5 mM; EDTA 3,75 mM; pH 7,4) ; NAD 1 mM; Pi 1 mM; ADP 1mM; PGK

0,6 unités/ml ; aldolase 0,3 unités/ml]. Après réalisation d’une ligne de base, l’enzyme

GAPDH (0,6 unités/ml) est ajoutée dans la cuve de mesure. L’apparition de NADH est

suivie par mesure de l’absorbance à 340 nm pendant 15 min. Les réactions 1 et 2 étant

stœchiométrique (1 :1) la quantité de F1,6bP présent est déterminée par la quantification

du NADH par l’utilisation de la loi de beer-Lambert.

7.4 Dosage des nucléotides phosphates (ATP, ADP)

Une quantité équivalente de 1,5mg de biomasse sèche est prélevée et récupérée

par filtration sur un filtre de nitrocellulose (0,4 µm), suivi d’un rinçage à l’eau froide

(milli-RO). Le filtre contenant les cellules est immédiatement plongé dans un tube de

centrifugation contenant 5 ml du tampon d’extraction éthanol/Hepes [10 mM, pH 7,2

(75/25 v/v)] préalablement placé dans la glace puis mélangé au vortex. La lyse complète

des cellules et la dénaturation des protéines se fait par la suite par une incubation dans

un bain marie à 80 °C, pendant trois (3) minutes. L’élimination de l’éthanol est réalisée

par distillation simple sous vide grâce à un évaporateur rotatif.
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Les échantillons sont ensuite ressuspendus dans l’eau de manière à avoir 1 µl de

volume cellulaire dans 100 µl d’eau et les particules insolubles sont éliminées par centrifu-

gation. La séparation des métabolites est réalisée par une colonne CarboPac PA1 couplée

à une station de chromatographie ICS3000 (Dionex), en utilisant un gradient NaOH/Na

acétate. Les nucléotides phosphates (ATP, ADP) sont détectés par ampérométrie (IntAmp,

carbohydrates standard quad potential ED50 ; Dionex) et par des détecteurs UV en rang

de diode (Ultimate 3000 ; Dionex). Des gammes étalons sont réalisées pour déterminer

les concentrations des nucléotides (ATP, ADP).

7.5 Dosage des nucléotides phosphates (Méthode N°02)

Cette méthode a été utilisée pour doser les concentrations cellulaires des nucléotides

(ATP, ADP) dans le chapitre 13.

Les extraits cellulaires sont préparés de la même manière que pour le dosage des

hexoses phosphates. Le dosage est effectué grâce au kit « ATPlite 1 step de PerkinElmer ».

Ce kit est basé sur la production de lumière due à la réaction de l’ATP avec la luciférase et

la D-luciférine ajoutées. La luciférase catalyse l’oxydation de la D-luciférine en présence

d’ATP et d’oxygène et va donner l’oxyluciférine, de l’AMP, du PPi, du CO2 et de la

lumière. Si les concentrations en luciférine-luciférase et en oxygène sont constantes,

alors l’intensité lumineuse émise est proportionnelle à la quantité d’ATP dans l’échantillon.

La quantité d’ATP est déterminée à l’aide d’une gamme étalon obtenue avec ce kit et de

l’ATP standard de concentration connue. Le dosage de l’ADP est effectué à l’aide de ce

même kit, les échantillons sont préalablement incubés pendant 30 minutes à 28 °C avec

un tampon [KH2PO4 75mM; MgSO4 15 mM; phosphoenolpyruvate (PEP) ; pyruvate

kinase (PK)]. Ce tampon permet de transformer la quasi-totalité de l’ADP en ATP grâce

à l’action de la PK qui va transformer le PEP et l’ADP en pyruvate et ATP. Après trente

minutes d’incubation, la quantité d’ATP + ADP est mesurée comme précédemment. Une

gamme étalon est également effectuée en utilisant un échantillon et l’ATP standard. La

quantité d’ADP est déterminée en soustrayant le signal de l’ATP mesuré précédemment

au signal déterminé lors de ce dosage (ATP + ADP).
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7.6 Dosage du phosphate inorganique (Pi)

Le dosage du Pi est réalisé par une méthode colorimétrique développée par [178].

Le principe de ce dosage repose sur le fait que les phosphates en présence de molyb-

date d’ammonium vont donner un complexe phosphomolybique (H3PO4−MoO3). Ce

complexe va être ensuite réduit et devenir bleu. Il sera alors stable et soluble dans

l’eau et présentera un maximum d’absorbance à 610 nm. L’intensité de coloration est

proportionnelle à la concentration en phosphate.

500 µl d’une solution [H2SO4 0,75 M ; molybdate d’ammonium 0,66 % ; FeSO4 0,8 %]

sont ajoutés à 100 µl d’échantillons. Les d’échantillons sont préparés de la même façon

que pour le dosage des hexoses phosphates (arrêt du métabolisme et extraction des

métabolites). Après trente minutes, on effectue une lecture de la densité optique à 610

nm, et à l’aide d’une gamme étalon réalisée dans les mêmes conditions, la quantité de Pi

contenue dans l’échantillon est calculée.

7.7 Dosage du glucose

7.7.1 Principe

Le dosage du glucose est effectué par l’utilisation du Kit « D-Glucose HK Assay Kit » de

Megazyme.

Le principe de dosage repose sur le couplage entre deux réactions enzymatiques.

La première réaction catalysée par l’hexokinase (HK) consiste à la transformation du

glucose en glucose 6-phosphate (G6P), selon la réaction suivante :

D Glucose + ATP HK glucose − 6 − phosphate + ADP

La deuxième réaction catalysée par la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH)

consiste à la transformation du produit de la première réaction (G6P) en gluconate-6-

phosphate, selon la réaction suivant :
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Glucose − 6 − phosphate + NADP+ G6PDH gluconate − 6 − phosphate + NADPH + H+

La réduction d’un NADP+ en NADPH étant stœchiométrique avec la quantité de

glucose (1 : 1), la quantification du glucose est possible par le suivit de l’apparition de

NADPH par mesure de l’absorbance à 340 nm et l’application de la loi de Beer-Lambert.

7.7.2 Protocole

200 µl du milieu de culture sont prélevés et centrifugés à froid pendant deux (2) mi-

nutes à 13000 g. Puis, 100 µl du surnageant sont repris dans un nouveau tube Eppendorf

et chauffés à 90 °C pendant 2 min. Cette dernière étape consiste à dénaturer les protéines

libérées des cellules mortes/éclatées, afin de stopper toute réaction enzymatique.

Pour le dosage, une préparation du blanc et des échantillons est réalisée selon le

tableau 7.1.

Tableau 7.1 – Composition du mélange réactionnel pour le dosage de glucose. Tampon
ETRAM [Triéthanolamine 50 mM; MgCl2 7,5 mM; EDTA 3,75 mM; pH 7,4] ; S1 [Tampon pH 7,6,
Azoture de sodium (0.02 % w/v)] ; S2 [NADP+ ; ATP].

Volume Blanc Échantillon

Tampon ETRAM 890 µl 840 µl

S1 (buffer) 50 µl 50 µl

S2 (NADP+/ATP) 50 µl 50 µl

Échantillon – 50 µl

Les mélanges sont agités, puis une première lecture de la DO est effectuée à 340

nm. Ensuite, 10 µl de la solution enzymatique (HK/G6PDH) sont ajoutés aux mélanges.

Après une heure d’incubation à température ambiante, un suivi de l’évolution de la DO à

340 nm est effectué jusqu’à stabilisation de la valeur de cette dernière.
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La concentration finale en glucose de chaque échantillon est déterminée par l’applica-

tion de la loi de Beer-Lambert [A =ε .l.C], par l’utilisation de la formule suivante :

Gl ucose (mM) =
(DO2 −DO1)

(ε × l )
× F

F = di l uti on(cuve) ×di luti on(échanti l l on) ×V(tot al ) ×103

G DO1 : densité optique de la ligne de base ;

G DO2 : densité optique de plateau ;

G l : le trajet optique en cm ;

G ε : le cœfficient d’absorption molaire de NADPH en L.mol−1.cm−1 ;

G dilution(cuve) : facteur de dilution relatif au volume de l’échantillon introduit dans

la cuve ;

G dilution(chantillon) : facteur de dilution de l’échantillon ;

G V : volume total du mélange (réactifs et échantillon) ;

G 103 : facteur de conversion (mM).

7.8 Dosage de l’éthanol

7.8.1 Principe

Le dosage de l’éthanol est effectué par l’utilisation du Kit « ETHANOL Assay Kit

» de Megazyme. Le principe de dosage repose sur le couplage entre deux réactions

enzymatiques.

La première réaction catalysée par l’alcool déshydrogénase (ADH) consiste en la

transformation de l’éthanol en acétaldéhyde, selon la réaction suivante :

Éthanol + NAD+ ADH acétaldéhyde + NADH + H+

Dans la mesure où la réaction catalysée par l’ADH est réversible, la transformation

complète de l’éthanol nécessite la transformation de l’acétaldéhyde. La deuxième réaction
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catalysée par l’aldéhyde déshydrogénase (ALDH) consiste donc à la transformation du

produit de la première réaction en acide acétique, selon la réaction suivant :

Acétaldéhyde + NAD+ ALDH acide acétique + NADH + H+

Les deux réactions sont couplées à la réduction de deux NAD+ par molécule d’éthanol

(stœchiometrie : 1 EtOH : 2 NADH), la quantification de l’éthanol est possible par le

suivit de l’apparition du NADH par mesure de l’absorbance à 340 nm et l’application de

la loi de Beer-Lambert.

7.8.2 Protocole

900 µl du milieu de culture sont prélevés et mis dans un tube eppendorf contenant

45 µl d’acide perchlorique 70 % puis mélangés au vortex afin d’assurer une lyse complète

des cellules et l’arrêt de toute activité enzymatique. Après la lyse, 300 µl de KOMO [KOH

2 M; MOPS 0,5 M] sont ajoutés au mélange afin de neutraliser l’échantillon.

Pour le dosage, une préparation de blanc et échantillons est réalisé selon le tableau

7.2.

Tableau 7.2 – Composition du mélange réactionnel pour le dosage de l’éthanol. Tampon
ETRAM [Triéthanolamine 50 mM; MgCl2 7,5 mM; EDTA 3,75 mM; pH 7,4] ; S1 [Tampon pH 9,0,
Azoture de sodium (0.02 % w/v)] ; S2 [NAD+] ; S3 [Aldéhyde déshydrogénase].

Volume Blanc Échantillon

Tampon ETRAM 890 µl 840 µl

S1 (buffer) 100 µl 100 µl

S2 (NAD+) 100 µl 100 µl

S3 (ALDH) 25 µl 25 µl

Échantillon – 50 µl

Les mélanges sont agités, puis une première lecture de la DO est effectuée à 340

nm. En seconde étape, 10 µl de la solution enzymatique (ADH) sont ajoutés au mélange
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et laissés réagir à température ambiante. Après une heure d’incubation à température

ambiante, un suivi de l’évolution de la DO à 340 nm est effectué jusqu’à stabilisation de

la valeur de cette dernière.

La concentration finale en éthanol de chaque échantillon est déterminée en appliquant

la loi de Beer-Lambert [A =ε .l.C], par l’utilisation de la formule suivante :

EtOH (mM) =

(DO2−DO1)
(ε × l ) × F

2

F = di l uti on(cuve) ×di luti on(échanti l l on) ×V(tot al ) ×103

G DO1 : densité optique de la ligne de base ;

G DO2 : densité optique de plateau ;

G l : le trajet optique en cm ;

G ε : le cœfficient d’absorption molaire de NADH en L.mol−1.cm−1 ;

G dilution(cuve) : facteur de dilution relatif au volume de l’échantillon introduit dans

la cuve ;

G dilution(chantillon) : facteur de dilution de l’échantillon ;

G V : volume total du mélange (réactifs et échantillon) ;

G 103 : facteur de conversion (mM).

7.8.3 Note sur le calcul des flux : consommation de glucose et production d’éthanol

Dans nos conditions de culture, la quantité de cellules dans le milieu de culture

évolue au cours du temps. Entre Th et T(h1), la quantité de cellules augmente et passe

de Qh à Qh1.

Pour estimer l’évolution du flux de consommation de glucose des cellules, après son

ajout au milieu de culture, nous avons calculé le flux moyen de consommation du glucose

toutes les 2 heures, par l’application de la formule suivante :
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F lux(Gl c) (µmol/h/mgdw) =

([Gl c]h − [Gl c](h+2))

∆h

x̄(Qh , Q(h+2))

G [Glc]h : quantité du glucose dans un ml de milieu de culture à Th (µmole/ml) ;

G [Glc](h2) : quantité du glucose dans un ml de milieu de culture à T(h2) (µmole/ml) ;

G ∆h : différence du temps T(h2) – Th(heure) ;

G Qh : quantité de cellules (mg poids sec/ml) à Th ;

G Q(h2) : quantité de cellules (mg poids sec/ml) à T(h2).

De même pour l’éthanol, pour estimer l’évolution du flux de production de ce dernier

après l’ajout de glucose, nous avons utilisé la formule suivante :

F lux(EtOH) (µmol/h/mgdw) =

([EtOH ](h+2) − [EtOH ]h )

∆h

x̄(Qh , Q(h+2))

G [EtOH]h : quantité d’éthanol dans un ml de milieu de culture à Th (µmole/ml) ;

G [EtOH](h2) : quantité d’éthanol dans un ml de milieu de culture à T(h2) (µmole/ml) ;

G ∆h : différence du temps T(h2) – Th(heure) ;

G Qh : quantité de cellules (mg poids sec/ml) à Th ;

G Q(h2) : quantité de cellules (mg poids sec/ml) à T(h2).

7.9 Préparation de sphéroplastes de la levure S. cerevisiae

Les sphéroplastes sont des cellules de levures dépourvues de leurs paroi. Ces cellules

qui peuvent être perméabilisées à l’aide notamment d’un antibiotique polyèdre tel que la

nystatine représentent un bon modèle d’étude des mitochondries dans un environnement

«in-situ» [9].

Une quantité équivalente à 150 mg de biomasse sèche de cellules est récoltée par

centrifugation à 4000 g pendant 5 min. Après trois (3) lavages successifs à l’eau (milli-Q)

froide, le culot cellulaire est resuspendu dans le tampon–SH [Tris-Hcl 0,1 M pH 9,3 ;

β-mercaptoéthanol 0,5 M] à raison de 20 ml de tampon par gramme de poids sec, puis
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laissé incubé sous agitation (180 rpm) pendant 15 min à 32 °C. L’agent réducteur qu’est

le β-mercaptoéthanol va favoriser la digestion ultérieure de la paroi en rompant les ponts

disulfures de cette dernière.

Les cellules sont ensuite lavées (3 fois) avec un tampon [Tris-HCl 10 mM pH 7; KCl

0,5 M], puis la paroi est digérée par la cytohélicase (à raison de 0,17 g/ g poids sec)

dans le tampon de digestion [sorbitol déionisé 1,35 M; EGTA 1 mM; citrate phosphate

10 mM ; pH 5,8]. La digestion est suivie au spectrophotomètre. En effet, lorsque la paroi

est digérée, les cellules éclatent lorsqu’elles sont placées dans de l’eau. Á 600 nm, nous

pouvons donc voir diminuer la turbidité de la solution au cours de la digestion. Lorsque

90 % de cellules ont leur paroi digéré, la digestion est arrêtée au froid (4 °C).

Les sphéroplastes ainsi obtenus, sont récoltés par une centrifugation à 2500 g, puis

lavés (2 fois) avec le tampon sphéroplastes [sorbitol déionisé 1 M ; NaCl 1,7 mM ; MgSO4

2 mM; EGTA 0,5 mM ; KH2PO4 10 mM, pH 6,8 ; BSA 0,1 %]. Á la fin de dernier lavage,

les sphéroplastes sont conservé au froid (4 °C) dans le tampon sphéroplastes à raison de

6 ml de tampon par gramme de poids sec de cellules.
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Chapitre 8

Techniques d’analyse des protéines

8.1 Extraction des protéines de levure

La technique utilisée est basée sur celle décrite par [76]. Il s’agit d’une lyse en

conditions alcaline et réductrice.

0,2 mg de biomasse sèche de levure sont prélevés par centrifugation à froid (2

min à 13000 g à 4 °C). Le culot est repris dans 50 µl d’un mélange [NaOH 1,85 M;

β-mercaptoéthanol 7,5 % (v/v)]. Après incubation 10 min dans la glace, on effectue

une précipitation acide des protéines par agrégation de ces dernières après l’ajout de

50 µl de TCA 50 % (w/v) et une incubation de dix minutes supplémentaires dans la

glace. Après centrifugation (10 min à 16000 g à 4 °C), le surnageant est éliminé et le

culot protéique est repris dans 10 µl de tampon dit « de charge » à 5x [Tris-HCl 60

mM, pH 6,8 ; SDS 2 %; glycérol 10 % (w/v) ; β-mercaptoéthanol 2 % (v/v)], bleu de

bromophenol 0,02 %] et 40 µl de Dodécyl-Sulfate de Sodium (SDS) à 5 %. Ce processus

a pour objectif la dénaturation des protéines, notamment par l’action du SDS qui est un

détergent anionique, qui va profondément détruire les structures secondaires, tertiaires

et éventuellement quaternaires des protéines. Cette action de dénaturation est renforcée

par le β-mercaptoéthanol qui est un agent réducteur qui va donc réduire les éventuels

ponts disulfures présents dans la structure des protéines.
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8.2 Dosage des protéines totales par la méthode du Biuret

8.2.1 Principe

La méthode du Biuret permet d’obtenir un dosage rapide des protéines. En milieu

alcalin, les ions de cuivre (Cu++) réagissent avec les liaisons peptidiques des protéines et

forment un complexe pourpre avec coloration violette photométrique comme expliqué

schématiquement ci-dessous.

Protéine + Cu++ Solution
Alcaline Cu − protéine

L’intensité de coloration du complexe Cu–protéine est proportionnelle à la concentra-

tion en protéine.

Cette technique développée par Gornall et al en 1949 [100] est très adaptée au dosage

protéique des échantillons biologiques. Contrairement aux autres techniques de dosage

protéique, cette méthode présente l’avantage principal d’utiliser les liaisons peptidiques

et donc n’est pas dépendante de la composition en acides aminés des protéines.

8.2.2 Protocole

Toutes les mesures effectuées sur sphéroplastes sont rapportées au mg de protéines.

25 µl de sphéroplastes sont solubilisés dans 200 µl de cholate de sodium 4 % (p/v).

Après avoir vortexé le mélange, on incube dix minutes à température ambiante. Une fois

passée cette étape de solubilisation des protéines, 2,75 ml de NaOH à 10 % (p/v) et 300

µl de sulfate de cuivre à 1 % (m/v) sont ajoutés. Dans cette solution alcaline, les ions

cuivriques (Cu2+) vont réagir avec les liaisons peptidiques des protéines pour former un

complexe violet absorbant à 540 nm. Après 15 min d’incubation, l’absorbance est lue à

cette longueur d’onde. Nous pouvons déterminer la concentration protéique de notre

échantillon, grâce à une courbe d’étalonnage réalisée dans les mêmes conditions avec

des quantités connues d’albumine de sérum de boeuf.
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8.3 Electrophorèse sur gel d’acrylamide en conditions dénaturantes

(SDS-PAGE)

8.3.1 Principe

Cette méthode a pour but de séparer les différentes fractions protéiques présentes

dans l’échantillon en fonction de leurs charges électriques et leurs volumes, sous l’in-

fluence d’un courant électrique en milieu tamponné et sur un support déterminé.

Dans nos conditions, les extraits protéiques sont en présence de SDS. Ce dernier va

conférer une charge globale négative à toutes les protéines. Ainsi donc, les protéines vont

être principalement séparées sur la base de leurs poids moléculaire suite au tamisage

moléculaire imposé par le système réticulé du gel d’acrylamide.

Le support est un gel constitué d’un copolymère d’acrylamide et bisacrylamide.

Cette polymérisation repose sur une réaction radicalaire initialisée par le persulfate

d’ammonium (APS) et catalysée par le N,N,N’,N’-tétraméthylène diamine (TEMED). Ce

dernier décompose l’APS en un radical libre qui va provoquer une « réaction en chaîne

» conduisant en la copolymérisation de l’acrylamide avec le bisacrylamide qui sera un

agent de réticulation.

8.3.2 Protocole

Les gels utilisés dans mon travail de thèse sont dits de type « discontinu » car

présentant deux parties :

å Un gel dit de « concentration » [acrylamide : bisacrylamide 30/0,8 (p/p) 5 %;

Tris-HCl, 125 mM pH 6,8 ; SDS 0,1 %] ;

å Un gel de « séparation » [acrylamide : bisacrylamide 30/0,8 (p/p) 10 % ; Tris-HCl

390 mM, pH 8,8 ; SDS 0,1 %].

Le gel de concentration sert à concentrer les protéines en une bande fine afin que

ces dernières arrivent au même moment dans la partie de séparation où le pourcentage

d’acrylamide est plus élevé. En jouant sur le pourcentage en acrylamide de ce gel de «
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séparation », on influence le degré de réticulation du gel et par conséquent le tamisage

et donc la séparation des protéines. Le tampon de migration est basé sur celui décrit

par le système de Laëmmli [141] [Tris-HCl 25 mM, pH 8,3 ; Glycine 190 mM; SDS

0,1 % (p/v)]. La migration s’effectue à voltage constant de 160 Volts. Des marqueurs de

poids moléculaire colorés (Thermo scientific Fermentas, PageRuler™) sont mis à migrer

simultanément afin de suivre la migration et définir le poids moléculaire des différentes

protéines dans les échantillons que l’on veut analyser.

8.4 Transfert des protéines et méthode de western-blot

Cette technique consiste en la révélation de protéines en faisant appel à des anticorps

dirigés contre la protéine que l’on souhaite révéler. Pour cela, on effectue au préalable un

transfert de type électrophorétique sur une membrane de nitrocellulose des protéines qui

ont été séparées par SDS-PAGE. L’interaction entre les protéines et la membrane est due

en partie aux interactions entre les régions hydrophobes de la protéine et le polymère

qui est lui même de nature hydrophobe.

Le type de transfert utilisé est dit de type « liquide ». Pour cela, nous plaçons dans

une cassette un « sandwich » autour du gel composé d’un papier filtre, la membrane, le

gel puis un autre papier filtre. Le tout préalablement incubé dans le tampon de transfert

[Tris 25 mM, pH 8,8 ; Glycine 190 mM ; SDS 0.1 % (p/v) ; méthanol 20 % (p/v)] pendant

15 min. Ce sandwich est ensuite placé dans un module et dans un réservoir contenant

de la glace et du tampon de transfert. L’appareil de transfert est ensuite refermé et une

intensité de 350 mA/cm2 est appliquée pendant une heure.

Á la suite de cela, l’efficacité du transfert peut être contrôlée en faisant réagir pendant

au moins cinq minutes la membrane avec une solution de rouge ponceau [Ponceau S

0,2 % (p/v) ; TCA 3 % (p/v) ; acide sulfosalicylique 3 % (p/v)] qui est un colorant qui

interagit avec les résidus amines et les régions non-polaires des protéines. Le rinçage de la

membrane à l’eau distillée permet la visualisation de bandes distinctes. Cette coloration

dont la sensibilité est d’environ 250 ng de protéines peut être facilement éliminée et ne

gêne donc en rien la suite de la technique de Western-blot.
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Après vérification, la membrane est incubée avec une solution de saturation protéique

composée de 5 % (p/v) de lait demi-écrémé dilué dans du PBS-tween [Phosphate

Buffer Salin ; NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 1,4 mM; Tween

0,05 % (v/v) ; pH 7,4] pendant une heure afin de bloquer tous les sites aspécifiques.

Ensuite, la membrane est incubée toute la nuit à 4 °C avec un mélange d’anticorps

primaires de lapin : Hap4p (1/100.000ème) et Ade4p (1/100.000ème) dans la solution

de saturation protéique. La membrane est ensuite lavée (3 fois pendant 10 min) au

PBS-tween. Enfin, la membrane est incubée une heure dans l’anticorps secondaire dirigé

contre l’anticorps primaire (1/5000ème) correspondant couplé à la HRP (Horse Radish

Peroxydase) dans la solution de saturation protéique. La membrane est ensuite lavée

(3 fois pendant 10 min) au PBS-tween. Les protéines sont immunodécorées avec les

anticorps primaires et secondaires. Il faut alors révéler l’activité péroxydase de l’anticorps

secondaire pour localiser la protéine d’intérêt. Cette révélation est effectuée avec le

kit « ECL Plus western blotting detection system » de GR Healthcare. Son principe

général repose sur la chimioluminescence, c’est-à-dire la libération de lumière par un

ester d’acridium après que ce dernier ait été oxydé par du péroxyde. Cette réaction est

catalysée par la péroxydase couplée à l’anticorps secondaire et la lumière est détectée en

utilisant un film radiographique ( High performance autoradiography film Amersham

Hyperfilm TM MP).

8.5 Microscopie électronique

Pour étudier l’ultrastructure des organites cellulaires (mitochondries), nous avons

utilisé la technique de microscopie électronique à transmission (MET) sur des coupes de

cellules. La préparation des échantillons a été réalisée par Bénédicte COULARY-SALIN

(service de microscopie de l’IBGC) selon un protocole de congélation et substitution à

froid. Les étapes principales sont les suivantes :

å Récolte des levures, à la fin de la cinétique de prolifération sur glucose (8h).

å Dépôt d’une partie du culot cellulaire sur une grille de microscopie électronique

(grille de cuivre, 400 mesh, recouverte d’un film plastique en formvar)
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å Congélation ultra-rapide dans du propane liquide, refroidi à -180 °C par de l’azote

liquide.

å Transfert des grilles dans une solution de tétroxyde d’osmium (4 % dans l’acétone

pur), à -82 °C pendant 72h. Cette étape permet de substituer au milieu aqueux

cellulaire le solvant (acétone) et le fixateur.

å Les échantillons sont ensuite progressivement amenés à température ambiante,

permettant au tétroxyde d’osmium de réagir, en tant qu’agent fixateur et contrastant.

Cette étape est suivie de 3 lavages par l’acétone. On post-fixe les échantillons par

l’acétate d’urnyle (1 % dans l’acétone, 1h à 4 °C au noir), suivi de 3 lavages par

l’acétone.

å Les échantillons sont progressivement imprégnés jusqu’à inclusion totale par l’aral-

dite pure (résine epoxy, Fluka)

å Des coupes de 80 nm sont contrastées par du citrate de plomb avant d’être observées

au SERCOMI (Université Bordeaux 2) avec un microscope Tecnai 12 Biotwin

(120kV) (Philips).
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Chapitre 9

Cinétique d’induction de l’effet Warburg

chez S. cerevisiae (WT)

9.1 Caractérisation de l’effet Warburg dans le modèle d’étude (Euros-

carf BY4742)

9.1.1 L’influence de l’ajout de glucose sur la prolifération cellulaire de S. cerevisiae

Pour mettre en évidence l’effet de l’ajout de glucose sur la vitesse de prolifération de

S. cerevisiae (BY4742), nous avons suivi pendant huit heures, l’évolution de la quantité

de biomasse après l’ajout du glucose dans le milieu de culture (Figure 9.1).

Dans la figure 9.1, les (m) représentent l’évolution de la quantité de biomasse de S.

cerevisiae, dans un milieu de culture avec le lactate (2 %) comme seul substrat carboné.

Dans ces conditions de culture, nous observons que sur huit (8) heures d’incubation, la

quantité de biomasse passe d’environ 0,13 mg poids sec à environ 0,4 mg poids sec, soit

une augmentation de 208 %.
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Figure 9.1 – Effet du glucose sur la prolifération de S. cerevisiae. Une culture de S. cerevisiae
en milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée. À T=0, une quantité correspondante à 70 mM de glucose est
ajoutée (s) ou non (m) au milieu de culture. Un suivi de croissance est réalisé sur huit (8) heures. Les
données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Après l’ajout de glucose au milieu de culture (s), nous observons que sur la même

période (8h), la quantité de biomasse en présence de glucose passe d’environ 0,13 mg

poids sec à environ 1,28 mg poids sec, soit une augmentation de 880 %.

La croissance des cellules de S. cerevisiae est de type exponentielle. Pour distinguer les

différentes phases d’évolution de la vitesse de prolifération, après l’ajout du glucose, nous

avons déterminé la courbe de croissance de S. cerevisiae (log (mg pd s) = f (t )) (Figure

9.2).

Les (♦) de la figure 9.2, présentent l’évolution de la courbe de croissance des cellules

de S. cerevisiae en absence de glucose (lactate 2 %). La linéarité de la courbe de croissance

de S. cerevisiae en présence du lactate comme seule substrat, reflète le fait, que la vitesse

de prolifération des cellules de S. cerevisiae est constante durant toute la cinétique.
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Figure 9.2 – Cinétique d’évolution de la vitesse de prolifération de S. cerevisiae, après
l’ajout du glucose. Une culture de S. cerevisiae en milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée. Á T=0,
une quantité correspondante à 70 mM de glucose est ajoutée (l) ou non (♦) au milieu de culture. Un
suivi de croissance (poids sec) est réalisé sur huit (8) heures. Puis un calcul de la valeur du log (courbe de
croissance) de la quantité de cellules produites après chaque heure est réalisé pendant la cinétique (8h)
(voir Matériels et méthodes). Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard
de la moyenne (ESM) ; n=5.

Or, après l’ajout de glucose au milieu de culture, nous observons une modification de

la courbe de croissance (l) par rapport au contrôle (♦). Le calcul de la vitesse spécifique

de croissance (µ) à partir de cette courbe (pente de la fonction log (mg pd s) = f (t )) met

en évidence une augmentation significative de la vitesse de prolifération des cellules

après l’ajout du glucose (Tableau 9.1).
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Tableau 9.1 – Évolution de la vitesse spécifique de croissance de S. cerevisiae (WT)
après l’ajout du glucose.

Temps (h) µ h1-

(sans glucose) 0,14 ± 0,01

1 0,19 ± 0,03

2 0,25 ± 0,02

3 0,33 ± 0,02

4 0,35 ± 0,03

5 0,37 ± 0,03

6 0,32 ± 0,01

7 0,25 ± 0,03

8 0,21 ± 0,02

L’analyse de la courbe de croissance des cellules sauvages, après l’ajout du glucose,

montre que la vitesse de production de biomasse passe par trois phases différentes :

à La première phase entre l’ajout du glucose et jusqu’à trois heures après. Durant

cette phase, la vitesse de production de biomasse augmente progressivement (phase

d’accélération). Il s’agit de la phase d’adaptation, durant laquelle les cellules réa-

lisent probablement les réaménagements métaboliques et moléculaires nécessaires

au métabolisme du glucose.

à La deuxième phase entre trois heures et jusqu’à six heures après l’ajout du glucose.

Durant cette phase, la vitesse de production de biomasse est très rapide, c’est la

phase exponentielle.

à La troisième phase à partir de six heures après l’ajout du glucose. Durant cette phase,

la vitesse de prolifération diminue légèrement. Dans une culture cellulaire avec

un milieu de culture non renouvelé, une diminution de la vitesse de prolifération

cellulaire est généralement constatée après la phase exponentielle. Ceci est dû à

plusieurs facteurs, tel que l’épuisement du milieu de culture, l’accumulation des

toxines et le vieillissement des cellules.

100



Chapitre 9. Cinétique d’induction de l’effet Warburg chez S. cerevisiae (WT)

9.1.2 Consommation de glucose

9.1.2.1 Mise en évidence de la consommation de glucose

Dans nos conditions expérimentales, deux substrats carbonés sont disponibles pour

les cellules : le glucose (70 mM) et le lactate (2 %). Chez S. cerevisiae, comme pour le

glucose, le passage du lactate à travers la membrane plasmique est réalisé exclusivement,

à travers des perméases transmembranaires de mono-carboxylates (lactate, pyruvate,

etc), nommés Jen1p [41].

Dans la littérature, il a été montré que l’ajout du glucose au milieu de culture induit

chez S. cerevisiae :

4 La répression catabolique des gènes qui codent pour les enzymes du métabolisme

du lactate (CYB2, DLD1, CYC1) ainsi que le gène JEN1 qui code pour Jen1p [148] ;

4 La dégradation de l’ARNm du JEN1 [7, 6] ;

4 L’endocytose des transporteurs Jen1p [191].

Ceci se traduit très rapidement par une répression du métabolisme du lactate. Dans

nos conditions de culture, les cellules devraient donc utiliser préférentiellement le glucose

comme substrat carboné, après son ajout au milieu de culture.

Cependant, malgré la disponibilité du glucose à une concentration importante, le

métabolisme du lactate n’est pas complètement réprimé. Les cellules de S. cerevisiae

continuent à métaboliser partiellement le lactate. En effet, des résultats préliminaires

de notre laboratoire, ont montré que dans ces conditions de culture, l’inhibition du

complexe III de la chaine respiratoire par l’antimycine n’induit pas un arrêt complet du

flux de transfert des électrons vers l’oxygène, les cellules conservent environ 25 % du

flux respiratoire initial. Ce flux respiratoire en aval du complexe III, est dû à l’oxydation

du lactate par les L/D lactate déshydrogènases mitochondriales (voir chapitre 4).

La quantification du glucose dans le milieu de culture, (Figure 9.3) montre une

diminution de la quantité de ce dernier au cours du temps. Huit heures après l’ajout de

glucose, les cellules ont consommé environ la moitié du glucose ajouté.
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Figure 9.3 – Dosage du glucose dans le milieu extra-cellulaire. Une culture de S. cerevisiae
en milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée. À T=0, une quantité correspondante à 70 mM de glucose est
ajoutée au milieu de culture. Un dosage de la concentration de glucose restant dans le milieu de culture
est réalisé par méthode enzymatique chaque deux (2) heures, pendant la cinétique (8h) (voir Matériels
et méthodes). Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne
(ESM) ; n=4.

9.1.2.2 Flux de consommation de glucose

Dans la figure 9.4 nous constatons une augmentation progressive du flux de consom-

mation de glucose, avec une valeur maximale environ quatre heures après l’ajout du

glucose. Au-delà, le flux de consommation de glucose reste constant et très comparable

à celui du point 4h.

La glycolyse est la voie de recrutement du glucose dans le métabolisme énergétique

et intermédiaire, la plupart des intermédiaires de cette voie métabolique sont substrats

des voies de biosynthèse (voir chapitre 1). L’augmentation du flux de consommation du

glucose observée suggère une augmentation du flux de ce dernier à travers la glycolyse.
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Figure 9.4 – Évolution du flux de consommation de glucose chez S. cerevisiae, après
l’ajout du glucose. Chaque point représente la moyenne de quantité de glucose consommé exprimée
en micromole par heure par milligramme poids sec de cellules, sur un intervalle de deux (2) heures (voir
matériels et méthodes). Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la
moyenne (ESM) ; n=5.

9.1.3 Mise en évidence du métabolisme fermentaire en aérobiose, après l’ajout du

glucose

Afin de mette en évidence un éventuel déclenchement du métabolisme fermentaire,

nous avons déterminé la concentration en éthanol du milieu de culture.

Le dosage de l’éthanol dans le milieu de culture (Figure 9.5) montre que la di-

minution de la concentration de glucose est accompagnée d’une augmentation de la

concentration de l’éthanol.

Dans nos conditions, l’apparition de l’éthanol dans le milieu de culture ne peut prove-

nir que de la fermentation de glucose. Car le lactate est un substrat non fermentescible.

Nos résultats montrent donc que l’ajout du glucose au milieu de culture induit

le déclenchement d’un métabolisme fermentaire en aérobiose. Ceci est couplé à une

augmentation significative de la vitesse de production de biomasse.
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Figure 9.5 – Dosage de l’éthanol dans le milieu extra-cellulaire. Une culture de S. cerevisiae
en milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée. À T=0, une quantité correspondante à 70 mM de glucose
est ajoutée au milieu de culture. Un dosage de la concentration de l’éthanol dans le milieu de culture est
réalisé par méthode enzymatique chaque deux (2) heures, pendant la cinétique (8h) (voir Matériels et
méthodes). Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne
(ESM) ; n=4.

Chez notre modèle d’étude (BY4742), la mesure du flux de production d’éthanol en

fonction du temps (Figure 9.6) montre que ce dernier suit la même tendance que le flux

de consommation de glucose.

Dans la figure 9.6, nous observons que le flux de production d’éthanol augmente

progressivement au cours du temps, jusqu’à atteindre une valeur maximale à environ

quatre heures après l’ajout du glucose. Au-delà, durant le reste de la cinétique, le flux de

production d’éthanol reste relativement constant et très comparable au flux du point 4h.
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Figure 9.6 – Évolution du flux de production d’éthanol chez S. cerevisiae, après l’ajout
du glucose. Chaque point représente la moyenne de quantité d’éthanol produit exprimée en micromole
par heure par milligramme poids sec de cellules, sur un intervalle de deux (2) heures (voir matériels et
méthodes). Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne
(ESM) ; n=5.

La comparaison des résultats du flux de consommation de glucose et de production

d’éthanol (Tableau 9.2), montre que ces deux derniers sont presque égaux. En effet, le

calcul du rapport entre les deux flux montre que celui-ci est proche de 1, quel que soit le

flux de consommation de glucose ou la phase de croissance cellulaire.

Au niveau de la fermentation, la stœchiométrie de l’oxydation du glucose en éthanol

est une molécule de glucose pour deux molécules d’éthanol. Les résultats du tableau

9.2, montrent que durant toute la cinétique, environ 50 % du flux total de la glycolyse

est dirigé vers la production de l’éthanol (métabolisme fermentaire). Le reste du flux

est donc utilisé pour alimenter en substrat les voies de biosynthèse et/ou la respiration

mitochondriale.
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Tableau 9.2 – Relation entre flux de consommation de glucose et flux de production
d’éthanol chez S. cerevisae après l’ajout du glucose. Le rapport flux éthanol/flux glucose est
obtenu par la division des valeurs du flux de production d’éthanol par celles du flux de consommation de
glucose correspondants. Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la
moyenne (ESM) ; n=5.

Temps (h) EtOH (µmol/h/mg pds) Glc (µmol/h/mg pds) Rapport

0h – 2h 5,18 ± 1,54 5,89 ± 0,63 0,82 ± 0,16

2h – 4h 10,06 ± 1,42 9,50 ± 1,47 1,12 ± 0,14

4h – 6h 10,47 ± 1,04 9,28 ± 1,12 1,18 ± 0,15

6h – 8h 10,12 ± 1,14 8,56 ± 1,07 1,26 ± 0,25

9.1.4 Évolution du flux de la respiration mitochondriale de S. cerevisiae

Si la fermentation du glucose en condition aérobie est universelle pour toutes les cel-

lules présentant un effet Warburg, les recherches scientifiques récentes sur les différents

types de cellules tumorales n’ont pas permis de caractériser une anomalie commune

du métabolisme respiratoire [83, 171, 264]. Comme nous l’avons expliqué dans l’in-

troduction, les atteintes du métabolisme respiratoire dans les cellules tumorales sont

hétérogènes. Toutefois, un flux respiratoire diminué par rapport à la normale est souvent

mis en évidence dans les cellules présentant un effet Warburg [264].

Les (q) dans la figure 9.7 montrent le flux de respiration endogène de S. cerevisiae en

présence du lactate (2 %) comme seul substrat carboné. Dans ces conditions de culture,

la levure S. cerevisiae utilise la voie des oxydations phosphorylantes (OXPHOS) comme

seule voie de production d’énergie. Les cellules présentent un flux de consommation

d’oxygène constant, d’environ 11 µatO/h/mg pds sec.
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Figure 9.7 – Effet du glucose sur la respiration de S. cerevisiae. Une culture de S. cerevisiae
en milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée. À T=0, une quantité correspondante à 70 mM de glucose est
ajoutée (n) ou non (q) au milieu de culture. Un suivi de la respiration par oxygraphie est réalisé sur huit
(8) heures. La respiration est mesurée en micro-atomes d’oxygène par heure et par milligramme poids
sec de levures. Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne
(ESM) ; n=5.

Après de l’ajout du glucose au milieu de culture, nous observons une diminution

progressive du flux respiratoire endogène (n), et cela durant toute la cinétique. L’analyse

de la courbe de tendance de la respiration après l’ajout du glucose montre que la

diminution de la respiration au cours du temps n’est pas linéaire : entre l’ajout de glucose

et jusqu’à cinq heures après, la diminution de la respiration est nettement plus importante

par rapport à celle observée après le point 5h.
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* Le glucose induit la mise en place de l’effet Warburg chez la levure

S. cerevisiae

Après l’ajout du glucose dans le milieu de culture, nous avons pu caractériser dans

notre modèle d’étude BY4742 :

å Une augmentation de la vitesse de prolifération cellulaire ;

å Une consommation importante de glucose ;

å La fermentation du glucose en éthanol en aérobiose ;

å Une diminution de la vitesse de respiration mitochondriale.

Comme présenté dans l’introduction, ces quatre caractéristiques sont typiques de la

glycolyse aérobie [249]. Le phénotype que notre modèle BY4742 développe après l’ajout

du glucose correspond donc bien à la glycolyse aérobie (i.e. effet Warburg).

L’ajout de glucose au milieu de culture (70 mM) induit chez S. cerevisiae (modèle

BY4742) la mise en place de la glycolyse aérobie (effet Warburg).

9.2 Étude du métabolisme énergétique de S. cerevisiae après l’ajout

du glucose

Chez les cellules cancéreuses qui présentent un effet Warburg, le métabolisme énergé-

tique (glycolyse et respiration mitochondriale) est au centre des adaptations métaboliques

et moléculaires permettant de promouvoir la prolifération cellulaire.

Le système d’oxydation du glucose est formé de trois voies métaboliques principales :

la glycolyse, la respiration mitochondriale et la fermentation lactique/alcoolique. Ces trois

voies métaboliques sont étroitement liées d’un point de vue régulation thermodynamique

de flux. Quelles que soient les modulations enzymatiques, qualitative (expression d’autres

isoformes) ou quantitative, le système d’oxydation du glucose reste toujours soumis

aux contraintes du potentiel redox cytosolique (∆G’ox-red), déterminé par le rapport

NADH/NAD+ et du potentiel phosphate (∆G’p), déterminé par le rapport ATP/ADP, Pi.
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En règle générale, la production de l’éthanol/lactate en aérobiose dans les cellules

pourvues de mitochondries fonctionnelles, n’a lieu que si les mitochondries n’arrivent

pas à réoxyder tout le NADH produit au niveau de la glycolyse. La fermentation a pour

première fonction le maintien de l’état redox (NADH/NAD+) cytosolique en faveur

du flux de la glycolyse et cela par la réduction du pyruvate issu de la glycolyse en

éthanol/lactate.

Dans nos conditions de prolifération sur glucose, en raison de l’augmentation de

flux de la glycolyse, le NADH cytosolique issu de l’oxydation du glucose en pyruvate

augmente.

Chez S. cerevisiae, la réoxydation du NADH cytosolique par le système des OXPHOS

est assurée par deux déshydrogénases (Nde1p/2p) liées à la face externe de la membrane

interne mitochondriale. Contrairement aux cellules pourvues de complexe I, ou l’oxyda-

tion du NADH cytosolique se fait par le biais du système de navette malate/aspartate

et glycérol-3-phosphate, chez S. cerevisiae, l’oxydation du NADH cytosolique se fait di-

rectement dans l’espace intermembranaire mitochondrial par Nde1p/2p [8]. Sur des

mitochondries isolées, il a été montré que dans les conditions d’abondance de plusieurs

substrats respiratoires, que ce soit à l’état phosphorylant ou à l’état non-phosphorylant,

Nde1p/2p sont prioritaires pour transférer leurs électrons aux quinones, par rapport

aux autres déshydrogénases de la chaine respiratoire (Ndip, Gut2p) [205, 32]. Cette

propriété cinétique des Nde1p/2p permet aux cellules de S. cerevisiae de réoxyder prio-

ritairement le NADH cytosolique issue de la glycolyse par rapport aux autres substrats

respiratoires (éthanol, glycérol, NADH matriciel, etc.).

La réoxydation du NADH cytosolique par le processus de la fermentation alcoolique est

catalysé par l’alcool déshydrogénase (ADH). Par rapport à la respiration mitochondriale,

la particularité du processus de fermentation alcoolique, est que ce dernier est non

couplé à une synthèse d’ATP.

Cependant, bien que le système des OXPHOS de S. cerevisiae joue un rôle pour le

maintien de l’état redox cytosolique et présente l’avantage de coupler la réoxydation

du NADH et synthèse d’ATP, l’activité du système des OXPHOS semble diminuer, et les

cellules de S. cerevisiae fermentent le glucose en éthanol.
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D’un point de vue de l’homéostasie métabolique, la tendance des cellules à fermenter

le glucose en aérobiose répond à une diminution des capacités respiratoires. Les cellules

fermentent le glucose en éthanol afin de maintenir l’homéostasie de l’état redox cytoso-

lique et permettre ainsi la poursuite de la glycolyse. Cette explication "simpliste" de la

fermentation de glucose en aérobiose chez les cellules en proliférations a été proposée il

y a plus de 60 ans par Otto Warburg [249].

Toutefois, la complexité du processus de la répression glucose chez S. cerevisiae, nous

amène à penser qu’il y a un intérêt physiologique derrière cette tendance métabolique des

cellules de S. cerevisiae, surtout que les gènes responsables de la biogenèse mitochondriale

(HAP4) font partie des gènes soumis à la répression par le glucose [39, 128].

Le couplage entre l’augmentation de la vitesse de prolifération et la mise en place

de l’effet Warburg chez S. cerevisiae nous amène à poser la même question relative au

phénomène de l’effet Warburg chez les cellules tumorales :

Quelles est la relation entre la glycolyse aérobie (effet Warburg) et la vitesse de prolifération

rapide?

Pour adapter ce questionnement à notre modèle d’étude, nous avons posé la question

relative au phénomène de l’effet Warburg de la façon suivante :

Quel intérêt pour les cellules de S. cerevisiae de réduire le flux respiratoire et favoriser le

processus de la fermentation alcoolique, lors de la prolifération sur glucose ?

Remarque : la régulation de l’apport de substrat respiratoire et l’échange à travers les

porines (fermeture/ouverture) entre la mitochondrie et le cytosol est un sujet de discussion.

Dans nos conditions de prolifération sur glucose, dans la mesure où la fermeture des

porines peut non seulement réduire le passage du NADH cytosolique, mais aussi les autres

intermédiaires métaboliques nécessaires à la synthèse de biomasse notamment l’acétyl-CoA

et le citrate, ce qui peut créer un nombre de contraintes pour un métabolisme prolifératif,

nous supposons pour la suite de notre discussion qu’il n’y a pas de restriction de passage de

substrats à travers les porines.

110



Chapitre 9. Cinétique d’induction de l’effet Warburg chez S. cerevisiae (WT)

9.2.1 La réoxydation du NADH cytosolique : respiration mitochondriale Vs fermentation

alcoolique

La comparaison entre les valeurs de respiration et celles du flux de production

d’éthanol enregistrées au cours de la cinétique (voir figure 9.8) met en évidence une

relation inverse entre les deux flux. Nous constatons que la diminution de flux de

consommation de l’oxygène après l’ajout du glucose est accompagné d’une augmentation

de flux de production de l’éthanol.

Figure 9.8 – Tendance d’évolution du flux du métabolisme oxydatif et fermentaire chez
S. cerevisiae, après l’ajout du glucose. Une culture de S. cerevisiae en milieu SC lactate 2 % (p/v)
est réalisée. Á T=0, une quantité correspondante à 70 mM de glucose est ajoutée au milieu de culture.
Un suivi de la respiration par oxygraphie est réalisé sur huit (8) heures (—). La respiration est mesurée
en micro-atomes d’oxygène par heure et par milligramme poids sec de levures. Le flux de production
d’éthanol (—) est présenté sous forme de la moyenne de quantité de glucose consommé par mg poids sec
de cellules par heures sur un intervalle de deux (2) heures. Les données sont présentées sous forme de
moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; Respiration : n=5 ; Fermentation : n=4.

Dans nos conditions de prolifération sur glucose, plusieurs substrats respiratoires sont

disponibles pour la chaine respiratoire de S. cerevisiae : le NADH cytosolique, le NADH

matriciel issu de l’oxydation du pyruvate au niveau du cycle de Krebs, l’éthanol produit

de la fermentation du glucose, le glycérol et le lactate. La figure 9.9 illustre l’origine et la
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répartition du flux des électrons à travers la chaine respiratoire vers l’oxygène (accepteur

final), dans nos conditions de culture. Le flux total de la respiration mitochondriale

(consommation d’oxygène) est formé à partir de deux flux de transfert d’électrons : un

flux qui provient de l’oxydation du lactate (environ 25 % du flux total) et un flux qui

provient principalement de l’oxydation du NADH cytosolique (environ 75 % du flux

total).

Figure 9.9 – Origine de flux des électrons à travers la chaine respiratoire dans les
conditions de disponibilité de plusieurs substrats. Plusieurs substrats respiratoires sont dis-
ponibles pour les déshydrogénases de la chaine respiratoire de S. cerevisiae. En amont du complexe III,
Nde1p/2p et la succinate déshydrogénase (Sdh) sont prioritaires pour transférer leurs électrons aux
quinones par rapport au Ndip et Gut2p [32, 205]. Bien que la Sdh peut participer au flux des électrons à
travers la chaine respiratoire (absence de compétition dans le transfert des électrons avec Nde1p/2p), son
fonctionnement est dépendant de l’état redox de la matrice mitochondriale, qui elle-même dépend de la
capacité de Ndip à réoxyder le NADH. De ce fait, dans des conditions d’abondance de NADH cytosolique, le
flux des électrons vers le complexe III provient principalement de l’oxydation de ce dernier par Nde1p/2p.
En aval du complexe III, la L et D lactate déshydrogénase (Dld1) couplent la conversion du lactate
en pyruvate au transfert d’électrons vers le cytochrome c [173]. Ce dernier se charge du transport des
électrons provenant à la fois du complexe III et à la fois des Dld1 vers le complexe IV puis vers l’oxygène
l’accepteur final d’électrons. Des travaux dans le laboratoire ont montré dans ces conditions (après l’ajout
du glucose), qu’environ 25 % du flux total des électrons vers l’oxygène provient en aval du complexe III à
partir de l’oxydation du lactate. Tandis que le reste (75 %) provient en amont du complexe III.
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Dans ces conditions, 1) le NADH cytosolique est abondant, 2) l’oxydation de ce

dernier est prioritaire au niveau de la chaine respiratoire et 3) le flux respiratoire des

cellules est principalement dû à l’oxydation du NADH cytosolique. La diminution du

flux respiratoire dans les cellules sauvages implique donc que le flux de réoxydation du

NADH cytosolique par le système des OXPHOS est diminué.

La stœchiométrie de l’oxydation du NADH cytosolique est une molécule de NADH

pour une molécule d’éthanol produit pour la fermentation alcoolique et une molécule de

NADH pour un atome d’oxygène consommé pour la respiration mitochondriale. Á partir

des résultats du flux de production d’éthanol et de consommation d’oxygène, nous avons

calculé le flux de réoxydation du NADH assuré par ces deux mécanismes au cours de la

mise en place de l’effet Warburg (Figure 9.10).

Figure 9.10 – Flux d’oxydation de NADH assuré par les deux systèmes : OXPHOS et
fermentation. Le flux d’oxydation de NADH de chaque voie métabolique est calculé à partir des flux
respiratoire et de production d’éthanol, selon le bilan de stœchiométrie suivant : 1 NADH oxydé 1/2 O2

consommé pour la respiration et 1 NADH oxydé : 1 EtOH produit pour la fermentation. Les données sont
présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Les cellules sauvages de S. cerevisiae semblent favoriser l’oxydation du NADH cyto-

solique par un processus non couplé à la synthèse d’ATP (la fermentation alcoolique).
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En effet, d’après la figure ci-dessus, le processus de la fermentation alcoolique (flux

maximum) peut assurer un flux de réoxydation du NADH cytosolique comparable au

capacité du système des OXPHOS au point T0 (sans glucose).

Chez S. cerevisiae, la production du glycérol à partir des intermédiaires de la glycolyse

(DHAP), est aussi un mécanisme permettant aux cellules de réoxyder le NADH cyto-

solique. Cette réaction catalysée par la glycérol-3-phosphate déshydrogénase, consiste

à la conversion du DHAP en glycérol-3-phosphate, avec oxydation concomitante d’un

NADH cytosolique en NAD+ [56]. La quantification du glycérol pourrait nous permettre

d’évaluer plus précisément la capacité globale cellulaire de réoxydation du NADH cytoso-

lique. Toutefois, ce résultat n’aura pas d’influence sur notre raisonnement, concernant

la tendance des cellules à favoriser un processus non couplé à la synthèse d’ATP pour

l’oxydation du NADH cytosolique.

Cette relation inverse entre le flux respiratoire et le flux de production d’éthanol

soulève la question suivante :

+ Quel(s) avantage(s) pour les cellules de S. cerevisiae de favoriser la fermentation

alcoolique pour réoxyder le NADH cytosolique, au détriment du processus de la

respiration mitochondriale ?

9.2.2 La fermentation du glucose en aérobiose, pourquoi les cellules recourent à un

tel métabolisme ?

Le rapport ATP/ADP est le principal régulateur du flux de la glycolyse. La tendance

des cellules de S. cerevisiae à favoriser la réoxydation du NADH cytosolique par un

processus non couplé à la synthèse d’ATP (la fermentation alcoolique), nous amène à

aborder la question du rapport ATP/ADP des cellules.

La quantification de l’ATP et l’ADP cellulaires au cours de la cinétique (Tableau 9.3)

montre que la concentration d’ATP ne subit aucune modification après l’ajout du glucose.

Durant toute la cinétique (8h), la concentration de l’ATP reste constante et comparable

au contrôle. Quant à l’ADP, la concentration de ce dernier diminue d’environ 40 % après

l’ajout du glucose.
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Tableau 9.3 – Évolution des concentrations intracellulaires en ATP et ADP au cours de
la mise en place de l’effet Warburg chez S. cerevisiae. Les données sont présentées sous forme
de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Temps (h) ATP (mM) ADP (mM) Ratio (ATP/ADP)

0 4,51 ± 0,29 0,98 ± 0,10 4,74 ± 0,44

2 4,46 ± 0,36 0,81 ± 0,12 5,71 ± 0,46

4 4,22 ± 0,37 0,62 ± 0,09 7,06 ± 0,49

6 4,42 ± 0,11 0,57 ± 0,03 7,83 ± 0,24

8 4,45 ± 0,23 0,65 ± 0,03 6,86 ± 0,16

La diminution de la concentration d’ADP cellulaire provoque une augmentation de

rapport ATP/ADP qui passe de 4,7 avant l’ajout de glucose a environ 7 quatre heures

après l’ajout du glucose, soit une augmentation de 30 %.

Les résultats du tableau 9.3 mettent en évidence une augmentation du rapport

ATP/ADP des cellules, malgré 1) l’augmentation significative de la vitesses de proliféra-

tion (consomment plus d’ATP) et 2) la diminution significative du flux de synthèse d’ATP

mitochondrial (respiration).
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Tous comme le processus de la respiration mitochondriale, la glycolyse est une source

d’ATP (voir figure 1.1). Après l’ajout du glucose, l’augmentation du flux de la glycolyse

a pour conséquence :

1) une augmentation de la proportion de l’ATP glycolytique ;

2) une augmentation de l’état redox cytosolique (réduction du NAD+).

La figure 9.11 présente le flux théorique de production d’ATP, calculé à partir du flux

de la respiration mitochondriale et de production d’éthanol selon le bilan d’oxydation :

1/2 O2 : 1,5 ATP pour la respiration et 1 glc : 2 pyruvate : 2 ATP pour la glycolyse. En effet,

bien que la participation de la glycolyse dans la synthèse d’ATP peut être plus importante

que notre estimation à partir de flux de production d’éthanol, le calcul du flux d’ATP

glycolytique à partir du flux d’éthanol est motivé par :

+ La glycolyse est une source importante d’intermédiaires métaboliques. Une partie

du glucose consommé n’est pas complètement métabolisé en pyruvate, mais elle est

dirigée vers d’autres voies métaboliques (voie des pentoses phosphates, synthèse

des lipides et synthèse d’acides aminés).

+ Le calcul du flux d’ATP glycolytique à partir du flux d’éthanol nous permet, d’avoir

le flux minimal assuré par la voie de la glycolyse.

Dans la figure 9.11, nous observons que la participation de la glycolyse dans la

synthèse d’ATP devient importante après l’ajout du glucose. En effet, la comparaison

entre le flux de synthèse d’ATP à partir de la glycolyse (Vs) la respiration mitochondriale,

montre qu’en présence de glucose, le flux de synthèse d’ATP mitochondrial diminue et

le flux d’ATP glycolytique augmente au cours du temps, d’une façon à que ce dernier

devient progressivement plus important que le flux d’ATP mitochondrial. Toutefois, les

cellules semblent maintenir le même flux de synthèse d’ATP (minimal-total) durant toute

la cinétique, seule la balance entre l’ATP mitochondrial et l’ATP glycolytique qui change.
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Figure 9.11 – Flux de synthèse d’ATP assuré par la glycolyse et les OXPHOS dans la
souche sauvage de S. cerevisiae, après l’ajout de glucose. Le flux de production d’ATP de
chaque voie métabolique est calculé à partir des flux respiratoire et de production d’éthanol selon le bilan
d’oxydation : 1/2 O2 : 1,5 ATP pour la respiration et 1 glc : 2 pyruvate : 2 ATP pour la glycolyse. Les
données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

9.3 Le métabolisme énergétique de S. cerevisiae, avant et après l’ajout

du glucose

Dans nos conditions contrôle (lactate 2 %), les cellules utilisent uniquement le lactate

comme source de carbone et d’énergie pour proliférer. Sur lactate, la synthèse d’ATP se

fait principalement par le système des OXPHOS (Figure 9.12). Le métabolisme de ce

dernier est initié dans l’espace intermembranaire mitochondrial. Le pyruvate produit de

l’oxydation du lactate est soit complètement oxydé au niveau du cycle krebs pour donner

les équivalents réducteurs (NADH, FADH2) substrats de la chaine respiratoire, soit servir

de substrat pour les voies de biosynthèse.

Après l’ajout du glucose, les cellules de S. cerevisiae métabolisent le glucose et la voie

de la glycolyse devient plus active. L’oxydation du glucose au niveau de cette dernière a

pour conséquence la synthèse d’ATP et la réduction du NAD+ cytosolique en NADH. De

ce fait, un flux glycolytique important aura forcément une conséquence à la fois sur le
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Figure 9.12 – Mécanisme de synthèse d’ATP chez S. cerevisiae lors de la prolifération
sur lactate. La première étape du métabolisme de lactate (Lac) consiste à l’oxydation de ce dernier en
pyruvate (Pyr) par la D/L lactate déshydrogénase (Dld1). Á l’issu de cette réaction, un flux d’électrons est
établi entre Dld1 et le complexe IV via le cytochrome c (c). Le complexe IV couple le transfert des électrons
vers l’oxygène à une extrusion de protons de la matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire. Le
pyruvate produit de l’oxydation du lactate peut subir deux destinés. Une partie diffuse vers le cytosol pour
former d’autres métabolites intermédiaires à travers la néoglucogenèse. Tandis qu’une autre partie est
oxydée au niveau de la mitochondrie pour participer davantage à la synthèse d’ATP. Dans ces conditions,
environ 75 % du flux des électrons provient de l’oxydation du pyruvate.

potentiel redox cytosolique (abondance du NADH) et le potentiel phosphate de la cellule

(flux de synthèse d’ATP glycolytique plus important).

D’après nos résultats, malgré la demande importante en énergie qui accompagne

l’augmentation de la vitesse de prolifération, les cellules de S. cerevisiae après l’ajout du

glucose semblent maintenir un flux de synthèse d’ATP suffisant, malgré la diminution

du flux de synthèse d’ATP mitochondrial (40 %). Ainsi, si les cellules de S. cerevisiae

ne diminuent pas le flux de synthèse d’ATP mitochondrial, après l’ajout du glucose,

l’augmentation du flux de la glycolyse devrait créer une compétition entre cette dernière
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et le système des OXPHOS pour la synthèse d’ATP.

En effet, le maintien d’une capacité plus importante de synthèse d’ATP mitochondrial

dans ces conditions (après l’ajout du glucose) devrait augmenter plus le rapport ATP/ADP

des cellules. Dans la mesure où l’activité du système des OXPHOS est régulée par le

rapport ATP/ADP au niveau de l’ATP synthase, l’augmentation de ce dernier freine

indirectement le flux de la glycolyse à travers la diminution du flux d’oxydation du NADH

cytosolique au niveau de la chaine respiratoire. Ainsi, cette situation métabolique aura

pour conséquence une diminution du flux de la glycolyse et donc le flux de l’apport du

carbone.

Pour maintenir une homéostasie entre le rapport ATP/ADP et le flux glycolytique,

les cellules de S. cerevisiae semblent favoriser la réoxydation du NADH au niveau du

cytosol par le processus de la fermentation alcoolique. Dans nos conditions de culture

(aérobiose), l’avantage de la fermentation alcoolique par rapport à la respiration est que

la réoxydation du NADH par la fermentation n’est pas couplée à une synthèse d’ATP. Le

processus de la fermentation alcoolique pourrait représenter un recours pour les cellules

en prolifération possédant un rapport ATP/ADP élevé, afin de pouvoir éliminer le NADH

issu de la glycolyse sans passer par une synthèse d’ATP.

9.4 L’accélération de la vitesse de prolifération et l’induction de l’ef-

fet Warburg : une mise en place parallèle

L’étude de l’évolution de la vitesse de prolifération cellulaire suggère que les cellules

de S. cerevisiae atteignent une vitesse de prolifération maximale (phase exponentielle)

environs trois heures après l’ajout du glucose. Le métabolisme énergétique semble

suivre le même schéma d’évolution que la vitesse de prolifération. Que ce soit le flux

de consommation de glucose, le flux de production d’éthanol, le rapport ATP/ADP ou

le flux de respiration endogène, la majeure partie des variations sont observées dans

les trois heures suivant l’ajout du glucose. Au-delà de trois heures, le métabolisme

énergétique commence à rentrer dans un état stationnaire métabolique. En effet, d’après

nos résultats, toutes les caractéristiques phénotypiques de l’effet Warburg, à savoir :

119



Chapitre 9. Cinétique d’induction de l’effet Warburg chez S. cerevisiae (WT)

l’augmentation du flux de la glycolyse, la fermentation du glucose en aérobiose, la

répression du métabolisme oxydatif sont développées durant la phase d’accélération de

la vitesse de prolifération. Ceci suggère que les modulations du métabolisme énergétique

typiques de l’effet Warburg sont nécessaires pour promouvoir la prolifération cellulaire

chez la levure S. cerevisiae.

9.5 Origine de la diminution du flux de la respiration mitochondriale

Dans une cellule, la diminution du flux de la respiration mitochondriale est observée

dans quatre situations :

1) une restriction de l’apport de l’oxygène (anaérobie) ;

2) une limitation en substrat respiratoire (pyruvate, NADH, acétyl-CoA, etc.) ;

3) une diminution en quantité d’équipement enzymatique disponible pour réaliser les

oxydations phosphorylantes (chaine respiratoire) ;

4) Diminution de l’activité des enzymes impliquées dans le processus de la respiration

mitochondriale (inhibition cinétique, régulation thermodynamique).
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1) La restriction de l’apport d’oxygène

Dans nos conditions de culture, l’oxygène n’est pas un facteur limitant. Le milieu

de culture est saturé en oxygène dans ces conditions (pO2 de l’air).

2) Limitation en substrat respiratoire

Dans nos conditions de prolifération sur glucose, plusieurs substrats respiratoires

sont disponibles pour la chaine respiratoire, le NADH cytosolique, le NADH matriciel

issu de l’oxydation du pyruvate au niveau du cycle de Krebs, l’éthanol produit de

la fermentation de glucose, etc. Une limitation de substrat respiratoire ne peut pas

expliquer la diminution de la respiration chez S. cerevisiae, après l’ajout du glucose.

3) Diminution en quantité d’équipement enzymatique (chaine respiratoire)

Afin de déterminer si la diminution de la respiration après l’ajout du glucose,

est due à une diminution quantitative en unités de chaine respiratoire, nous avons

déterminé l’évolution du contenu cellulaire en cytochromes (Figure 9.13). Les cy-

tochromes étant les hémoprotéines indispensables à la réalisation des oxydations

phosphorylantes, déterminer leur évolution au cours du temps permet d’évaluer la

quantité d’équipement enzymatique disponible pour réaliser la respiration au sein du

compartiment mitochondrial.

Dans la figure 9.13 nous observons que l’ajout du glucose induit une diminution

importante de la quantité en cytochromes au cours du temps. Cette diminution est

progressive et proportionnelle à la diminution de la respiration. Ceci met en évidence

une répression du métabolisme oxydatif qui passe par une diminution quantitative

en unités de chaine respiratoire.
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Figure 9.13 – Évolution du contenu en cytochromes dans S. cerevisiae après l’ajout
du glucose. Une culture de S. cerevisiae en milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée. Une quantité
correspondante à 70 mM de glucose est ajoutée à la culture lorsque celle-ci atteint 0,5 unités DO/ml.
Une mesure quantitative des cytochromes (exprimée en picomoles par milligramme poids sec de levures)
est alors réalisée comme décrit dans le matériels et méthodes. Les données sont présentées sous forme de
moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=4.

Devin et al., 2006 [69] ont montré que dans des conditions de prolifération sur

substrat non fermentescible, il y a une relation linéaire entre le flux de consommation

d’oxygène et la quantité cellulaire en cytochromes.

Pour tenter de déterminer si cette diminution de la quantité de cytochromes peut

expliquer à elle seule la diminution de la respiration, nous avons relié le flux de

la respiration endogène à la concentration en cytochromes (Figure 9.14). Il existe

effectivement une relation linéaire entre la respiration endogène et la concentration

en cytochromes.
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Figure 9.14 – Évolution du flux de la respiration endogène en fonction de la concen-
tration en cytochromes. Représentation mettant en évidence la relation linéaire entre vitesse de
respiration cellulaire et concentration en cytochromes. Les données sont présentées sous forme de moyenne
(X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=4.

La diminution de la respiration observée au cours de la mise en place de l’effet War-

burg, est donc due principalement à une diminution quantitative du compartiment

mitochondrial (unités de chaine respiratoire).

Toutefois, bien que la diminution du compartiment mitochondrial puisse expliquer

la diminution du flux respiratoire après l’ajout du glucose, le fait que la relation entre

flux de la respiration phosphorylante et quantité de cytochromes soit linéaire, ceci

n’exclut pas la possibilité que les enzymes du système des OXPHOS subissent des

régulations cinétiques (inhibition/stimulation) au cours de la mise en place de l’effet

Warburg.

4) L’inhibition des enzymes du système des OXPHOS

Le système des OXPHOS est formé de deux "entités" enzymatiques dont le fonc-

tionnement est différent (chaine respiratoire, ATP synthase). En raison du couplage

chimio-osmotique, la diminution de l’activité d’une entité sera répercutée sur l’autre.
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Pour déterminer si les enzymes impliquées dans le processus de la respiration

mitochondriale ont subi des régulations cinétiques (inhibition/stimulation) au cours

de la mise en place de l’effet Warburg, nous avons évalué la vitesse de fonctionnement

minimale et maximale de la chaine respiratoire des cellules.

La détermination du flux minimal et maximal de la respiration, permet de déter-

miner l’évolution de l’état stationnaire de la respiration endogène dans l’échelle entre

le minimum (réspiration non phosphorylante) et le maximum (respiration découplée)

à travers le calcul du RSV (Respiratory State Value) [261]. Le RSV est déterminé par

la formule suivante :

RSV =
(JO2(P ) − JO2(nP ))

(JO2(D) − JO2(nP ))
× 100

G JO2(P) : respiration phosphorylante (endogène) ;

G JO2(nP) : respiration non phosphorylante ;

G JO2(D) : respiration découplée ;

G 100 : facteur pour avoir le résultat en nombre entier ;

Le flux respiratoire minimal (respiration non phosphorylante) et maximal (respi-

ration découplée) ont été déterminés comme décrit dans le matériels et méthodes.

Comme nous pouvons constater dans la figure 9.15, par rapport au contrôle (sans

glucose) (A), le flux de consommation d’oxygène dans les trois états de respiration

(endogène, non phosphorylante et découplée) diminue de façon progressive après

l’ajout du glucose (B).

La diminution de la respiration découplée (flux de consommation d’oxygène

maximal) au cours du temps confirme notre résultat du dosage des cytochromes qui

suggère que la diminution de la respiration mitochondriale après l’ajout du glucose est

en grande partie due à une diminution quantitative des unités de chaine respiratoire.
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Figure 9.15 – Évolution du flux de la respiration endogène, non phosphorylante et
découplée de S. cerevisiae, avant et après l’ajout de glucose. Une culture de S. cerevisiae en
milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée (A). Á T=0, une quantité correspondante à 70 mM de glucose
est ajoutée au milieu de culture (B). Un suivi de la respiration endogène, non phosphorylante (state
4) et découplée est réalisé sur huit (8) heures. Les flux de respiration non phosphorylante et découplée
sont obtenus comme décrit dans le matériels et méthodes. La respiration est mesurée en micro-atomes
d’oxygène par heure et par milligramme poids sec de levures. Les données sont présentées sous forme de
moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Par ailleurs, la diminution du flux respiratoire des cellules sauvages de S. cerevisiae

après l’inhibition de l’ATP synthase par rapport à la respiration endogène montre que

la respiration endogène des cellules sauvages est couplée à la synthèse d’ATP durant

toute la cinétique.
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D’autre part, la détermination du RSV (Respiratory State Value) (Figures 9.16)

montre que la respiration endogène subit des changements d’état stationnaire. Au

début de la cinétique, nous constatons une diminution progressive du RSV par rapport

au contrôle, et cela jusqu’à cinq heures après l’ajout du glucose. À partir de cinq

heures après l’ajout du glucose, nous constatons le contraire, le RSV augmente

progressivement jusqu’à ce qu’il dépasse celui du contrôle (sans glucose) d’environ

35 % au point 8h.

Figure 9.16 – Évolution de l’état stationnaire de respiration (RSV) de S. cerevisiae,
après l’ajout de glucose. Le RSV est calculé par la détermination du rapport entre [flux de la
respiration endogène (–) flux de la respiration non phosphorylante] et [flux de la respiration découplée
(–) flux de la respiration non phosphorylante]. Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ±
erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

La diminution du RSV entre T0h et T5h montre en effet que l’activité du système

des OXPHOS des cellules est diminuée durant cette période.

La diminution de l’activité du système des OXPHOS peut être due à plusieurs

facteurs :
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a) Diminution de l’activité des enzymes de la chaine respiratoire :

La diminution de l’activité des complexes de la chaine respiratoire peut être mise

en évidence expérimentalement par une comparaison des flux respiratoires à l’état

découplé (respiration maximale) des deux conditions (en présence et en absence de

glucose). Toutefois, la diminution du flux ne peut être reliée à une diminution de

l’activité des complexes de la chaine respiratoire que si la quantité de ces derniers

reste constante. Or, dans nos conditions de culture, la quantité des cytochromes

diminue après l’ajout du glucose. La détermination de l’évolution de l’activité de la

chaine respiratoire ne peut donc se faire par la simple comparaison des flux de la

respiration découplée dans les deux conditions (avant/après l’ajout du glucose).

Pour tenter de mettre en évidence une éventuelle diminution de l’activité des

complexes de la chaine respiratoire après l’ajout du glucose, nous avons relié la

respiration à l’état découplé en fonction de la concentration en cytochromes (Figures

9.17).

Figure 9.17 – Évolution du flux de la respiration découplée en fonction de la concen-
tration en cytochromes. Représentation mettant en évidence la relation linéaire entre vitesse de
respiration découplée et concentration en cytochromes. Les données sont présentées sous forme de moyenne
(X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=4.
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Dans la figure 9.17 nous observons que la relation entre la respiration découplée

et la quantité des cytochromes est linéaire. Ceci suggère que l’activité enzymatique

des complexes de la chaine respiratoire n’est pas significativement affectée (stimula-

tion, inhibition), au cours du temps.

b) Diminution de l’activité de l’ATP synthase :

Dans les conditions phosphorylantes, l’activité du système des OXPHOS est

dépendante du statut énergétique de la cellule (potentiel phosphate), ce dernier

qui contrôle en grande partie l’activité de l’ATP synthase (voir chapitre 1). Dans

la mesure où nous avons mis en évidence une augmentation du rapport ATP/ADP

durant toute la cinétique (8h), la diminution de l’activité du système des OXPHOS

observée entre T0 et cinq heures après l’ajout du glucose, peut être expliquée par

la diminution de l’activité de l’ATP synthase, suite à une augmentation du rapport

ATP/ADP (voir tableau 9.3).

* Le découplage des OXPHOS, un autre avantage de la diminution

du compartiment mitochondrial ?

L’augmentation du RSV observé durant la période entre T5h et T8h (voir figure

9.16), suggère que l’activité du système des OXPHOS est augmentée. Dans des mito-

chondries isolées de S. cerevisiae, il a été montré qu’une augmentation de l’activité des

déshydrogénases externes de la chaine respiratoire (Nde1p/2p) a pour conséquence la

diminution du rendement ATP/O du système des OXPHOS. C’est-à-dire, pour une même

quantité d’oxygène consommé, les cellules synthétisent moins de molécules d’ATP. Ceci

est dû à une augmentation de la perméabilité de la membrane interne mitochondriale

aux protons H+ [172].

Dans l’espace intermembranaire mitochondrial, le flux de retour des protons n’est pas

seulement déterminé par l’activité de l’ATP synthase, mais aussi par le degré d’étanchéité

de la membrane interne mitochondriale aux protons H+. Dans des conditions d’abondance

de coenzymes réduits (potentiel redox élevé), l’augmentation de la perméabilité de la

membrane interne mitochondriale induit une stimulation de la chaine respiratoire, même
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si l’activité de l’ATP synthase ne change pas. En termes de synthèse d’ATP, l’augmentation

de la perméabilité de la membrane interne mitochondriale aux protons H+ induit une

diminution du couplage entre la chaine respiratoire et l’ATP synthase. Ceci se traduit par

une chute dans le rendement ATP produit par NADH oxydé ou oxygène consommé.

Pour expliquer cette diminution du couplage du système des OXPHOS liée à l’activité

des déshydrogénases mitochondriaux, il a été proposé que lorsque les complexes de la

chaine respiratoire changent de conformation lors du transfert des électrons, ceci crée

de petites espaces temporaires entre les protéines (complexes de la chaine respiratoire)

et la bicouche lipidique de la membrane interne mitochondriale, laissant ainsi passer les

protons H+ selon leurs gradients de concentration vers la matrice mitochondriale. Ce

phénomène porte le nom du « leak actif » [172]. Ainsi, il a été proposé que le flux de la

respiration endogène puisse être un paramètre important dans le contrôle du degré de

couplage/découplage entre l’oxydation du substrat respiratoire et la synthèse d’ATP [88].

En effet, dans nos conditions de culture, la diminution de la quantité du comparti-

ment mitochondrial dans un environnement riche en substrat respiratoire, augmente la

pression redox exercée sur le système des OXPHOS restant. Il serait possible donc que le

système des OXPHOS restant compense cette perte quantitative d’équipement enzyma-

tique mitochondrial par une augmentation de l’activité, afin de rétablir le potentiel redox

cytosolique. Or, l’augmentation du flux à travers les complexes de la chaine respiratoire

réduit le couplage entre la chaine respiratoire et l’ATP synthase pour la conversion d’éner-

gie. Pour synthétiser une même quantité d’ATP les cellules doivent oxyder davantage de

molécules de NADH et donc consommer plus d’oxygène. L’augmentation de l’activité

du système des OXPHOS observé dans la fin de la cinétique (T5h – T8h), suggère donc

une diminution du couplage entre la chaine respiratoire et l’ATP synthase durant cette

période.

Question : Quel avantage peut procurer le découplage du système des OXPHOS aux

cellules lors de la prolifération rapide sur glucose ?

La fermentation alcoolique est un processus réversible. Le sens de la réaction vers

la production de l’éthanol dépend principalement des paramètres cinétiques (Km) de

l’enzyme (ADH) vis-à-vis de l’éthanol. La vitesse de la réaction dans le sens de la
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réoxydation du NADH cytosolique et la production de l’éthanol est au maximum au

début de la cinétique, mais au fur et à mesure de l’accumulation de l’éthanol dans le

milieu de culture (voir figure 9.5), la vitesse de réaction arrive à un état d’équilibre.

De ce fait, sur le long terme, en raison de l’accumulation de l’éthanol dans le milieu de

culture, non seulement l’environnement de la cellule devient toxique, mais l’efficacité

du processus de la fermentation alcoolique dans le maintien de l’état redox cytosolique

diminue. Dans ces conditions, l’augmentation de la perméabilité de membrane interne

mitochondriale par la mise en place du phénomène du "leak actif" pourrait permettre

aux cellules de réoxyder davantage le NADH cytosolique sans avoir pour conséquence

une synthèse importante d’ATP.

9.6 Origine de la diminution du compartiment mitochondrial après

l’ajout du glucose

La quantité de l’équipement enzymatique de la chaine respiratoire d’une cellule est

déterminée par l’équilibre entre la dégradation et la biogenèse.

Afin d’identifier le mécanisme impliqué dans la diminution du compartiment mito-

chondrial après l’ajout du glucose, nous avons étudié l’effet du glucose sur l’induction de

ces deux processus.

9.6.1 Effet du glucose sur la dégradation du compartiment mitochondrial

Dans le cadre de son travail de master, A. Mougeolle a étudié dans le laboratoire, l’effet

de l’ajout de glucose sur l’induction du processus de la dégradation du compartiment

mitochondrial (autophagie, mitophagie).

Pour effectuer son étude, A. Mougeolle, a réalisé deux transformations de la souche

BY4742 de S. cerevisiae.

La première transformation consistait à introduire le plasmide (ATG8-GFP) permettant

de relier une protéine GFP (Green Fluorescent Protein) à la protéine Atg8 (AuTophaGy

related protein) via une protéine de fusion. Lors de l’induction d’un processus d’autopha-
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gie, la protéine Atg8 sera clivée au niveau de son arginine 117 ce qui induit la séparation

de la protéine Atg8 du GFP. De cette façon il est donc possible de suivre par western

blot l’évolution de la taille de la protéine GFP. Si un processus d’autophagie est mis en

place, une bande correspondant à la taille de la GFP seule apparaîtra dans le western

blot. Tandis que, si aucun processus d’autophagie n’est induit, la protéine GFP reste lié à

la protéine Atg8 et aura la taille du complexe Atg8-GFP.

La deuxième transformation consistait à introduire le plasmide (IDP-GFP) permettant

de relier une GFP à l’Isocitrate déshydrogénase (Idp) via une protéine de fusion. L’Idp

étant localisée dans la matrice mitochondriale, lors de l’induction d’un processus de

mitophagie, la mitochondrie et par conséquent l’isocitrate déshydrogénase, se trouvent

dégradées au niveau de la vacuole. La GFP étant une protéine particulièrement stable,

lorsque la protéine de fusion se retrouve dans la vacuole, seule la protéine Idp est

dégradée. De ce fait, de la même manière que pour ATG8-GFP, si un processus de

mitophagie est mis en place, une bande correspondant à la taille de la GFP seule

apparaîtra dans le western blot. Tandis que, si aucun processus de mitophagie n’est

induit, la protéine GFP reste liée à la protéine Idp et aura la taille du complexe Idp-

GFP. Pour le contrôle positif, une condition en présence de Rapamycine (Rapa) (un

immunosuppresseur qui induit les deux processus) a été réalisée.

Dans la figure 9.18–A, nous constatons que par rapport au contrôle (+ Rapa), la

majeure partie du GFP reste lié à la protéine Atg8 que ce soit en absence ou en présence

de glucose. Sur la figure 9.18–A nous pouvons voir un très léger clivage de la protéine

tout au long de la croissance et cela dès le temps 0. Suggérant ainsi qu’un processus

d’autophagie est présent tout au long de la culture et qu’il n’est pas induit par le glucose.
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Figure 9.18 – Effet du glucose sur l’induction du processus d’autophagie (A) et/ou
mitophagie (B), chez S. cerevisiae. La dégradation des protéines Atg8–GFP et Idp–GFP est mise en
évidence par western–blot en suivant l’apparition d’une bande correspondant à la GFP seule (25 kDa)
grâce à des anticorps dirigés contre la GFP. La quantité de protéines déposée correspond à celle extraite à
partir de 1,6 x 106 cellules. La protéine Ade4p est un contrôle de charge. D’après A. Mougeolle.

D’autre part, dans la mesure où l’induction du processus de mitophagie passe obliga-

toirement par l’induction de l’autophagie, les résultats de la figure 9.18–B excluent la

possibilité qu’un mécanisme de mitophagie soit induit en réponse à l’ajout de glucose.

En conclusion, les travaux de Mougeolle ont permis de mettre en évidence que la

diminution de la quantité en cytochromes observée au cours de la mise en place de l’effet

Warburg, n’est pas due à un processus de dégradation du compartiment mitochondrial.

A l’appui de ces résultats nous avons formulé l’hypothèse que la diminution du

compartiment mitochondrial chez S. cerevisiae pourrait être due à un défaut dans le

processus de biogenèse du compartiment mitochondrial.

9.6.2 Effet du glucose sur la biogenèse du compartiment mitochondrial

Dans la littérature, il est rapporté que chez S. cerevisiae, la disponibilité du glucose

dans le milieu de culture (plus de 30 mM) induit une inhibition de la transcription

des gènes qui codent pour la respiration mitochondriale [39, 128]. Cette inhibition est

essentiellement due à la répression transcriptionnelle de la sous-unité Hap4p, la sous-

unité régulatrice du complexe HAP [89]. Ce dernier joue un rôle clé dans la régulation de

l’expression de nombreux gènes codant pour les protéines mitochondriaux notamment :

les enzymes du cycle de Krebs et la chaine respiratoire [201, 184, 65, 20, 34].
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Pour déterminer l’influence du glucose sur la biogenèse du compartiment mitochon-

drial, nous avons suivi par western-blot l’évolution de la quantité de la sous-unité Hap4p

au cours du temps ainsi que son turn-over, après l’ajout de 70 mM de glucose au milieu

de culture (Figure 9.19).

Figure 9.19 – Effet de l’ajout du glucose sur l’expression de HAP4 chez S. cerevisiae.
L’effet de l’ajout du glucose sur l’expression de HAP4 est mis en évidence par western–blot (A) en suivant
la quantité de la protéine Hap4p, grâce à un anticorps dirigé contre la protéine. La quantité de protéines
déposée correspond à celle extraite à partir de 1,6 x 106 cellules. La protéine Ade4p est un contrôle de
charge. La quatification de Hap4p (B) est réalisée par lecture optique de la densité de coloration sur
chaque bande à l’aide des outils du logiciel ImageJ. Puis les valeurs sont normalisées par rapport au
contrôle de charge (Ade4p).

Nous pouvons observer que la protéine Hap4p disparaît huit minutes après l’ajout

du glucose (Figure 9.19–A). Cependant, dans nos conditions de culture, la sous-unité

Hap4p semble réapparaitre entre trois et cinq heures après l’ajout du glucose puis

redisparaitre, alors que la concentration de glucose dans le milieu de culture est toujours

élevée (supérieure à 30 mM). Toutefois, cette réapparition est faible par rapport à la
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condition sans glucose (T0) (B).

Si nous revenons vers la figure de quantification des cytochromes (Figure 9.13), nous

constatons que la réapparition de Hap4p corrèle avec une diminution du taux de dilution

des cytochromes entre quatre et huit heures après l’ajout du glucose. Or, la vitesse de

prolifération est plus importante durant cette phase (phase exponentielle) par rapport à

celle entre T0 et T4h (phase d’accélération) (Tableau 9.1).

Dans la figure 9.20, nous observons que le taux de diminution des cytochromes n’est

pas linéaire avec la courbe de croissance (log (mg pd s) = f (t )) (—). Ceci suggère que

durant la phase exponentielle, la réapparition de Hap4p a permis la réactivation du

processus de la biogenèse mitochondriale en présence de glucose.

Figure 9.20 – Tendance d’évolution de la vitesse de prolifération cellulaire et le taux
de diminution des cytochromes chez S. cerevisiae, après l’ajout du glucose.

Cependant, ces résultats sont à l’encontre de ce qu’on trouve dans la littérature,

qui stipule que la transcription du gène HAP4 est réprimée en présence d’une forte

concentration de glucose. En effet, dans la littérature, la majeure partie des conclusions

sur la répression de HAP4 par le glucose, sont obtenues à partir de la détermination de

la quantité de son ARNm, après l’ajout ou la déplétion du glucose du milieu de culture

[89, 30, 68]. Or, nous avons suivi l’évolution de l’expression de la protéine Hap4p au
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cours du temps.

Afin de vérifier si la réapparition de Hap4p a permis l’activation du processus de la

biogenèse mitochondriale, il est important d’étudier l’activité du complexe HAP dans

ces conditions de culture. Cependant, les outils moléculaires que nous possédons pour

étudier l’activité des complexes de transcription de gènes (β–gal) ne nous permet pas

d’étudier l’activité du complexe HAP dans nos conditions de culture, car la demi-vie de

la β–galactosidase est supérieure au temps de génération de nos cellules. Il sera donc

nécessaire de générer l’outil moléculaire permettant cette mesure.

Bien que, nous n’ayons pas d’information concernant la liaison de Hap4p au sein du

complexe HAP, en présence de glucose et donc son activité, son turn-over de huit minutes

suggère que la réapparition de Hap4p est due à une transcription du gène HAP4 même

en présence de glucose. Ceci tend à montrer que la répression de la transcription par le

glucose n’est pas stricte mais transitoire. En effet, les études réalisé sur le gène HAP4

suggèrent que la régulation de la transcription de ce dernier est complexe et fait intervenir

plusieurs facteurs de répression qui répondent à un ensemble de signaux intracellulaires.

Son promoteur peut lier plusieurs facteurs de régulation de la transcription (répression,

activation) [150, 133, 30].

La réapparition de Hap4p dans la souche sauvage pourrait être due au fait que les

cellules doivent maintenir une quantité minimum du compartiment mitochondrial, qui

leurs permet de maintenir à la fois l’équilibre entre la synthèse et la demande en ATP et

l’état redox cytosolique des cellules. Un arrêt complet de la biogenèse mitochondriale

durant toute la période de présence du glucose, va induire la perte du compartiment

mitochondrial au cours du temps par effet de dilution, d’où l’intérêt de réexprimer la

sous-unité Hap4p en milieu de la cinétique.

Nos résultats montrent que la diminution du compartiment mitochondrial de S. cerevisiae,

au cours de la mise en place de l’effet Warburg est due à une diminution de la biogenèse

mitochondriale, suite à une diminution quantitative de la protéine Hap4p (sous-unité

régulatrice du complexe HAP).
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* Reprogrammation génétique à l’origine de développement de l’effet

Warburg chez S. cerevisiae

Chez S. cerevisiae, il est bien connu que la disponibilité du glucose à de forte concentra-

tion (plus de 30 mM) induit une série de cascades de voies de signalisations (répression

glucose), ayant pour objectif la régulation génétique du switch métabolique vers la

croissance sur glucose (voir chapitre 4).

Parmi, ces modulations génétiques induites par le glucose, trois sont directement

liées et en corrélation avec le mécanisme décrit ci-dessus concernant les adaptations du

métabolisme énergétique de S. cerevisiae lors du switch métabolique vers la croissance

sur glucose.

î L’expression de l’isoformes alcool déshydrogénase 1

î L’expression de l’isoformes hexokinase II

Comme décrit dans l’introduction, l’hexokinase II joue un rôle clé dans les mécanismes

moléculaires de la répression glucose. Il s’agit d’une protéine bifonctionnelle [197]. Elle

est impliquée dans le métabolisme énergétique des cellules de S. cerevisiae en présence

de glucose, de par sa fonction kinase [112], et impliqué dans la coordination de la

répression/expression de nombreux gènes, lors du processus de la répression catabolique,

de par sa fonction de facteur de transcription [197].

Dans la littérature, lors de la répression glucose, il est rapporté que l’hexokinase

II est fortement impliquée dans la régulation de l’expression des gènes codant pour

les transporteurs de glucose HXT [199]. Lors de la prolifération sur glucose (30mM et

plus), il a été montré que la délétion de l’hexokinase II modifie significativement le profil

d’expression des différentes isoformes d’HXT. Contrairement aux cellules sauvages, les

cellules ∆hxk2 présentent un taux d’expression élevé des transporteurs de moyenne

affinité (HXT2 et HXT4) et de forte affinité (HXT7), et n’expriment que très faiblement

les transporteurs de faible affinité (HXT1 et HXT3) [199]. En effet, dans une étude

comparative réalisé sur des cellules de S. cerevisiae expriments des profils et des niveaux

d’expression différents de transporteurs HXT (entre HXT1 et HXT7), il a été montré

que le flux de consommation de glucose est variable entre ces cellules, mettant ainsi
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en évidence un rôle important du profil et du niveau d’expression des transporteurs de

glucose dans la régulation du flux de consommation de ce dernier [78].

D’autre part l’hexokinase II catalyse la première étape de recrutement du glucose

dans les différentes voies métaboliques notamment la glycolyse. Elle est la principale

kinase du glucose exprimée au cours de la prolifération sur glucose [206, 169, 112, 177].

De par sa fonction de Kinase, l’hexokinase II semble procurer aux cellules de S. cerevisiae

une capacité plus importante de phosphorylation des hexoses. En effet, il a été montré «

in-vitro », que l’activité de phosphorylation de glucose des cellules S. cerevisiae diminue

d’environ 50 %, en absence de l’hexokinase II [244].

î La répression transcriptionnelle de Hap4p

Comme nous l’avons abordé précédemment, chez S. cerevisiae, Hap4p est impliquée dans

le processus de biogenèse mitochondriale [66, 30, 89, 143]. L’expression de HAP4 est

fortement régulée par la source de carbone [89]. Dans la littérature, la détection d’une

concentration élevée de glucose dans le milieu induit une répression de l’expression de

HAP4 [68, 89]. L’expression de la sous-unité Hap4p est sous le contrôle d’un promoteur

complexe, qui contient des sites de liaisons reconnus par un ou plusieurs facteurs de

transcription. En ce qui concerne la répression de HAP4 par le glucose, le mécanisme

complet de la répression n’est pas encore connu. Ce qui est connu à ce jour est la présence

d’un site de liaison pour le facteur de répression Mig1p situé à environ 350 pb en amont

du codon d’initiation de la traduction de HAP4. Des études « in-vitro » ont montré

que Mig1p est capable de lier cette séquence [150]. Toutefois la délétion de MIG1 ne

permet pas le lever de la répression de l’expression de HAP4 après l’ajout du glucose «

in-vivo » [133], mettant ainsi en évidence la complexité du processus de régulation de la

transcription de HAP4.

La vérification de la pertinence de notre raisonnement, nécessite une étude de la

validité du mécanisme décrit ci-dessus dans des conditions où :

î Le flux de l’apport du substrat est diminué (délétion de l’hexokinase II) ;

î La biogenèse du compartiment mitochondrial est maintenue, après l’ajout du

glucose (surexpression de HAP4).
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Chapitre 10

Effet de la délétion de l’HXK2 sur

l’induction de l’effet Warburg

Chez S. cerevisiae, l’activation et l’engagement des hexoses (glucose, maltose, man-

nose, fructose, etc.) dans les différentes voies métaboliques (glycolyse, voie des pentoses

phosphate, glycogénogenèse) est assuré par trois isoformes d’hexokinase : hexokinase I,

hexokinase II et glucokinase [112, 93, 169]. Avec des propriétés cinétiques différentes

pour le glucose et l’ATP, l’expression de ces isoformes est directement liée à la nature

de la source de carbone [112, 177]. Mise à part en prèsence de galactose, l’hexokinase

II est exclusivement exprimée dans les conditions de croissance sur substrat fermentes-

cible. Alors que l’hexokinase I et la glucokinase sont principalement exprimées dans les

conditions de croissance sur substrat non-fermentescible (Ethanol, Glycérol, lactate, etc.)

ou sur galactose [112, 169]. Dans des conditions de défaut d’expression d’hexokinase II

(délétion), la phosphorylation du glucose est principalement assurée par l’hexokinase I

[244]. En effet, lors de la prolifération sur glucose, il a été montré que les cellules ∆hxk2

présentent un taux de transcription élevé du gène HXK1, qui code pour l’hexokinase I

[219].

Dans ce chapitre, nous allons étudier l’effet de la délétion de l’hexokinase II sur la

cinétique de mise en place de l’effet Warburg chez S. cerevisiae, notamment en ce qui

concerne la relation entre le flux de consommation du glucose, de production d’éthanol

et le flux de la respiration mitochondriale.
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10.1 Le métabolisme oxydatif de la souche ∆hxk2 en condition de

contrôle (sans glucose)

Dans nos conditions contrôle (sans glucose), avec le lactate (substrat non-fermentescible)

comme seule source de carbone, l’hexokinase II est très peu exprimée (expression basale)

[112]. Pour se développer, les cellules dans ces conditions convertissent le lactate en

pyruvate au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale grâce aux deux lactate

déshydrogénases mitochondriales (voir figure 9.12). Le pyruvate produit diffuse vers

le cytosol à travers la membrane externe mitochondriale, où il pourra être converti, en

fonction du besoin de la cellule en différents intermédiaires métaboliques (PEP, Gly-3P,

G6P) au niveau de la néoglucogenèse. Le rôle de l’hexokinase II dans le métabolisme

énergétique des cellules dans ces conditions de culture est mineur.
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Figure 10.1 – Effet de la délétion de l’HXK2 sur la prolifération et le métabolisme
oxydatif de S. cerevisiae (condition contrôle). (A) Flux de la respiration endogène. (B) Quantité
de cytochromes. (C) Concentration en nucléotides (ATP et ADP), le volume cellulaire et le poids sec d’une
unité DO de cellules. Les mesures sont réalisées comme décrit dans le matériels et méthodes. Les données
sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Comme le montre la figure 10.1–A, les cellules ∆hxk2 et la souche sauvage de S.

cerevisiae présentent des flux respiratoire très similaire lors de la prolifération sur lactate

(2 %). De même pour l’ensemble des paramètres mesurés : quantité de cytochromes,

concentration en ATP et ADP, rapport ATP/ADP, volume cellulaire et poids sec, les deux

souches sont comparables (Figure 10.1–B et C).
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10.2 La délétion du gène HXK2, influence-t-elle le flux glycolytique ?

La quantification du glucose dans le milieu de culture (Figure 10.2) montre que

comme la souche sauvage (u), les cellules ∆hxk2 consomment le glucose après son ajout

dans le milieu de culture (l). Au bout de huit heures, les cellules consomment environ

50 % du glucose ajouté (30 mM).

Figure 10.2 – Dosage du glucose et d’éthanol dans le milieu extra-cellulaire (souche
sauvage et ∆hxk2). Deux cultures de S. cerevisiae (sauvage et ∆hxk2) en milieu SC lactate 2 % (p/v)
sont réalisées. À T=0, une quantité correspondante à 70 mM de glucose est ajoutée au milieu de culture.
Un dosage de la concentration de glucose (G) restant et d’éthanol produit dans le milieu de culture est
réalisé par méthode enzymatique chaque deux (2) heures, pendant la cinétique (8h) (voir Matériels et
méthodes). Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne
(ESM) ; n=4.

Le dosage de l’éthanol dans le milieu de culture (Figure 10.2) met en évidence

que la diminution de glucose au cours du temps est accompagnée d’une augmentation

progressive de la concentration de l’éthanol dans le milieu de culture (s).

La délétion de l’HXK2 n’empêche donc pas le déclenchement du métabolisme fermen-

taire en aérobiose après l’ajout du glucose dans le milieu de culture.
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La détermination du flux de consommation du glucose (Figure 10.3) met en évidence

que ce dernier est plus faible par rapport à la souche sauvage, mais seulement entre

T0 et six heures après l’ajout du glucose. En effet, chez la souche ∆hxk2, la phase

d’augmentation du flux de consommation de glucose semble durer plus longtemps pour

arriver à un niveau comparable avec celui de la souche sauvage. Six heures après l’ajout

du glucose, le flux de consommation de ce dernier devient comparable entre la souche

sauvage et ∆hxk2.

Figure 10.3 – Évolution du flux de consommation de glucose chez S. cerevisiae (sau-
vage et ∆hxk2), après l’ajout du glucose. Chaque point représente la moyenne de quantité de
glucose consommé exprimée en micromole par heure par milligramme poids sec de cellules, sur un
intervalle de deux (2) heures (voir matériels et méthodes). Les données sont présentées sous forme de
moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

L’analyse de la courbe d’évolution du flux de consommation de glucose suggère une

restriction transitoire du flux glycolytique, suite à la délétion de l’hexokinase II.

Pour expliquer le profil d’évolution de flux de consommation de glucose chez la

souche ∆hxk2, notamment le faible flux observé entre T0h et T6h, nous avons formulé

l’hypothèse que cela pourrait être dû au fait que les cellules ∆hxk2 ne parviennent pas à

augmenter rapidement le flux glycolytique en exprimant seulement les transporteurs de

moyenne et forte affinité. Toutefois, sur le long terme, en augmentant la quantité de ces
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transporteurs, les cellules semblent parvenir à assurer un flux glycolytique relativement

comparable aux cellules sauvages. En effet, il a été montré dans une souche de S.

cerevisiae exprimant seulement HXT7, que l’augmentation du niveau d’expression de

ce dernier permet une augmentation du flux de la glycolyse, suggérant ainsi, un rôle

important de l’étape de transport du glucose dans la régulation du flux glycolytique

[260]. Par ailleurs, il a été montré que la délétion de l’hexokinase II (Mesures réalisées

en phase exponentielle) induit une augmentation significative du niveau de transcription

des gènes codant pour les transporteurs de forte affinité (HXT6/HXT7) et de moyenne

affinité (HXT4/HXT5). Ainsi, une forte diminution concomitante de l’expression du

transporteur de faible affinité HXT1 a été observée [219].

D’autre part, l’activité de phosphorylation des hexokinases alternatives à l’hexokinase

II, peut aussi jouer un rôle dans la diminution du flux glycolytique dans le début de la

cinétique. En effet, l’hexokinase I et la glucokinase ont une capacité de phosphorylation

du glucose plus faible par rapport à l’hexokinase II [244]. Il se pourrait que pour

augmenter suffisamment l’activité de phosphorylation du glucose, les cellules ∆hxk2

doivent augmenter plus le taux d’expression de l’hexokinase I.

10.3 La vitesse de prolifération cellulaire est-elle affectée par la délé-

tion de l’hexokinase II ?

Le processus de production de biomasse est étroitement lié au flux de l’apport du

carbone. Afin de vérifier si la diminution du flux glycolytique affecte la vitesse de

production de biomasse chez la souche ∆hxk2, nous avons déterminé la cinétique

d’évolution de la vitesse de prolifération des cellules ∆hxk2 après l’ajout du glucose.

Le suivi de l’évolution de la quantité de cellules (mg poids sec) après l’ajout du glucose,

(Figure 10.4–A) montre que même en absence de l’hexokinase II, le glucose induit une

augmentation importante et progressive de la vitesse de production de biomasse, par

rapport au contrôle (sans glucose).

En comparaison avec la souche sauvage (6, (Figure 10.4–A), aucune différence

significative n’est observée dans la souche ∆hxk2 (s), en terme de prolifération.
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Figure 10.4 – Effet du glucose sur la prolifération de S. cerevisiae (sauvage et ∆hxk2).
Deux cultures de S. cerevisiae (sauvage et ∆hxk2) en milieu SC lactate 2 % (p/v) sont réalisées. À T=0,
une quantité correspondante à 70 mM de glucose est ajoutée (s, l) ou non (m, ♦) au milieu de culture.
Un suivi de croissance (poids sec) est réalisé sur huit (8) heures (A). Puis un calcul de la valeur du log
(courbe de croissance) de la quantité de cellules produites après chaque heure est réalisé pendant la
cinétique (8h) (B), (voir Matériels et méthodes). Les (6) représentent la quantité de biomasse (A) et la
courbe de croissance (B) de la souche sauvage, après l’ajout du glucose. Les données sont présentées sous
forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Cependant, la détermination de la courbe de croissance de la souche ∆hxk2 après

l’ajout du glucose (Figure 10.4–B) met en évidence que la délétion de l’hexokinase II

induit une prolongation de la première phase de croissance (phase d’accélération).

Jusqu’à trois heures après l’ajout du glucose, la vitesse de production de biomasse (µ-1)
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chez la souche ∆hxk2 n’augmente que de 57 % par rapport au contrôle (sans glucose)

(Tableau 10.2). Tandis pour la souche sauvage, au point 3h la vitesse de prolifération

a été augmentée de 153 % par rapport au contrôle (sans glucose). Les cellules ∆hxk2

entrent donc plus tardivement dans la phase exponentielle.

Tableau 10.1 – Évolution du taux de croissance spécifique (µ-1) de S. cerevisiae après
l’ajout du glucose. Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la
moyenne (ESM) ; n=5.

Temps (h) sauvage % | ∆ hxk2 %

0 0,14 ± 0,01 0 | 0,14 ± 0,01 0

1 0,19 ± 0,03 39 | 0,18 ± 0,02 34

2 0,25 ± 0,02 82 | 0,23 ± 0,02 68

3 0,33 ± 0,02 145 | 0,22 ± 0,03 60

4 0,35 ± 0,03 156 | 0,34 ± 0,03 150

5 0,37 ± 0,03 172 | 0,40 ± 0,02 195

6 0,32 ± 0,01 134 | 0,32 ± 0,03 136

7 0,25 ± 0,03 84 | 0,27 ± 0,01 96

8 0,21 ± 0,02 55 | 0,21 ± 0,02 58

Dans la littérature, plusieurs expériences réalisées sur l’effet de la délétion de l’hexo-

kinase II sur le métabolisme et la prolifération de S. cerevisiae, dans les conditions de

disponibilité de glucose, suggèrent que les cellules ∆hxk2 présentent un taux de crois-

sance spécifique (µ-1) plus faible par rapport au sauvage (études réalisées pendant la

phase exponentielle) [219, 72]. Cependant, dans nos conditions de culture, la délétion

de l’hexokinase II ne semble induire aucun effet notoire sur la vitesse de prolifération

des cellules de S. cerevisiae dans la phase exponentielle (Tableau 10.2).

Dans une étude réalisée sur des différents mutants d’hexokinase de la souche DFY1,

de S. cerevisiae [244], il a été montré que la diminution du flux de consommation de

glucose, n’a pas d’effet notoire sur le taux de prolifération des cellules durant la phase

exponentielle, en présence du glucose à (110 mM) [244]. Bien que les cellules ∆hxk2
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Tableau 10.2 – Évolution du taux de croissance spécifique (µ-1) de S. cerevisiae après
l’ajout du glucose. Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la
moyenne (ESM) ; n=5.

Temps (h) sauvage % | ∆ hxk2hap4↑ %

0 0,14 ± 0,01 0 | 0,14 ± 0,01 0

1 0,19 ± 0,03 39 | 0,18 ± 0,02 0

2 0,25 ± 0,02 82 | 0,23 ± 0,02 43

3 0,33 ± 0,02 145 | 0,22 ± 0,03 68

4 0,35 ± 0,03 156 | 0,34 ± 0,03 96

5 0,37 ± 0,03 172 | 0,40 ± 0,02 119

6 0,32 ± 0,01 134 | 0,32 ± 0,03 93

7 0,25 ± 0,03 84 | 0,27 ± 0,01 82

8 0,21 ± 0,02 55 | 0,21 ± 0,02 38

de DFY1 présentaient un taux faible de métabolisme du glucose (30 %) par rapport

au sauvage, les deux souches présentent des taux de croissance (µ-1) très comparables

[244]. Chez cette souche, il a été proposé que la majeure partie de la diminution du

flux de consommation de glucose concerne la partie métabolisée en éthanol et non pas

la partie qui entre dans la formation de la biomasse. D’où le fait que la souche ∆hxk2

présente le même (µ-1) que la souche sauvage. Or, dans nos conditions, nous montrons

que les deux souches sauvage et ∆hxk2 présentent des flux de consommation de glucose

similaires une fois entrées dans la phase exponentielle. Ce qui expliquerait le fait que les

cellules sauvages et ∆hxk2 présentent le même taux de prolifération durant cette phase.

10.4 Délétion d’HXK2, quel effet sur le métabolisme énergétique de

S. cerevisiae lors du basculement métabolique?

10.4.1 Évolution du flux de production d’éthanol de S. cerevisiae (∆hxk2) après

l’ajout du glucose
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Chez S. cerevisiae, il a été montré que la délétion de l’hexokinase réduit le flux du

glucose vers le métabolisme fermentaire. De même pour notre modèle (BY4742), les

cellules ∆hxk2 ont tendance à produire une quantité plus faible d’éthanol par rapport

à la souche sauvage (Figure 10.5). L’effet de la délétion de l’hexokinase II sur le flux

d’éthanol est plus marquant (40 % plus faible) dans les deux premières heures suivant

l’ajout de glucose. Au-delà de deux heures, le flux de production de l’éthanol augmente

dans les cellules ∆hxk2 pour atteindre un niveau maximal constant, légèrement plus

faible (15 %) par rapport à la souche sauvage. Cependant, la largeur des barres d’erreur,

rend difficile l’interprétation de ces différences de flux d’une façon pertinente.

Figure 10.5 – Évolution du flux de production d’éthanol chez S. cerevisiae (sauvage
et ∆hxk2), après l’ajout du glucose. Chaque point représente la moyenne de quantité d’éthanol
produit exprimée en micromole par heure par milligramme poids sec de cellules, sur un intervalle de deux
(2) heures (voir matériels et méthodes). Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur
standard de la moyenne (ESM) ; n=5.
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D’autre part, la mise en relation des résultats du flux de consommation de glucose et

de production d’éthanol (Tableau 10.3) met en évidence que le rapport flux EtOH/Glc

est comparable entre les deux souches, sauvage et ∆hxk2.

Tableau 10.3 – Relation entre flux de consommation de glucose et flux de production
d’éthanol chez S. cerevisae (sauvage et ∆hxk2), après l’ajout du glucose. Le rapport flux
éthanol/flux glucose est obtenu par la division des valeurs du flux de production d’éthanol par celles du
flux de consommation de glucose correspondants. Les données sont présentées sous forme de moyenne (X)
± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Temps (h) EtOH (µmol/h/mg pds) Glc (µmol/h/mg pds) Rapport

sauvage

0h – 2h 5,18 ± 1,54 5,89 ± 0,63 0,82 ± 0,16

2h – 4h 10,06 ± 1,42 9,50 ± 1,47 1,12 ± 0,14

4h – 6h 10,47 ± 1,04 9,28 ± 1,12 1,18 ± 0,15

6h – 8h 10,12 ± 1,14 8,56 ± 1,07 1,26 ± 0,25

∆hxk2

0h – 2h 2,93 ± 0,57 3,95 ± 0,48 0,78 ± 0,18

2h – 4h 8,34 ± 0,52 6,01 ± 0,27 1,39 ± 0,07

4h – 6h 8,73 ± 0,41 9,19 ± 0,48 0,96 ± 0,07

6h – 8h 7,60 ± 0,61 7,98 ± 0,29 0,95 ± 0,06

En effet, en appliquant la règle de stœchiométrie de la glycolyse (1 glc : 2 pyruvate)

nous observons que dans les cellules ∆hxk2, 50 % du flux glycolytique est dirigé vers le

métabolisme fermentaire.

Dans la période entre T0 et T4h durant laquelle la vitesse de prolifération est faible

dans les cellules ∆hxk2, par rapport aux cellules sauvages, le rapport moyen flux

EtOH/flux Glc est comparable entre les deux souches, sauvage et ∆hxk2, suggérant

un rendement de glucose très comparable entre les deux souches. Ainsi, l’entrée tardive

en phase exponentielle observée dans les cellules ∆hxk2 pourrait être due à une limita-

tion dans le flux glycolytique durant cette période.
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10.4.2Évolution du flux de la respiration mitochondriale de S. cerevisiae (∆hxk2)

après l’ajout du glucose

Nous observons dans la figure 10.6 que comme la souche sauvage (6), l’ajout du

glucose au milieu de culture, induit une diminution progressive du flux de la respiration

endogène dans les cellules ∆hxk2 (n).

Figure 10.6 – Effet du glucose sur la respiration de S. cerevisiae (sauvage et ∆hxk2).
Deux cultures de S. cerevisiae (sauvage et ∆hxk2) en milieu SC lactate 2 % (p/v) sont réalisées. À
T=0, une quantité correspondante à 70 mM de glucose est ajoutée (n) ou non (q) au milieu de culture.
Un suivi de la respiration par oxygraphie est réalisé sur huit (8) heures. La respiration est mesurée en
micro-atomes d’oxygène par heure et par milligramme poids sec de levures. Les (6) représentent le flux de
la respiration endogène de la souche sauvage, après l’ajout du glucose. Les données sont présentées sous
forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Dans nos conditions de culture, le NADH cytosolique est le principal substrat pour la

fermentation alcoolique et le système des OXPHOS. L’augmentation du flux respiratoire,

pourrait avoir pour conséquence, la réduction du flux du métabolisme fermentaire dans

la souche ∆hxk2.

Chez S. cerevisiae, la délétion de l’hexokinase II n’empêche pas la répression du

150



Chapitre 10. Effet de la délétion de l’HXK2 sur l’induction de l’effet Warburg

métabolisme oxydatif au cours de la mise en place de l’effet Warburg. Toutefois, les

cellules lors de la prolifération sur glucose, semblent garder un métabolisme oxydatif

plus important (environ 30 %) en absence de cette enzyme.

10.4.3 La réoxydation du NADH cytosolique après la délétion de l’hexokinase II :

respiration mitochondriale Vs fermentation alcoolique

L’évolution du flux du métabolisme oxydatif et fermentaire en présence du glucose

reste très similaire à celui du sauvage. La diminution du flux de la respiration endogène

après l’ajout du glucose, est accompagné dans le temps d’une augmentation du flux de

production de l’éthanol (voir figure 10.5 et 10.6).

En appliquant la règle de stœchiométrie de l’oxydation du NADH par les deux

systèmes, respiration et fermentation alcoolique, nous observons que la délétion de

l’hexokinase II modifie la balance du flux de NADH entre la respiration mitochondriale

et la fermentation alcoolique (Figure 10.7–A). Toutefois, le flux total d’oxydation du

NADH est sensiblement comparable entre les deux souches durant toute la cinétique (B).
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Figure 10.7 – Flux d’oxydation de NADH assuré par les deux systèmes : OXPHOS et
fermentation, dans les cellules sauvages et ∆hxk2. Le flux d’oxydation de NADH de chaque
voie métabolique est calculé à partir des flux respiratoire (75 % du flux respiratoire, qui est due à
l’oxydation du NADH principalement cytosolique, voir chapitre 9) et de production d’éthanol selon le
bilan de stœchiométrie : 1 NADH oxydé : 1/2 O2 consommé pour la respiration et 1 NADH oxydé : 1 EtOH
produit pour la fermentation. Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard
de la moyenne (ESM) ; n=5.

10.4.4 La diminution du flux de consommation de glucose, quel effet pour le flux de

synthèse d’ATP ?

Dans le chapitre précédent, nous avons mis en évidence qu’après l’ajout du glucose

la participation de la glycolyse dans la synthèse d’ATP chez S. cerevisiae augmente.
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Ainsi, les cellules réduisent leurs capacités respiratoires et utilisent le processus de la

fermentation alcoolique pour réoxyder le NADH cytosolique. Par rapport à la respiration

mitochondriale, la fermentation alcoolique présente la particularité de pouvoir régénérer

le NAD+ cytosolique, sans avoir pour conséquence une synthèse d’ATP.

La figure 10.8 présente le flux théorique de production d’ATP minimal, calculé à partir

du flux respiratoire mitochondrial et de production d’éthanol selon le bilan d’oxydation :

un atome d’oxygène : 1,5 ATP pour la respiration et 1 glc : 2 pyruvate : 2 ATP pour la

glycolyse. (Choix argumenté dans le chapitre 9).

Dans la figure 10.8–A, nous observons, que dans les cellules ∆hxk2, la synthèse de

l’ATP glycolytique augmente après l’ajout du glucose. Cependant, cette participation reste

plus faible d’environ 40 % par rapport au sauvage dans la période entre T0 et quatre

heures après l’ajout du glucose. Au-delà de quatre heures, le flux de synthèse de l’ATP

glycolytique dans les cellules ∆hxk2 est proche de celui des cellules sauvages.

Toutefois, cette diminution de la participation de la glycolyse dans la synthèse d’ATP

est compensée par le système des OXPHOS. En effet, les sommes des deux flux de

synthèse d’ATP glycolytique minimal et OXPHOS des deux souches : sauvage et ∆hxk2

sont comparables (Figure 10.8–B). La délétion de l’hexokinase II semble donc modifier

la balance entre la glycolyse et le système des OXPHOS dans la synthèse d’ATP.
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Figure 10.8 – Flux de synthèse d’ATP assuré par la glycolyse « G » et les OXPHOS « R »
dans la souche sauvages et ∆hxk2, après l’ajout de glucose. Le flux de production d’ATP de
chaque voie métabolique est calculé à partir des flux respiratoire et de production d’éthanol selon le bilan
d’oxydation : 1/2 O2 : 1,5 ATP pour la respiration et 1 glc : 2 pyruvate : 2 ATP pour la glycolyse. Les
données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

10.4.5 Influence de la délétion de l’hexokinase II sur le rapport ATP/ADP

La tendance des cellules ∆hxk2 à diminuer leur capacité d’oxydation mitochondriale

du NADH cytosolique en faveur du processus de la fermentation alcoolique, nous laisse

suggérer que ces dernières possèdent un rapport ATP/ADP élevé durant toute la cinétique

après l’ajout du glucose, comme dans la souche sauvage. Les cellules ∆hxk2 recourait à

la fermentation alcoolique afin de découpler la réoxydation du NADH cytosolique de la
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synthèse d’ATP, et maintenir ainsi un rapport ATP/ADP favorable à la glycolyse.

Cependant, le dosage de l’ATP et l’ADP dans les cellules ∆hxk2, (Tableau 10.4),

montre que le statut énergétique des cellules ∆hxk2, après l’ajout du glucose est plus

faible par rapport aux cellules sauvages. Alors que dans les cellules sauvages, le rapport

ATP/ADP augmente d’environ 45 % après l’ajout du glucose, dans les cellules ∆hxk2, le

rapport ATP/ADP reste comparable au contrôle (sans glucose) durant presque toute la

cinétique. Á l’exception du point 6h, où le rapport ATP/ADP augmente d’environ 20 %.

Toutefois, cette augmentation du statut énergétique dans les cellules ∆hxk2 reste faible

si nous la comparons avec la souche sauvage.

Tableau 10.4 – Évolution des concentrations intracellulaires en ATP et ADP au cours
de la mise en place de l’effet Warburg chez S. cerevisiae (sauvage et ∆hxk2). Les données
sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Temps (h) ATP (mM) ADP (mM) Ratio (ATP/ADP)

sauvage

0 4,51 ± 0,29 0,98 ± 0,10 4,74 ± 0,44

2 4,46 ± 0,36 0,81 ± 0,12 5,71 ± 0,46

4 4,22 ± 0,37 0,62 ± 0,09 7,06 ± 0,49

6 4,42 ± 0,11 0,57 ± 0,03 7,83 ± 0,24

8 4,45 ± 0,23 0,65 ± 0,03 6,86 ± 0,16

∆hxk2

0 4,11 ± 0,21 0,85 ± 0,06 4,90 ± 0,35

2 2,61 ± 0,44 0,53 ± 0,04 4,86 ± 0,46

4 3,00 ± 0,31 0,63 ± 0,05 4,73 ± 0,31

6 4,15 ± 0,19 0,73 ± 0,08 5,99 ± 0,75

8 3,38 ± 0,33 0,85 ± 0,09 4,14 ± 0,54
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De plus, d’après le tableau 10.4, non seulement les cellules ∆hxk2 ne modifient

pas leur statut énergétique mais aussi, les concentrations intracellulaires de l’ATP et

l’ADP diminuent dans ces cellules, après l’ajout du glucose. Cette diminution est plus

marquante dans la période entre T0 et quatre heures après l’ajout du glucose. Dans cette

période, la diminution de la concentration de l’ATP et l’ADP dépasse les 30 % par rapport

au contrôle (sans glucose), contre une diminution de 15 % pour le reste de la cinétique.

Dans le métabolisme prolifératif, la synthèse de la biomasse augmente le besoin des

cellules en nucléotides (ATP, ADP, AMP, UTP, etc.) précurseurs des acides nucléiques.

La voie des pentoses phosphates occupe une place importante dans la synthèse des

nucléotides. Cette dernière est en effet la principale source du ribose-5-phosphate, qui

sert de précurseur à la régénération du pool des nucléotides [227].

Dans la littérature, plusieurs études réalisées sur des cellules de mammifères et de

levures, suggèrent que dans les conditions de prolifération rapide, une activité élevée

de la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) est nécessaire pour maintenir

l’homéostasie redox (NADPH/NADP+) et anabolique des cellules (synthèse des lipides et

nucléotides) [235, 145, 227]. Dans une lignée cellulaire de fibroblastes (Balb/c 3T3), il a

été montré que la stimulation de la prolifération cellulaire corrèle avec une augmentation

de l’activité à travers la G6PDH d’environ 60 % [235]. La G6PDH catalyse la première

réaction de la voie des pentoses phosphates [181], et est caractérisée comme catalysant

l’étape contrôlante de la voie des pentoses phosphates [226, 235].

De plus, chez S. cerevisiae, il a été montré dans des conditions de prolifération sur

glucose (30 mM et plus), que la délétion de l’hexokinase II provoque une diminution

importante de niveau de transcription du gène ZWF1 [219], qui code pour la G6PDH de

la levure [181].

Dans les cellules ∆hxk2, la diminution du niveau d’expression de la G6PDH pourrait

provoquer une limitation dans le flux de conversion de glucose en ribose-5-phosphate à

travers la voie des pentoses phosphates, induisant ainsi une limitation dans le processus

de régénération du pool des nucléotides.

Pour expliquer la diminution de la concentration de l’ATP et l’ADP dans les cellules

∆hxk2 après l’ajout du glucose, nous avons formulé l’hypothèse que cela pourrait être
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dû au piégeage des nucléotides dans les voies de biosynthèse, notamment la synthèse

des acides nucléiques (ADN, ARN).

10.4.6 Le couplage entre la respiration mitochondriale et la synthèse d’ATP dans la

souche ∆hxk2, après l’ajout du glucose

L’incapacité des cellules ∆hxk2 à augmenter leur statut énergétique après l’ajout du

glucose, alors qu’elles possèdent un flux respiratoire endogène plus important, nous

amène à aborder la question relative à l’efficacité du système des OXPHOS dans la

synthèse d’ATP. En effet, cette dernière ne dépend pas seulement du flux de transfert des

électrons à travers la chaine respiratoire (consommation d’oxygène) mais de plusieurs

facteurs dont le degré de couplage entre la chaine respiratoire et l’ATP synthase [172, 88].

Pour déterminer si le flux élevé de la respiration endogène des cellules ∆hxk2,

lors de la prolifération sur glucose est accompagnée d’une augmentation du flux de

synthèse d’ATP mitochondrial par rapport au sauvage, nous avons évalué la vitesse de

fonctionnement minimale et maximale de la chaine respiratoire des cellules ∆hxk2.

Comme nous pouvons constater dans la figure 10.9, que ce soit en absence (A) ou en

présence de glucose (B), le flux de la respiration non phosphorylante des cellules ∆hxk2

est plus faible par rapport au flux de la respiration endogène, montrant le couplage entre

la respiration endogène et la synthèse d’ATP.

Ainsi, dans la figure 10.9–B, nous observons une diminution du flux de consom-

mation d’oxygène à l’état découplé (s) très similaire à celle observée dans la souche

sauvage (6). Dans la mesure où nous avons mis en évidence dans cette dernière une

diminution de l’équipement enzymatique mitochondrial après l’ajout du glucose. Ces

résultats de respiration découplée des cellules ∆hxk2 nous laisse supposer une probable

diminution de la quantité de l’équipement enzymatique mitochondrial dans les cellules

∆hxk2.

La détermination du RSV (Respiratory State Value) des cellules ∆hxk2 (Figure

10.10), montre que les changements de l’état stationnaire de la respiration endogène

par rapport au contrôle (sans glucose), sont moins importants dans la souche ∆hxk2 (B),
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Figure 10.9 – Évolution du flux de la respiration endogène, non phosphorylante et
découplée de la souche ∆hxk2, avant et après l’ajout de glucose. Une culture de S. cerevisiae
en milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée (A). Á T=0, une quantité correspondante à 70 mM de glucose
est ajoutée (B) au milieu de culture. Un suivi de la respiration endogène, non phosphorylante (state
4) et découplée est réalisé sur huit (8) heures. Les flux de respiration non phosphorylante et découplée
sont obtenus comme décrit dans le matériels et méthodes. La respiration est mesurée en micro-atomes
d’oxygène par heure et par milligramme poids sec de levures. Les (6) dans (B) représentent le flux de la
respiration découplée de la souche sauvage, après l’ajout du glucose. Les données sont présentées sous
forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

par rapport à la souche sauvage (A). Jusqu’à six heures après l’ajout du glucose, aucune

différence significative de l’etat stationnaire de respiration n’est observée dans la souche

∆hxk2. Ceci est en accord avec l’évolution du rapport ATP/ADP. Le système des OXPHOS

dans les cellules ∆hxk2 ne semble pas subir de contrainte thermodynamique exercée
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par le potentiel phosphate. L’activité de ce dernier reste comparable au contrôle et est

supérieur à celle du sauvage.

Figure 10.10 – Évolution de l’état stationnaire de respiration (RSV) de S. cerevisiae
(sauvage et ∆hxk2), après l’ajout de glucose. Le RSV est calculé par la détermination du rapport
entre [flux de la respiration endogène (–) flux de la respiration non phosphorylante] et [flux de la
respiration découplée (–) flux de la respiration non phosphorylante]. Les données sont présentées sous
forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Au-delà de six heures, l’activité du système des OXPHOS des cellules ∆hxk2 augmente.

Dans la souche sauvage, durant la période entre cinq et huit heures, la simulation de

la respiration dans ces conditions a pour conséquence la baisse du rendement ATP/O.

Le fait que les cellules ∆hxk2 possèdent une activité légèrement plus faible par rapport

au sauvage dans cette période suggère que le rendement ATP/O est meilleur dans les

cellules ∆hxk2. Donc dans la mesure où le flux de la respiration endogène est plus

élevé dans la souche ∆hxk2, il est très probable que la participation des OXPHOS dans

la synthèse d’ATP dans les cellules ∆hxk2 est plus importante par rapport aux cellules

sauvages. Cependant, malgré cela, les cellules ne parviennent pas à augmenter leur statut

énergétique. En effet, ces résultats soutiennent notre hypothèse relative au piégeage de

l’ATP dans la constitution des macromolécules (voir ci-dessus).
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10.4.7 Origine de la diminution de la respiration mitochondriale dans les cellules

∆hxk2, après l’ajout du glucose

G Limitation en oxygène et/ou substrat ?

Dans nos conditions de culture après l’ajout du glucose, l’oxygène et le substrat

respiratoire (lactate, NADH, EtOH) sont disponible pour permettre un flux respiratoire

normal. Une limitation au niveau de l’oxygène ou du substrat ne peut expliquer la

diminution du flux respiratoire dans les cellules ∆hxk2 après l’ajout du glucose.

G Diminution en quantité d’équipement enzymatique (chaine respiratoire) ?

Pour vérifier si la diminution du flux respiratoire dans les cellules ∆hxk2 est due

à une diminution quantitative en unités de chaine respiratoire, nous avons déterminé

l’évolution du contenu en cytochromes des cellules.

Dans la souche ∆hxk2, l’ajout du glucose induit une diminution progressive de

quantité de cytochromes au cours du temps (Figure 10.11–A). Cette diminution en

cytochromes est proportionnelle à la respiration et suit une relation linéaire avec la

diminution de la respiration (B).

Dans la souche ∆hxk2, la diminution du flux respiratoire après l’ajout du glucose est

donc due à une diminution quantitative des unités de chaine respiratoire.

Toutefois, les cellules ∆hxk2 ont plus d’unités de chaine respiratoire (cytochromes)

au cours du temps par rapport à la souche sauvage (A). Six heures après l’ajout du

glucose, les cellules ∆hxk2 possèdent environ 60 % plus de cytochrome c c1 par rapport

aux cellules sauvages. Ceci est en accord avec nos résultats de respiration de la souche

∆hxk2 qui présente un flux respiratoire plus élevé que les cellules sauvages.
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Figure 10.11 – Évolution du contenu en cytochromes dans la souche ∆hxk2, après
l’ajout du glucose. Une culture de S. cerevisiae en milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée. Une
quantité correspondante à 70 mM de glucose est ajoutée à la culture lorsque celle-ci atteint 0,5 unités
DO/ml. (A) Une mesure quantitative de cytochromes (exprimée en picomoles par milligramme poids
sec de levures) est alors réalisée comme décrit dans le matériels et méthodes. Les (—), (....) et (- - -)
représentent la cooncentration des cytochromes c, c1, b, a et a3 de la souche sauvage, après l’ajout du
glucose, respectivement. (B) Relation linéaire entre vitesse de respiration cellulaire et concentration en
cytochromes ; forme m : sauvage ; forme n : ∆hxk2. (C) Quantité du cytochrome c1 dans la souche
sauvage et ∆hxk2, après l’ajout du glucose, calculée à partir de la formule de stœchiométrie 1 c1 : 2b. Les
données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Comme décrit précédemment, l’hexokinase II est un facteur de transcription impliqué

dans le processus de signalisation cellulaire induite par le glucose. Au cours du processus

de la répression glucose, Il a été montré que la délétion de ce dernier induit un défaut de

répression d’un certain nombre de gènes. Parmi ces gènes on trouve les gènes impliqués

dans le métabolisme oxydatif [79], notamment CYC1 [153] (géne codant pour l’isoforme
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1 du cytochrome c [91]). Dans les conditions de croissance sur glucose, Il a été montré

que les cellules ∆hxk2 présentent une quantité en cytochrome c1 élevée par rapport

aux cellules sauvages. Ceci, est en effet dû à une levée partielle de la répression de la

transcription du gène CYC1 [153]. Le mécanisme complet par lequel l’hexokinase II est

impliquée dans la répression de CYC1 n’est pas encore connu.

Nous observons dans la figure 10.11–C que les cellules ∆hxk2 présentent une quan-

tité plus importante de cytochrome c1, par rapport aux cellules sauvages, durant la

période entre quatre et huit heures après l’ajout du glucose.

Cependant, pour les cytochromes a et a3 (voir A), les résultats, ne montrent aucune

différence entre les deux souches. La délétion de l’hexokinase II ne semble pas avoir

un effet sur l’évolution de la q12uantité de cytochrome a et a3 en présence de glucose.

Toutefois, il faut signaler qu’en raison de la concentration plus faible de a et a3 par

rapport aux autres cytochromes (c, c1,et b), la quantification du cytochrome a et a3

par la méthode spectroscopique (voir matériels et méthodes) est moins évidente. En

effet, sur le spectre d’absorption, le pic d’absorption de a et a3 est large et peu défini, le

point isobestique est difficile à caractériser dans la courbe d’absorption. Une sur/sous-

estimation de a et a3 est donc possible.

L’analyse de l’ensemble des résultats de la respiration soulève la question suivante :

quelles sont les mécanismes impliqués dans cette régulation différentielle de la quantité

du compartiment mitochondrial ?

10.5 Origine de la diminution du compartiment mitochondrial après

l’ajout du glucose

Dans la souche sauvage, nous avons mis en évidence que la diminution du comparti-

ment mitochondrial après l’ajout du glucose, est associée à une diminution quantitative

de la sous-unité Hap4p (sous-unité régulatrice du complexe HAP).

Pour déterminer l’origine de la diminution du compartiment mitochondrial chez les

cellules ∆hxk2, nous avons suivi par western-blot, l’évolution de la quantité de Hap4p,
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après l’ajout du glucose.

L’ajout du glucose induit dans les cellules ∆hxk2 la disparition de la protéine Hap4p

(Figure 10.12–A).

Figure 10.12 – Effet de l’ajout du glucose sur l’expression de HAP4 chez S. cerevisiae
(sauvage et ∆hxk2). L’effet de l’ajout du glucose sur l’expression de HAP4 est mis en évidence par
western–blot en suivant la quantité de la protéine Hap4p grâce à un anticorps dirigé contre la protéine.
La quantité de protéines déposée correspond à celle extraite à partir de 1,6 x 106 cellules. La protéine
Ade4p est un contrôle de charge.

Cependant, la cinétique long-terme (B), montre que la sous-unité Hap4 réapparait

au milieu de la cinétique. La comparaison avec les résultats du sauvage, montre que

l’intensité de cette réapparition est plus importante dans les cellules ∆hxk2. En effet,

dans les conditions de prolifération sur glucose, il a été montré que la délétion de

l’hexokinase II induit une augmentation de la transcription du gène HAP4 [219].

Comme dans le sauvage, cette tendance de réapparition progressive de Hap4p, dans

les cellules ∆hxk2 est reproductible. Ceci bien que la concentration du glucose dans le

milieu de culture soit toujours importante (supérieur à 30 mM).

Ces résultats semblent confirmer nos observations pour la souche sauvage qui sug-

gèrent que la sous-unité Hap4p peut être exprimée même en présence d’une concen-
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tration importante du glucose. De même dans la souche ∆hxk2, cette réapparition de

Hap4p au milieu de la cinétique entre 2h et 8h semble avoir un effet sur le taux de

diminution de la quantité de cytochromes (voir figure 10.11–A).

En effet, la comparaison de la cinétique d’évolution des cytochromes (Figure 10.13)

avec la vitesse de prolifération (—) montre que le taux de dilution des cytochromes est

plus élevé durant la première période entre T0 et trois heures suivant l’ajout du glucose.

Or durant cette même période, la vitesse de prolifération est plus faible par rapport à

la période entre trois et six heures, suggérant ainsi, une réactivation du processus de la

biogenèse mitochondriale en présence du glucose.

La réapparition de la sous-unité Hap4p semble donc induire une activation de la

biogenèse mitochondriale dans les cellules ∆hxk2.

Figure 10.13 – Tendance d’évolution de la vitesse de prolifération cellulaire et le taux
de diminution des cytochromes dans la souche ∆hxk2, après l’ajout du glucose.
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10.6 Effet de la délétion de l’Hexokinase II sur le turn-over de Hap4p

La quantité d’une protéine est déterminée par l’équilibre entre la synthèse et la

dégradation de la protéine (turn-over). Chez S. cerevisiae, Yoboue et al., [261], ont

montré que le turn-over de Hap4p est très court, sa durée de demi-vie est moins de huit

minutes. Ceci est indépendant de la présence du glucose.

Dans les cellules sauvages, puisque le glucose via le facteur de répression Mig1 induit

un arrêt de la transcription du gène HAP4 [68], la disparition de Hap4p suite à l’ajout

du glucose est en grande partie justifiée par l’arrêt de sa transcription.

Pour déterminer l’effet de la délétion de l’hexokinase II sur le turn-over de Hap4p,

nous avons suivi la cinétique de disparition de Hap4p dans trois conditions :

1) En présence du cycloheximide seul (0,4 mg/ml). Ce dernier est un inhibiteur de la

transcription protéique, qui agit sur la sous-unité 60S des ribosomes [10]. L’intérêt

de cette condition est de vérifier si la délétion de l’hexokinase II affecte le temps

nécessaire à la dégradation de Hap4p, indépendamment du glucose.

2) En présence du glucose à 70 mM (condition contrôle).

3) En présence du cycloheximide (0,4 mg/ml) et du glucose (70 mM). L’intérêt de

cette condition est de vérifier s’il y a un effet synergique du cycloheximide et du

glucose sur le temps nécessaire à la dégradation de Hap4p.
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Figure 10.14 – Effet de la délétion de l’hexokinase II sur le turn-over de Hap4p. L’effet
de la délétion du l’hexokinase II sur le turn-over de Hap4p est mis en évidence par western–blot (A) en
suivant sa quantité après l’ajout de 0,4 mg/ml du cycloheximide, grâce à un anticorps dirigé contre la
protéine. La quantité de protéines déposée correspond à celle extraite à partir de 1,6 x 106 cellules. La
protéine Ade4p est un contrôle de charge. La quatification de Hap4p (B) est réalisée par lecture optique
de la densité de coloration sur chaque bande à l’aide des outils du logiciel ImageJ. Puis les valeurs sont
normalisées par rapport au contrôle de charge (Ade4p).

Comme nous pouvons le constater dans la figure 10.14, la dégradation de Hap4p est

moins rapide dans la souche ∆hxk2 et cela indépendamment de la présence du glucose.

La délétion de l’hexokinase II semble donc agir sur le mécanisme de dégradation de

Hap4p en augmentant la stabilité de la protéine.

Cependant, après l’ajout du glucose, nous observons que la stabilité de la protéine

Hap4p diminue largement par rapport à la condition avec cycloheximide seul. Ceci,

suggère en effet, que le glucose joue aussi un rôle dans la stabilité de la protéine Hap4p.
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Chapitre 11

Effet de la surexpression de HAP4 sur

l’induction de l’effet Warburg chez S. ce-

revisiae

Dans le chapitre 9, nous avons mis en évidence que lors de la prolifération sur

glucose, les cellules sauvages de S. cerevisiae, diminuent la biogenèse du compartiment

mitochondrial (répression transcriptionnelle de HAP4). Ceci à terme conduit à une

diminution quantitative de l’équipement enzymatique mitochondrial cellulaire par effet

de dilution.

Cependant, malgré cette diminution drastique dans la capacité de synthèse d’ATP

mitochondrial, les cellules maintiennent un statut énergétique élevée (rapport ATP/ADP

élevé). Dans ces conditions, la glycolyse est une source importante d’ATP. D’après nos

résultats chez la souche sauvage (voir chapitre 9), cette diminution de la capacité de

synthèse d’ATP mitochondrial semble permettre aux cellules de maintenir l’homéostasie

entre le flux de l’apport du carbone et la synthèse d’ATP.

Si nos conclusions vis-à-vis de la diminution de l’équipement enzymatique mitochon-

drial sont pertinentes, le maintien d’une quantité plus importante d’unités de chaine

respiratoire, lors de la prolifération sur glucose (un flux de synthèse d’ATP mitochondrial

plus important), devrait créer une contrainte thermodynamique (via le potentiel phos-
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phate) sur le flux de la glycolyse (voir chapitre 1). Ainsi, pour maintenir l’homéostasie

énergétique, les cellules réduiraient le flux à travers la glycolyse et donc le flux de

carbone.

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons étudié l’effet du maintien de l’équipement

enzymatique mitochondrial (par une surexpression ectopique du gène HAP4, codant

pour la sous unité Hap4p, sous-unité régulatrice du complexe HAP), sur l’évolution de

l’homéostasie énergétique et métabolique de S. cervisiae, lors de l’induction de l’effet

Warburg.

11.1 Effet de la surexpression de HAP4 sur le métabolisme de S. cere-

visiae (condition de contrôle, sans glucose)

Contrairement à la délétion de l’hexokinase II, la surexpression de HAP4 provoque

des modulations physiologiques et métaboliques importantes lors de la prolifération sur

lactate 2 % (condition contrôle).

Dans la figure 11.1–A, nous observons que les cellules surexprimant HAP4 présentent

un flux respiratoire plus élevé et prolifèrent plus rapidement (B) par rapport à la souche

sauvage. La quantification des cytochromes (C) met en évidence que la surexpression de

HAP4 provoque une modification quantitative de l’équipement enzymatique mitochon-

drial. Les cellules surexprimant HAP4 possèdent environ 30 % plus de cytochromes c et

c1 par rapport à la souche sauvage. Cependant, en ce qui concerne le cytochromes b, a

et a3, nous ne constatons qu’une légère augmentation par rapport à la souche sauvage.

La surexpression de HAP4 semble donc affecter la quantité de cytochromes de façon

spécifique. Dans la mesure ou le cytochrome c1 est stœchiometrique avec le cytochrome

b (2 b : 1 c1), le cytochrome c semble le plus affecté par la surexpression de HAP4. La

quantification de l’ATP et l’ADP cellulaire de la souche ∆hap4hap4↑, montre que ces

dernières présentent un rapport ATP/ADP environ 40 % plus élevé en comparaison avec

le sauvage (D).
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Figure 11.1 – Effet de la surexpression de HAP4 sur la prolifération et le métabolisme
oxydatif de S. cerevisiae (condition contrôle). (A) : Flux de la respiration endogène. (B) :
Prolifération cellulaire. (C) : Quantité de cytochromes. (D) : Concentration en nucléotides (ATP, ADP),
volume cellulaire et poids sec. Les mesures sont réalisées comme décrit dans le matériels et méthodes. Les
données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM). n=5.

Chez S. cerevisiae, le lactate est initialement métabolisé dans les mitochondries. Dans

les conditions expérimentales où le lactate (2 %) est la seule source de carbone, il a été

montré qu’il existe une relation linéaire entre la quantité de cytochromes, la vitesse de

respiration et efficacité constante de production de biomasse [69]. Ainsi, plus les cellules

possèdent de cytochromes, plus elles consomment d’oxygène et plus elles convertissent

l’énergie potentielle du substrat en ATP par unité de temps. Les cellules dépensent cette
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énergie dans la production de biomasse et les processus de maintenance (croissance et

prolifération).

11.2 Effet de la surexpression de HAP4 sur la cinétique d’induction de

l’effet Warburg

11.2.1 Évolution de la vitesse de prolifération cellulaire après l’ajout du glucose

L’ajout du glucose au milieu de culture, induit chez la souche ∆hap4hap4↑, une

augmentation importante et progressive de la production de biomasse (mg poids sec)

(Figure 11.2–A).

Figure 11.2 – Effet du glucose sur la prolifération de la souche it ∆hap4hap4↑. Deux
cultures de S. cerevisiae (sauvage et it ∆hap4hap4↑) en milieu SC lactate 2 % (p/v) sont réalisées. À T=0,
une quantité correspondante à 70 mM de glucose est ajoutée (s) ou non (m) au milieu de culture. Un
suivi de croissance (poids sec) est réalisé sur huit (8) heures (A). Puis un calcul de la valeur du log (courbe
de croissance) de la quantité de cellules produites après chaque heure est réalisé pendant la cinétique
8h (B) (voir Matériels et méthodes). Les (6) représentent la quantité de biomasse (A) et la courbe de
croissance (B) de la souche sauvage, après l’ajout du glucose. Les données sont présentées sous forme de
moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Quant à la vitesse de prolifération sur glucose (Figure 11.2–B), nous n’observons

aucune différence entre la souche ∆hap4hap4↑ et la souche sauvage. Cependant, ce

résultat est relativement trompeur, la surexpression de HAP4 provoque bien un retard

dans la cinétique d’augmentation de la vitesse de prolifération. En effet les deux souches

170



Chapitre 11. Biogenèse mitochondriale (vs) l’induction de l’effet Warburg chez S. cerevisiae

sauvage et ∆hap4hap4↑ ne possédaient pas la même vitesse de prolifération dans la

condition de départ (sans glucose). Pour la souche sauvage, elle est de 0,14 (µ-1), alors

que pour la souche ∆hap4hap4↑, elle est de 0,16 (µ-1). La différence de la cinétique

d’évolution de la vitesse de prolifération entre les deux souches devient plus marquante

lorsqu’on exprime les résultats en pourcentage (Tableau 11.1). Jusqu’à trois heures

après l’ajout de glucose, la vitesse de prolifération des cellules ∆hap4hap4↑ (l) n’est que

faiblement augmentée (60 %) par rapport à son contrôle (sans glucose) (♦). Or, dans la

souche sauvage, l’augmentation de la vitesse de prolifération était de 135 % au point 3h.

Les cellules ∆hap4hap4↑ ne rentrent en phase exponentielle qu’à partir de quatre heures

après l’ajout de glucose (Tableau 11.1).

Tableau 11.1 – Évolution du taux de croissance spécifique (µ-1) de S. cerevisiae (sau-
vage, ∆hap4hap4↑), après l’ajout du glucose. Le pourcentage à droite de chaque valeurs de µ-1

correspond au taux d’augmentation de ce dernier par rapport au contrôle (sans glucose). Les données
sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Temps (h) sauvage % | ∆ hap4hap4↑ %

sans glc 0,14 ± 0,52 . 10-2 0 | 0,16 ± 0,75 . 10-2 0

1 0,19 ± 2,28 . 10-2 39 | 0,18 ± 2,57 . 10-2 10

2 0,25 ± 1,66 . 10-2 82 | 0,24 ± 3,06 . 10-2 45

3 0,33 ± 2,17 . 10-2 145 | 0,26 ± 1,91 . 10-2 62

4 0,35 ± 2,97 . 10-2 156 | 0,30 ± 0,89 . 10-2 85

5 0,37 ± 3,03 . 10-2 172 | 0,36 ± 1,94 . 10-2 121

6 0,32 ± 1,32 . 10-2 134 | 0,34 ± 1,54 . 10-2 112

7 0,25 ± 3,10 . 10-2 84 | 0,25 ± 0,71 . 10-2 55

8 0,21 ± 1,65 . 10-2 55 | 0,21 ± 1,01 . 10-2 27
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En conclusion, la surexpression de HAP4 ne semble pas changer significativement le

phénotype de S. cerevisiae. Toutefois, le retard observé dans la cinétique d’augmentation

de la vitesse de prolifération des cellules ∆hap4hap4↑, soulève les questions suivantes :

* Chez S. cerevisiae, la surexpression de HAP4 a-t-elle retardé le basculement méta-

bolique après l’ajout de glucose?

* Si l’hypothèse concernant les avantages métaboliques que procure la diminution du

flux de synthèse d’ATP mitochondrial, lors de la prolifération sur glucose est valide,

le maintien d’une capacité plus importante de synthèse d’ATP mitochondrial, lors de

la prolifération sur glucose, crée-il des contraintes (cinétique/thermodynamique)

pour le flux glycolytique?

11.2.2 Influence de la surexpression de HAP4 sur le basculement métabolique chez S.

cerevisiae, après l’ajout de glucose

Comme nous l’avons décrit dans le chapitre 9, le métabolisme du lactate dans la

souche sauvage est partiellement (75 %) réprimé après l’ajout de glucose. Dans cette

dernière, la répression des gènes CYB2, DLD1, CYC1 passe en grande partie par la

répression de la sous-unité Hap4p, tandis que la régulation de l’expression du gène JEN1

fait intervenir plusieurs facteurs, Mig1p et Mig2p répriment la transcription de JEN1,

tandis que le complexe HAP l’active [148].

Dans la souche ∆hap4hap4↑, la sous-unité Hap4p est continuellement exprimée,

même après l’ajout de glucose. Les cellules ∆hap4hap4↑ sont censées toujours capable

d’exprimer les enzymes nécessaires au métabolisme du lactate. Cependant, la présence

du glucose dans le milieu de culture peut affecter le métabolisme du lactate dans les

cellules ∆hap4hap4↑ au niveau du transport. Malgré la surexpression de HAP4, au moins

une partie de la répression du gène JEN1 peut être maintenue par les deux facteurs de

répression Mig1p et Mig2p.

Toutefois, malgré cette répression génétique du métabolisme du lactate, induite par

le glucose, dans nos conditions expérimentales (après ajout de glucose), le métabolisme

du lactate n’est pas complètement réprimé. Les cellules de S. cerevisiae continuent

à métaboliser partiellement le lactate. En effet, des résultats préliminaires de notre
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laboratoire, ont montré que dans ces conditions de culture, environ 25 % de flux

respiratoire des cellules est due à l’oxydation du lactate au niveau des mitochondries.

« Dans la suite de ce chapitre, notre raisonnement, sera basé sur le fait que les cellules

utilisent préférentiellement et principalement le glucose comme source de carbone et

que seulement 25 % du flux respiratoire provient du lactate. »

11.2.2.1 Évolution du flux de consommation de glucose dans la souche ∆hap4hap4↑

La quantification du glucose dans le milieu de culture, (Figure 11.3–A) montre

que les cellules ∆hap4hap4↑ consomment le glucose ajouté. Cette consommation est

accompagnée d’une apparition progressive d’éthanol dans le milieu de culture.

Chez S. cerevisiae, la surexpression de HAP4 n’empêche donc pas le déclenchement du

métabolisme fermentaire en aérobiose, après l’ajout de glucose.

Sur le court terme, la surexpression de HAP4 chez S. cerevisiae, ne semble pas

affecter le flux de consommation de glucose. Les deux souches : sauvage et ∆hap4hap4↑
présentent le même flux de consommation de glucose durant les deux premières heures

suivant l’ajout du glucose (B).
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Figure 11.3 – Évolution du flux de consommation de glucose chez S. cerevisiae (sau-
vage et ∆hap4hap4↑), après l’ajout du glucose. Deux cultures de S. cerevisiae (sauvage et
∆hap4hap4↑) en milieu SC lactate 2 % (p/v) sont réalisées. À T=0, une quantité correspondante à 70
mM de glucose est ajoutée au milieu de culture. (A) Un dosage de la concentration de glucose restant « G »
et d’éthanol produit « E » dans le milieu de culture est réalisé par méthode enzymatique chaque deux (2)
heures, pendant la cinétique (8h) (voir Matériels et méthodes). (B) Chaque point représente la moyenne
de quantité de glucose consommé exprimée en micromole par heure par milligramme poids sec de cellules,
sur un intervalle de deux (2) heures (voir matériels et méthodes). Les données sont présentées sous forme
de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=4, sauf (B) WT : n=5.

Cependant, sur le long terme, la surexpression de HAP4, affecte significativement

le flux glycolytique. Après deux heures, alors que le flux du glucose dans les cellules

sauvages augmente pour atteindre un état stationnaire à environ quatre heures après

l’ajout de glucose, dans les cellules ∆hap4hap4↑, le flux de consommation de glucose

n’augmente pas et reste environ 25 % à 50 % plus faible par rapport au sauvage (B).

174



Chapitre 11. Biogenèse mitochondriale (vs) l’induction de l’effet Warburg chez S. cerevisiae

11.2.2.2 Évolution du flux de production d’éthanol dans la souche ∆hap4hap4↑

La détermination de l’évolution du flux de production d’éthanol, après l’ajout de

glucose (Figure 11.4) montre que les cellules ∆hap4hap4↑ produisent moins d’éthanol

par unité de temps par rapport à la souche sauvage. Cette diminution de flux est plus

importante (80 % plus faible) dans le début de la cinétique, entre T0 et deux heures après

l’ajout du glucose. Au-delà, le flux de transformation du glucose en éthanol augmente

dans les cellules ∆hap4hap4↑ et arrive à un niveau maximal constant, 40 % plus faible

par rapport à la souche sauvage.

Figure 11.4 – Évolution du flux de production d’éthanol chez S. cerevisiae (sauvage et
∆hap4hap4↑), après l’ajout du glucose. Chaque point représente la moyenne de quantité d’éthanol
produit exprimée en micromole par heure par milligramme poids sec de cellules, sur un intervalle de deux
(2) heures (voir matériels et méthodes). Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur
standard de la moyenne (ESM) ; WT : n=5; ∆hap4hap4↑ : n=4.

La surexpression de HAP4 semble réduire la proportion du flux de glucose dirigé vers

le métabolisme fermentaire seulement dans les deux premières heures suivant l’ajout du

glucose (Tableau 11.2).
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Tableau 11.2 – Relation entre flux de consommation de glucose et flux de production
d’éthanol chez S. cerevisiae (sauvage et ∆hap4hap4↑), après l’ajout du glucose. Le
rapport flux éthanol/flux glucose est obtenu par la division des valeurs du flux de production d’éthanol
par celles du flux de consommation du glucose correspondants. Les données sont présentées sous forme de
moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; WT : n=5; ∆hap4hap4↑ : n=4.

Temps (h) EtOH (µmol/h/mg pds) Glc (µmol/h/mg pds) Rapport

sauvage

0h – 2h 5,18 ± 1,54 5,89 ± 0,63 0,82 ± 0,16

2h – 4h 10,06 ± 1,42 9,50 ± 1,47 1,12 ± 0,14

4h – 6h 10,47 ± 1,04 9,28 ± 1,12 1,18 ± 0,15

6h – 8h 10,12 ± 1,14 8,56 ± 1,07 1,26 ± 0,25

∆hap4hap4↑
0h – 2h 1,09 ± 0,15 5,54 ± 0,43 0,21 ± 0,05

2h – 4h 6,57 ± 0,24 4,98 ± 0,60 1,38 ± 0,18

4h – 6h 6,86 ± 0,82 7,10 ± 0,39 0,96 ± 0,06

6h – 8h 5,97 ± 0,83 5,01 ± 0,38 1,19 ± 0,12

En effet, dans le début de la cinétique, seulement 10 % du flux total du glucose

est transformée en éthanol dans les cellules ∆hap4hap4↑, contre environ 50 % dans la

souche sauvage. Après deux heures, la proportion du glucose transformé en éthanol est

comparable entre les deux souches : sauvage et ∆hap4hap4↑.

11.2.2.3 Évolution du flux respiratoire dans la souche ∆hap4hap4↑

Dans la figure 11.5, nous observons qu’au cours des trois premières heures après

l’ajout du glucose, contrairement aux cellules sauvages, les cellules ∆hap4hap4↑ (n)

possèdent un flux respiratoire comparable au contrôle (q) (sans glucose).
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Figure 11.5 – Évolution du flux de la respiration endogène, non phosphorylante et
découplée de la souche ∆hap4hap4↑, avant après l’ajout de glucose. Une culture de S.
cerevisiae (∆hap4hap4↑) en milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée. Á T=0, une quantité correspondante
à 70 mM de glucose est ajoutée (A) ou non (B) au milieu de culture. Un suivi de la respiration endogène,
non phosphorylante (state 4) et découplée est réalisé sur huit (8) heures. Les flux de respiration non
phosphorylante et découplée sont obtenus comme décrit dans le matériels et méthodes. La respiration est
mesurée en micro-atomes d’oxygène par heure et par milligramme poids sec de levures. Les (6) dans (B)
représentent le flux de la respiration endogène de la souche sauvage, après l’ajout du glucose. Les données
sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM). n=5.

Chez S. cerevisiae, sur le court terme, la surexpression de HAP4, semble prévenir la

répression du métabolisme oxydatif, après l’ajout de glucose.
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Cependant, trois heures après l’ajout de glucose, nous constatons une diminution

progressive de la respiration.

Chez S. cerevisiae, sur le long terme, la surexpression de HAP4, n’empêche pas la

répression du métabolisme oxydatif, après l’ajout de glucose.

En effet, la diminution du flux de la respiration endogène trois heures après l’ajout

de glucose, corrèle avec une diminution du flux respiratoire à l’état découplé (s). Ceci

suggère que la chaine respiratoire des cellules ∆hap4hap4↑ est affectée quantitativement

(diminution) et/ou qualitativement (inhibition), après l’ajout de glucose.

Quoi qu’il en soit, malgré cette diminution de la respiration endogène, les cellules

∆hap4hap4↑ conservent un flux respiratoire endogène plus important par rapport à la

souche sauvage (6).

La détermination du flux respiratoire après inhibition de l’ATP synthase par le trié-

thylétain (TET) (l) met en évidence, un flux respiratoire à l’état non phosphorylant

largement plus faible par rapport au flux respiratoire endogène (n). Ceci montre que la

respiration endogène est couplée à la synthèse d’ATP.

* La surexpression de HAP4 retarde la mise en place de l’effet Warburg

chez S. cerevisiae

Après l’ajout de glucose (70 mM) dans le milieu de culture, nous avons pu caractériser

chez la souche ∆hap4hap4↑ :

å Une augmentation de la vitesse de prolifération cellulaire (production de bio-

masse) ;

å Une consommation importante de glucose ;

å La fermentation du glucose en éthanol en aérobiose ;

å Une diminution de la vitesse de respiration mitochondriale.

Toutefois, la cinétique de mise en place de ces caractéristiques phénotypique de

l’effet Warburg [249] est largement modifiée par la surexpression de HAP4. Jusqu’à
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trois heures après l’ajout de glucose, aucune répression du métabolisme oxydatif n’est

constatée et une très faible quantité de glucose est transformée en éthanol. Ceci montre

en effet, que la surexpression de HAP4 a empêché la mise en place de l’effet Warburg

durant les trois premières heures suivant l’ajout de glucose. Cependant, cette situation ne

perdure pas, les cellules ∆hap4hap4↑ développent par la suite toutes les caractéristiques

du phénotype de l’effet Warburg.

11.3 Origine de la diminution du flux de consommation de glucose

dans les cellules ∆hap4hap4↑

Dans le début de ce chapitre, nous avons mis en évidence que par rapport à la souche

sauvage, les cellules ∆hap4hap4↑ possèdent un rapport ATP/ADP plus élevé, ainsi qu’ un

flux respiratoire endogène couplé à une synthèse d’ATP plus important. Ceci suggère que

le flux de synthèse d’ATP mitochondrial dans les cellules ∆hap4hap4↑ est plus important,

lors de la prolifération sur lactate (condition contrôle).

Chez les eucaryotes, l’activité du système d’oxydation du glucose (glycolyse et OX-

PHOS) est régulée entre autres (stimulation/ inhibition) par les variations du potentiel

phosphate (principalement le rapport ATP/ADP) [142].

Dans la souche ∆hap4hap4↑, après l’ajout du glucose, les deux systèmes de synthèse

d’ATP (glycolyse et OXPHOS) fonctionnent dans un environnement riche en substrats

(glucose, pyruvate, lactate, éthanol, NADH cytosolique). L’augmentation du flux de la

glycolyse lors de la prolifération sur glucose, augmente à la fois la portion de l’ATP

glycolytique et la concentration du NADH cytosolique. Dans cet état de figure et dans la

mesure où le NADH cytosolique est un substrat prioritaire pour le système des OXPHOS

(voir chapitre 9), le maintien d’un équipement enzymatique mitochondrial bien diffé-

rencié dans ces conditions aura pour conséquence l’augmentation de la portion d’ATP

issue de la respiration mitochondriale.

Dans la figure 11.6–A, nous observons que la balance entre flux de synthèse d’ATP

glycolytique et mitochondrial est largement modifiée dans la souche ∆hap4hap4↑. En ef-

fet, l’augmentation du flux de synthèse d’ATP mitochondrial dans les cellules ∆hap4hap4↑
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est accompagnée d’une diminution du flux de synthèse d’ATP glycolytique. Le flux total

de synthèse d’ATP reste comparable entre les deux souches : sauvage et ∆hap4hap4↑
(B).

Figure 11.6 – Flux de synthèse d’ATP assuré par la glycolyse « G » et les OXPHOS « R
», dans la souche sauvage et ∆hap4hap4↑, après l’ajout de glucose. Le flux de production
d’ATP de chaque voie métabolique est calculé à partir des flux respiratoire et de production d’éthanol selon
le bilan d’oxydation : 1/2 O2 : 1,5 ATP pour la respiration et 1 glc : 2 pyruvate : 2 ATP pour la glycolyse.
Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM). WT :
n=5, ∆hap4hap4↑ : n=4.
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Comme la délétion de l’hexokinase II, la surexpression de HAP4 modifie la balance entre

la glycolyse et le système des OXPHOS en termes de flux de synthèse d’ATP.

D’après ces résultats, il semble que dans les conditions de prolifération sur glucose,

une relation inverse existe entre le flux de la glycolyse et le flux de la respiration

mitochondriale.

Dans une cellule vivante, le potentiel phosphate est déterminé entre le flux de

synthèse et d’hydrolyse d’ATP. Dans les conditions où le potentiel phosphate cellulaire

est élevée, l’homéostasie énergétique impose un équilibre dynamique entre la glycolyse

et la respiration mitochondriale en termes de flux de synthèse d’ATP. Pour s’ajuster

à l’augmentation de la portion de l’ATP mitochondrial, la régulation par le potentiel

phosphate impose la diminution du flux de synthèse d’ATP glycolytique et donc le flux de

la glycolyse. Toutefois, ceci n’est valide que dans des conditions où le potentiel phosphate

des cellules est élevé.

D’autre part, dans la mesure où le NADH cytosolique est un substrat partagé entre

le système des OXPHOS et la fermentation alcoolique et son oxydation se fait priori-

tairement par le système des OXPHOS. Le maintien d’un rapport flux glycolytique/flux

de production d’éthanol comparable au sauvage, malgré la possession d’une capacité

respiratoire plus importante, montre que la possession d’un équipement enzymatique

mitochondrial important ne permet pas de réduire de façon sélective le métabolisme

fermentaire, sans avoir une conséquence sur le flux de substrat.

11.3.1Évolution du rapport ATP/ADP dans la souche ∆hap4hap4↑, après l’ajout de

glucose

Pour vérifier s’il y a une compétition entre la glycolyse et la respiration mitochondriale

en terme du flux de synthèse d’ATP dans les cellules ∆hap4hap4↑, nous avons déterminé

l’évolution du rapport ATP/ADP dans la souche ∆hap4hap4↑, après l’ajout de glucose.

Le dosage de l’ATP et l’ADP (Tableau 11.3) montre que durant la période entre T0 et

quatre heures après l’ajout de glucose, le rapport ATP/ADP dans les cellules ∆hap4hap4↑
est plus élevé par rapport aux cellules sauvages.
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Tableau 11.3 – Évolution des concentrations intracellulaires en ATP et ADP au cours
de la mise en place de l’effet Warburg chez S. cerevisiae (sauvage et ∆hap4hap4↑). Les
données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Temps (h) ATP (mM) ADP (mM) Ratio (ATP/ADP)

sauvage
0 4,51 ± 0,29 0,98 ± 0,10 4,74 ± 0,44

2 4,46 ± 0,36 0,81 ± 0,12 5,71 ± 0,46

4 4,22 ± 0,37 0,62 ± 0,09 7,06 ± 0,49

6 4,42 ± 0,11 0,57 ± 0,03 7,83 ± 0,24

8 4,45 ± 0,23 0,65 ± 0,03 6,86 ± 0,16

∆hap4hap4↑
0 4,43 ± 0,16 0,67 ± 0,04 6,70 ± 0,34

2 3,60 ± 0,19 0,52 ± 0,03 6,95 ± 0,13

4 3,38 ± 0,17 0,48 ± 0,04 7,10 ± 0,34

6 3,68 ± 0,27 0,49 ± 0,03 7,49 ± 0,47

8 3,11 ± 0,46 0,61 ± 0,08 5,46 ± 0,93

Ceci confirme que les cellules ∆hap4hap4↑ possèdent un statut énergétique plus

élevé par rapport aux cellules sauvages et corrèle avec l’hypothèse que la diminution du

flux glycolytique observée dans souche ∆hap4hap4↑ est due à la compétition entre la

glycolyse et le système des OXPHOS en termes de flux de synthèse d’ATP.

Cependant, bien que le rapport ATP/ADP soit plus important dans la période entre

T0 et 4h, les concentrations intracellulaires de l’ATP et l’ADP diminuent d’environ 20 %,

après l’ajout de glucose.

Chez S. cerevisiae, la surexpression de HAP4, induit une diminution du pool des nucléo-

tides (ATP, ADP) lors de la mise en place de l’effet Warburg.

Pour la souche ∆hxk2, nous avons formulé l’hypothèse que la diminution de la

concentration de l’ATP et l’ADP, lors de la prolifération sur glucose, pourrait être due au

piégeage des nucléotides dans les biomolécules suite à la diminution du flux de glucose

vers la voie des pentoses phosphates.
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En ce qui concerne la souche ∆hap4hap4↑, nous n’avons aucune information concer-

nant une éventuelle régulation des enzymes impliquées dans la voie des pentoses phos-

phates, suite à la surexpression de HAP4. Toutefois, une inhibition cinétique des enzymes

de la glycolyse peut provoquer une limitation dans l’apport de substrat vers les voies de

biosynthèse (source de carbone). Une telle limitation dans l’apport de substrat dans les

conditions de prolifération pourrait avoir un effet sur la concentration cytosolique des

nucléotides notamment l’ATP et l’ADP.

11.4 Origine de la diminution du flux respiratoire dans les cellules

∆hap4hap4↑

L’analyse des résultats du flux respiratoire après l’ajout de glucose chez la souche

∆hap4hap4↑ soulève la question suivante : Comment les cellules ∆hap4hap4↑ ne par-

viennent pas à maintenir le flux respiratoire sur le long terme, après l’ajout de glucose?

Alors que, la biogenèse mitochondriale est sensée être maintenue grâce à la surexpression

ectopique de la sous-unité Hap4p.

1) Limitation en oxygène et/ou en substrat

Dans nos conditions expérimentales, le substrat respiratoire (Pyruvate, NADH,

etc.) est abondant. Une limitation au niveau du substrat ne peut pas expliquer la

diminution du flux respiratoire dans les cellules ∆hap4hap4↑, observée après trois

heures l’ajout de glucose.

2) Diminution en quantité d’équipement enzymatique (chaine respiratoire)

La quantification des cytochromes (Figure 11.7), montre que malgré la surexpres-

sion de HAP4, la quantité de l’équipement enzymatique mitochondrial diminue dans

les cellules ∆hap4hap4↑, après l’ajout de glucose. Au bout de huit, la quantité des

cytochromes a été diminuée d’environ 30 % par rapport au contrôle (sans glucose).

La mise en relation du flux respiratoire endogène et concentration en cytochromes

(B) montre qu’au moins une partie de la diminution du flux respiratoire des cellules

∆hap4hap4↑ observée à partir de 3h après l’ajout de glucose, pourrait être expliquée
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par la diminution de l’équipement enzymatique mitochondrial.

Figure 11.7 – Évolution du contenu en cytochromes de la souche ∆hap4hap4↑, après
l’ajout du glucose. Une culture de S. cerevisiae en milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée. Une quantité
correspondante à 70 mM de glucose est ajoutée à la culture lorsque celle-ci atteint 0,5 unités DO/ml.
Une mesure quantitative des cytochromes (exprimée en picomoles par milligramme poids sec de levures)
est alors réalisée comme décrit dans le matériels et méthodes. Les (—), (....) et (– –) représentent la
concentration des cytochromes c c1, b et aa3 de la souche sauvage, après l’ajout du glucose respectivement.
(B) Relation entre vitesse de respiration cellulaire et concentration en cytochromes ; forme m : sauvage ;
forme n : ∆hap4hap4↑. Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la
moyenne (ESM) ; n=5.

En comparaison avec la souche sauvage, les cellules ∆hap4hap4↑ possèdent plus

d’unités de chaine respiratoire (cytochromes). Ceci est en effet en accord avec le fait

que les cellules ∆hap4hap4↑ possèdent un flux respiratoire plus élevé par rapport aux
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cellules sauvages.

11.5 Les mitochondries des cellules ∆hap4hap4↑ sont-elles toutes fonc-

tionnelles ?

Si nous revenons vers la figure du flux respiratoire des cellules ∆hap4hap4↑ en

présence de glucose (voir figure 11.5), nous constatons que ces dernières possèdent un

flux respiratoire très proche du contrôle (sans glucose) dans la période entre T0 et 3h. Or

dans la figure 11.7 ci-dessus, la concentration des cytochromes diminue dans les cellules

durant cette période. Dans cet état de figure, ces résultats suggèrent que le système des

OXPHOS des cellules ∆hap4hap4↑ fonctionne à une vitesse plus élevé dans cette periode

afin de compenser la diminution de l’équipement enzymatique mitochondrial.

Pour mettre en évidence l’éventuelle augmentation de l’activité du système des

OXPHOS durant cette période (T0 - 3h), nous avons déterminé l’évolution de l’état

stationnaire de respiration (RSV) des cellules ∆hap4hap4↑ après l’ajout de glucose

(Figure 11.8).

Figure 11.8 – Évolution de l’état stationnaire de respiration (RSV) chez S. cerevisiae
(sauvage et ∆hap4hap4↑), après l’ajout de glucose. Le RSV est calculé par la détermination du
rapport entre [flux de la respiration endogène (–) flux de la respiration non phosphorylante] et [flux de
la respiration découplée (–) flux de la respiration non phosphorylante]. Les données sont présentées sous
forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM). n=5.
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Contrairement aux cellules sauvages (Figure 11.8–A), l’évolution du RSV des cellules

∆hap4hap4↑ (B) ne met en évidence aucune stimulation de l’activité du système des

OXPHOS jusqu’à cinq heures après l’ajout de glucose.

De ce fait, le maintien du flux respiratoire comparable au contrôle (sans glucose)

dans les cellules ∆hap4hap4↑ dans la période (T0 - 3h), avec une quantité d’équipement

enzymatique mitochondrial plus faible, ne peut être justifié par une stimulation de

l’activité de chaine respiratoire.

Alors, comment les cellules ∆hap4hap4↑ maintiennent une respiration endogène

comparable au contrôle avec une quantité d’équipement enzymatique diminué et sans

avoir à stimuler l’activité du système des OXPHOS?

La réponse à cette question, implique une vérification, si toutes les unités de chaine

respiratoire sont capables d’assurer la fonction de transfert d’électron.

Pour déterminer la quantité de cytochromes qui participent réellement au transfert

des électrons vers l’oxygène, nous avons essayé de quantifier les cytochromes qui peuvent

être réduit par un substrat respiratoire (éthanol). C’est-à-dire, dans la cuve de mesure au

lieu de réduire chimiquement les cytochromes par l’ajout du dithionite, on ajoute 100

mM d’éthanol (substrat respiratoire) et le KCN afin de réduire les cytochromes et inhiber

le complexe IV respectivement (voir matériels et méthodes). De cette façon et en raison

des conditions hypoxiques de la cuve (carence en oxygène), seuls les cytochromes qui

ont accepté des électrons à partir de l’oxydation de l’éthanol seront réduit.

Cependant, en utilisant cette méthode nous n’avons pas pu obtenir des résultats

reproductibles et fiables. En effet, après l’ajout de l’éthanol nous avons réussi à obtenir

un signal de réduction des cytochromes, cependant le signal disparait complètement lors

de l’ajout de dithionite.

Chez S. cerevisiae nous avons montré que dans nos conditions de prolifération sur

glucose, la relation linéaire entre quantité de cytochromes et flux respiratoire établie par

[69] est conservée dans la souche sauvage et ∆hxk2 (Figure 12.13–A , B). En effet, en

appliquant l’équation de la relation JO2 = f ([cytochromes cc1]) (ligne rouge) établie par

[69] nous obtiendrons exactement les mêmes valeurs que les résultats expérimentaux
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(ligne noire). Cependant dans la souche ∆hap4hap4↑, la relation entre quantité de

cytochromes cc1 et le flux de respiration endogène (phosphorylante) n’est pas conservée

(C). Ceci est indépendamment de l’ajout de glucose. Les cellules ∆hap4hap4↑ présentent

un flux respiratoire réel (ligne noire) plus faible que le flux respiratoire théorique (ligne

rouge).

Figure 11.9 – Évolution du flux respiratoire endogène en fonction de la concentration
du cytochrome c et c1, après l’ajout de glucose. Représentation mettant en évidence la relation
entre vitesse de respiration cellulaire et concentration en cytochrome c et c1 dans les cellules sauvages (A),
∆hxk2 (B) et ∆hap4hap4↑ (C). Les (6) représentent le flux de la respiration endogène en fonction de
la concentration en cytochrome c et c1 calculé à partie de l’équation JO2 = f ([cytochromes cc1]) selon
[69], après l’ajout de glucose. Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard
de la moyenne (ESM) ; n=5.
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Toutefois, la relation linéaire entre le flux de la respiration et la quantité de cyto-

chromes semble se rétablir,après l’ajout de glucose, au fur et à mesure avec la diminution

des cytochromes, durant la période entre T0 et quatre heures après l’ajout de glucose.

Cependant après quatre heures, nous constatons une deuxième chute significative de la

capacité respiratoire des cellules ∆hap4hap4↑ par rapport à la quantité en cytochromes.

Or, l’évolution du RSV (voir figure 11.8) montre que l’activité du système des OXPHOS

est plus élevée durant cette période par rapport à la période précédente (T0 et 4h).

Á la lumière de ces résultats, l’explication de la diminution du flux respiratoire

dans les cellules ∆hap4hap4↑ par une simple diminution quantitative de l’équipement

enzymatique mitochondrial, n’est pas suffisante. En effet, la quantité de cytochromes que

possèdent les cellules ∆hap4hap4↑ durant la période entre quatre et huit heures après

l’ajout de glucose et très comparable aux cellules sauvages avant l’ajout de glucose. Or,

nos résultats montrent que durant cette période : 1) Le flux respiratoire endogène des

cellules ∆hap4hap4↑ est plus faible par rapport à celui de la souche sauvage, cultivée

sur lactate (avant l’ajout du glucose) (voir figure 11.5) et 2) L’activité du système

des OXPHOS est augmentée. En effet, l’évolution du RSV (voir figure 11.8), met en

évidence une augmentation progressive du RSV, à partir de cinq heures après l’ajout du

glucose, suggérant ainsi une augmentation de l’activité du système des OXPHOS. Cette

augmentation de l’activité est plus importante par rapport aux cellules sauvages.

Nos résultats suggèrent qu’une partie du compartiment mitochondrial des cellules

∆hap4hap4↑ ne participe pas au processus de la respiration mitochondriale.

Toutefois, pour valider cette hypothèse, il serait intéressant de développer une mé-

thode qui permet la quantification du compartiment mitochondrial qui participe réelle-

ment au processus de la respiration mitochondriale, lors de la prolifération sur glucose.
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* Le maintien d’un compartiment mitochondrial élevé en présence

du glucose augmente le phénomène du « leak actif »

Dans la souche sauvage, nous avons conclu que l’augmentation de l’activité du

système des OXPHOS observée en fin de cinétique est due à la diminution de l’équipement

enzymatique mitochondrial dans un environnement riche en substrats respiratoires. Cette

augmentation d’activité aurait pour conséquence l’induction d’un « leak actif » [172, 88].

Ce dernier a pour conséquence une diminution du rendement du système des OXPHOS

en termes de conversion de l’énergie redox en potentiel phosphate (rendement NADH

oxydé/ATP produit). Dans les cellules ∆hap4hap4↑, le maintien d’une quantité plus

importante d’unités de chaine respiratoire en présence de glucose, semble accentuer

l’induction du « leak actif ».

11.6 Origine de la diminution du compartiment mitochondriale en

présence de glucose malgré la surexpression de HAP4

La diminution de l’équipement enzymatique mitochondrial dans la souche ∆hap4hap4↑,

malgré l’expression ectopique de HAP4, soulève la question relative à l’évolution de la

quantité de la sous-unité Hap4p, après l’ajout de glucose. Nous avons donc suivi l’évolu-

tion de la quantité de cette protéine par western-blot (Figure 11.10).

Contrairement à la souche sauvage, l’expression de HAP4 est maintenue malgré

la présence de glucose (A). Cela est dû au fait que le promoteur tetO-CYC1 de HAP4

exogène est insensible à la répression glucose. Cependant, la normalisation avec le

contrôle de charge ade4p (B) révèle que la quantité de Hap4p a tendance de diminuer

au cours du temps, surtout dans les dernières heures de la cinétique (entre 5h et 8h).
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Figure 11.10 – Effet de l’ajout du glucose sur l’expression de HAP4 chez S. cerevisiae
(sauvage et ∆hap4hap4↑). L’effet de l’ajout de glucose sur l’expression de HAP4 est mis en évidence
par western–blot (A) en suivant la quantité de la protéine Hap4p grâce à un anticorps dirigé contre la
protéine. La quantité de protéines déposée correspond à celle extraite à partir de 1,6 x 106 cellules. La
protéine Ade4p est un contrôle de charge. La quatification de Hap4p (B) est réalisée par lecture optique
de la densité de coloration sur chaque bande à l’aide des outils du logiciel ImageJ. Puis les valeurs sont
normalisées par rapport au contrôle de charge (Ade4p).

Si nous regardons la tendance d’évolution de la quantité de cytochromes au cours du

temps (Figure 11.11), nous constatons que malgré l’expression de HAP4, les cytochromes

ont tendance de diminuer dès le début de la cinétique. Deux heures après l’ajout de

glucose, alors que la vitesse de prolifération cellulaire (—) n’est que légèrement différente

par rapport au contrôle (—), la quantité de cytochromes dans les cellules ∆hap4hap4↑
diminue d’environ 14 %. Ceci suggère probablement un arrêt/diminution de la biogenèse

du compartiment mitochondrial. Or, cette dernière est sensée être active en raison de
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l’expression ectopique de HAP4.

Figure 11.11 – Tendance d’évolution de la vitesse de prolifération cellulaire et le taux
de diminution des cytochromes dans la souche ∆hap4hap4↑, après l’ajout du glucose.

Á partir de ces résultats nous avons soulevé la question relative à l’activité du com-

plexe HAP. L’activité du complexe HAP dans ces conditions (présence de glucose) est-elle

comparable aux conditions de prolifération sur substrat non fermentescible (lactate) ?

Pour répondre à cette question, une mesure de l’activité du complexe HAP serait donc

nécessaire. Cependant, comme nous l’avons évoqué dans le chapitre 9, l’utilisation du

système β-galactosidase ne permet pas de répondre à cette question. Ceci est dû en effet,

à la demi-vie de la β-galactosidase qui dépasse le temps de génération de notre souche

d’intérêt. Pour le moment, nous n’avons pas d’autres outils moléculaires pour pouvoir

réaliser une telle étude de l’activité du complexe HAP.

Par ailleurs, à partir de nos résultats, l’ajout du glucose semble affecter l’activité du

complexe HAP. Malgré la présence de la sous-unité Hap4p, le complexe HAP semble

perdre une partie de son activité d’activation de l’expression des gènes mitochondriaux.

Ce qui peut expliquer la diminution du compartiment mitochondrial dans les cellules
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∆hap4hap4↑. Cet effet du glucose sur l’activité du complexe HAP semble périodique et

pas permanent. En effet, quatre heures après l’ajout de glucose, alors que la vitesse de

prolifération est plus élevée (Figure 11.11), le taux de dilution des cytochromes est plus

faible durant cette période par rapport à la période précédente (T0 - 4h), suggérant ainsi

une réactivation du processus de la biogenèse mitochondriale.

Cette tendance d’arrêt/diminution puis réactivation du processus de la biogenèse

mitochondriale après l’ajout du glucose est reproductible dans les trois souches (sauvage,

∆hxk2 et ∆hap4hap4↑). L’ensemble des résultats suggèrent que non seulement le glucose

régule (répression) la transcription de HAP4, mais exerce aussi un rôle sur l’activité de la

sous-unité Hap4p. De plus, la diminution de la quantité de Hap4p observée en fin de la

cinétique, suggère probablement la mise en place d’un processus de dégradation de la

protéine Hap4p.

En outre, un autre phénomène peut aussi jouer un rôle dans la diminution de la

quantité du compartiment mitochondrial dans les cellules ∆hap4hap4↑. Il s’agit de la

dilution du compartiment mitochondrial en raison de l’augmentation de la vitesse de

prolifération. Quand on ajoute le glucose au milieu de culture, les cellules ∆hap4hap4↑,

augmentent leurs vitesses de prolifération. Un maintien de la même quantité du compar-

timent mitochondrial entre cellule mère et cellule filles nécessiterait que la vitesse de la

biogenèse mitochondriale augmente en parallèle avec la vitesse de prolifération.
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Chapitre 12

L’induction de l’effet Warburg chez

S. cerevisiae, souche ∆hxk2hap4↑

D’après notre étude dans le chapitre 11, la surexpression de HAP4 seul n’est pas

suffisante pour permettre aux cellules de S. cerevisiae de prévenir la répression du mé-

tabolisme oxydatif, lors de la prolifération sur glucose. Le(s) mécanisme(s) de cette

dernière semble(ent) plus complexe(s) qu’une simple régulation du niveau de trans-

cription de HAP4. En effet, malgré l’expression ectopique de HAP4, nous avons mis en

évidence, après l’ajout de glucose, une diminution à la fois du flux respiratoire endogène

et quantité de cytochromes, associé à une légère diminution de la quantité de Hap4p.

Dans la mesure où la délétion de l’HXK2, semble permettre plus de stabilité de la

protéine Hap4p (voir figure 10.14), nous avons étudié dans ce chapitre, l’effet de la

combinaison de la délétion de l’HXK2 avec la surexpression de HAP4 sur l’évolution

de la balance entre flux de la glycolyse, flux du métabolisme fermentaire et flux de

la respiration mitochondriale. Le raisonnement derrière ceci est que, si un processus

de dégradation de la sous-unité Hap4p est mis en place après l’ajout de glucose et si

l’hexokinase II joue un rôle dans ce processus, la délétion de l’HXK2 devrait permettre

une augmentation de la quantité de Hap4p. Ainsi, les cellules surexprimant HAP4
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pourraient conserver plus d’unités d’équipement enzymatique mitochondrial et donc

un métabolisme oxydatif plus important, lors de la prolifération sur glucose. Si notre

hypothèse concernant la compétition entre la glycolyse et le système des OXPHOS en

termes du flux de synthèse d’ATP est bonne (voir chapitre 9), un métabolisme oxydatif

plus élevé devrait inhiber davantage le flux glycolytique.

La souche ∆hxk2hap4↑, a été obtenue par l’insertion du plasmide centromérique

pCM189 (voir matériels et méthodes) contenant la séquence du gène HAP4 dans la

souche ∆hxk2, que nous avons utilisé dans le chapitre 10.

12.1 Le métabolisme de la souche ∆hxk2hap4↑ en condition contrôle

(sans glucose)

Lors de la prolifération sur lactate 2 % (condition contrôle), seule la surexpression

de HAP4 semble avoir un effet sur la physiologie et le métabolisme de S. cerevisiae

(Figure 12.1). En comparaison avec la souche sauvage, les deux souches, ∆hxk2hap4↑
et ∆hap4hap4↑ présentent les mêmes modulations au niveau de la respiration (A), la

prolifération (B), la quantité de cytochromes (C), le volume cellulaire, le poids sec et le

rapport ATP/ADP (D).
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Figure 12.1 – Effet de la délétion de l’HXK2 et la surexpression de HAP4 sur le méta-
bolisme oxydatif de S. cerevisiae (condition contrôle). (A) : Flux de la respiration endogène.
(B) : Prolifération cellulaire. (C) : Quantité de cytochromes. (D) : Concentration en ATP, ADP, volume
cellulaire et poids sec. Les mesures sont réalisées comme décrit dans le matériels et méthodes. Les données
sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.
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12.2 Effet de la délétion de l’HXK2 sur le turn-over de Hap4p exogène

Afin de déterminer si la délétion de l’HXK2, affecte la stabilité de la sous-unité Hap4p

issue de l’expression du gène HAP4 exogène, nous avons suivi par Western-bot, l’évolution

de la quantité de la protéine Hap4p, après l’ajout de glucose.

La figure 12.2–A présente la cinétique de dégradation de Hap4p dans trois condi-

tions :

1) En présence du cycloheximide seul (0,4 mg/ml).

2) En présence du glucose à 70 mM (condition contrôle).

3) En présence du cycloheximide et du glucose. Si un effet du glucose sur le mécanisme

de dégradation est mis en place, la cinétique de dégradation de Hap4p devrait être

différente par rapport à la condition cycloheximide seul.

par rapport à aux souches exprimants HXK2

En présence du cycloheximide seul (Figure 12.2–A), nous observons que la dégrada-

tion de Hap4p est plus lente dans la souche ∆hxk2hap4↑, par rapport aux souches qui

expriment HXK2.

L’effet de l’hexokinase II sur le turn-over de Hap4p semble indépendant de la présence

ou non du glucose. Par ailleurs, la présence de glucose semble accélérer la vitesse de

dégradation de Hap4p par rapport à la condition cycloheximide seul, mettant ainsi en

évidence un effet du glucose sur le processus de dégradation de Hap4p.

D’autre part, la cinétique long terme (Figure 12.2–B) montre bien que contrairement

aux cellules ∆hap4hap4↑, aucun diminution de la quantité de Hap4p n’est observée dans

les cellules ∆hxk2hap4↑, après l’ajout de glucose.

La délétion de l’ HXK2 permet donc aux cellules qui surexpriment HAP4 de maintenir

une quantité plus importante de Hap4p, lors de la prolifération sur glucose.

Dans la littérature, la régulation de la quantité de Hap4p par la source de carbone

(glucose), a été longtemps considérée comme étant une régulation au niveau transcrip-

tionnel [163]. Cependant, il a été décrit des conditions dans lesquelles la quantité de

Hap4p pouvait être modifié d’un facteur deux (2) sans qu’il y ait de changement de son
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Figure 12.2 – Effet de la délétion de l’hexokinase II sur le turn-over de Hap4p exogène.
L’effet de la délétion du l’hexokinase II sur le turn-over de Hap4p est mis en évidence par western–blot
(A) en suivant sa quantité après l’ajout de 0,4 mg/ml du cycloheximide, grâce à un anticorps dirigé
contre la protéine. La quantité de protéines déposée correspond à celle extraite à partir de 1,6 x 106

cellules. La protéine Ade4p est un contrôle de charge. La quantification de Hap4p (B) est réalisée par la
lecture optique de la densité de coloration sur chaque bande à l’aide des outils de logiciel ImageJ. Puis les
valeurs sont normalisées par rapport au contrôle de charge (Ade4p). (C) : Effet de l’ajout de glucose sur
l’expression de HAP4.

niveau d’ARNm [25], suggérant ainsi un autre niveau de régulation de Hap4p.

D’après nos résultats, outre la régulation transcriptionnelle, le glucose semble jouer
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un rôle dans la régulation du turn-over de Hap4p, par l’induction/accélération de sa

dégradation. Quant à l’hexokinase II, cette dernière semble aussi intervenir dans le

processus de dégradation de Hap4p, d’une sorte que la délétion de son gène augmente

la stabilité de Hap4p.

Chez S. cerevisiae, plus son rôle d’enzyme de la glycolyse, l’hexokinase II est aussi un

facteur de transcription impliqué dans le processus de la répression génique induite par

le glucose. Dans nos conditions du culture, le gène exogène HAP4 est sous le contrôle du

promoteur tetO-CYC1, qui est insensible au(x) mécanisme(s) de répression endogène de

la cellule. L’augmentation de la stabilité de Hap4p suite à la délétion de l’HXK2, est très

probablement due à une régulation au niveau du processus de dégradation.

Chez la levure, les protéases vacuolaires (lysosomales chez les mammifères) et le

système Ubiquitine/protéasome forme les deux principales voies de dégradation des

protéines. Dans une cellule, les fonctions de dégradation de protéines sont d’une grande

importance. Plus leurs rôles dans le maintien de l’homéostasie protéique cellulaire et

l’exercice du contrôle qualité, en dégradant les protéines mal conformées ou endomma-

gées, ces deux systèmes sont aussi importants dans la régulation de la réponse cellulaire

aux stimulis, par la dégradation régulée des facteurs de transcription et divers acteurs

de transduction du signal (voir [240, 176, 52, 108, 86]). La dégradation de la majeure

partie des facteurs de transcription est assurée par le système ubiquitine/protéasome

[176, 16]. Ce dernier est décrit sur la figure 12.3. Il implique la liaison aux protéines

cibles de plusieurs exemplaires d’une petite protéine appelée ubiquitine. La protéine

polyubiquitinée va être dégradée par un large complexe protéique : le 26S protéasome.
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Figure 12.3 – Le système Ubiquitine/protéasome. (A) Mécanisme général de fonctionnement du
système Ubiquitine/protéasome. L’ubiquitine (Ub) qui est une protéine de 8 kDA va être fixée par l’enzyme
d’activation de l’ubiquitine (E1). E1 transfère l’ubiquitine à l’enzyme de conjugaison de l’ubiquitine (E2).
L’ubiquitine ligase (E3) assure la fixation de l’ubiquitine sur la protéine cible. Après plusieurs ajouts
d’ubiquitine, la protéine cible va être dégradée par le 26S protéasome. (B) Le 26S protéasome comprend
le cœur protéolytique (20S) et la partie régulatrice (19S). Dans la partie régulatrice on distingue le «
couvercle » (lid) et la base. La base est constituée d’ATPases qui vont déplier la protéine cible et la faire
pénétrer dans le cœur protéolitique où elle sera dégradée. D’après [16].

Dans le laboratoire, E.YOBOUE dans son travail de thèse [262] a montré que la

dégradation de la sous-unité Hap4p fait intervenir le système Ubiquitine/protéasome. La

figure 12.4, montre la cinétique de dégradation de la protéine Hap4p dans trois souches

de S. cerevisiae. De gauche à droite : la souche sauvage, la souche Rpt1-1 qui contient une

mutation dans une des sous-unités de la partie régulatrice du 26S protéasome (mutation

qui diminue l’activité protéolytique du 26S protéasome) et la souche ∆pep4 délétée pour

le gène PEP4 qui code pour une protéinase vacuolaire majeure [157].

La figure figure 12.4 montre bien que la protéine Hap4p s’accumule dans les cellules

mutées Rpt1-1 et sa cinétique de dégradation est ralentie. Alors qu’aucun effet n’est

observé dans les cellules ∆pep4. D’après ces résultats, il a été conclu que la dégradation

199



Chapitre 12. L’induction de l’effet Warburg chez S. cerevisiae, souche ∆hxk2hap4↑

Figure 12.4 – Processus de dégradation de Hap4p chez S. cerevisiae. Les cellules ont été
cultivées en milieu minimum avec du galactose 2 % (p/v) comme source de carbone. Lorsque les cellules
arrivent en phase exponentielle, de la cycloheximide (600 µg/ml) est ajoutée aux milieux de cultures
et des prélèvement sont effectués aux temps indiqués et analysés par western-blot après séparation sur
SDS-PAGE 10 %. Les cultures ont été faites en galactose, car le mutant Rpt1-1 ne croît pas sur lactate.
D’après [262].

de la protéine Hap4p fait intervenir le système ubiquitine/protéasome.

Pour vérifier le rôle du glucose dans l’induction de dégradation de Hap4p, il serait

intéressant d’effectuer cette étude dans des conditions de prolifération sur glucose.

Cependant, le mutant Rpt1-1 ne croît pas sur lactate, il est donc impossible d’effectuer

cette étude dans des conditions comparable à nos conditions de culture.

D’autre part, pour déterminer le rôle de l’hexokinase II dans le mécanisme de dégra-

dation de Hap4p, nous avons cherché si l’hexokinase II peut interagir avec la sous-unité

Hap4p et forment ainsi un complexe protéique. Nous avons donc effectué des tests d’im-

munoprécipitation de la protéine Hap4p à partir des prélèvement de cellules ∆hap4hap4↑,

réalisés en fin de la cinétique (8h) de prolifération sur glucose. Cependant, nous ne

sommes jamais parvenus à obtenir des résultats permettant de distinguer les bandes

protéiques sur le film de révélation. Le background de l’anticorps primaire de Hap4p

était trop important (Figure 12.5).

Malheureusement, par manque du temps, nous n’avons pas pu mettre au point les

conditions expérimentales idéales pour cette manipulation, afin d’éliminer le background

de l’anticorps primaire.
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Figure 12.5 – Tests d’immunoprécipitation de la protéine Hap4p, issus de l’expression
du gène HAP4 exogène, lors de la prolifération sur glucose (souche ∆hap4hap4↑). Ce
résultat illustre l’impossibilité que nous avons eu à visualiser la protéine Hap4p. Le crochet indique la
zone de migration Hap4p.

12.3 Cinétique d’induction de l’effet Warburg dans la souche ∆hxk2hap4↑

12.3.1Flux de la respiration mitochondriale de la souche ∆hxk2hap4↑, après l’ajout

de glucose

Nous avons vérifié si l’augmentation de la stabilité de Hap4p exogène a permis aux

cellules ∆hxk2hap4↑ de maintenir un métabolisme oxydatif comparable au contrôle

(sans glucose), lors de la prolifération sur glucose (Figure 12.6).

Durant toute la cinétique après l’ajout de glucose, les cellules ∆hxk2hap4↑ (n –A)

maintiennent un flux respiratoire plus important par rapport aux cellules ∆hap4hap4↑
(6). Ceci est dû en effet, au fait que la délétion de l’HXK2 a permis aux cellules qui

surexpriment HAP4 de conserver plus d’unités de chaine respiratoire en présence de

glucose (D), par rapport aux cellules qui surexpriment seulement HAP4 (C).
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Figure 12.6 – Effet de la diminution du turn-over de Hap4p sur le métabolisme oxydatif
de la souche ∆hxk2hap4↑, en présence de glucose. Une culture de S. cerevisiae (∆hxk2hap4↑)
en milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée. À T=0, une quantité correspondante à 70 mM de glucose
est ajoutée (n) au milieu de culture. (A) Un suivi de la respiration par oxygraphie est réalisé sur huit
(8) heures. La respiration est mesurée en micro-atomes d’oxygène par heure et par milligramme poids
sec de levures. Les (6) et (6) représentent le flux de la respiration endogène de la souche sauvage et
∆hap4hap4↑, après l’ajout de glucose respectivement. Les données sont présentées sous forme de moyenne
(X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5. (B, C, D) Une mesure quantitative des cytochromes
(exprimée en picomoles par milligramme poids sec de levures) est réalisée comme décrit dans le matériels
et méthodes. Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne
(ESM) ; n=5, sauf (B) : n=4.

Cependant, en comparaison avec le contrôle, sans glucose (T0 –D), la quantité de

l’équipement enzymatique mitochondrial (cytochromes) diminue légèrement dans les

cellules ∆hxk2hap4↑, après l’ajout de glucose (D).
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Cette diminution en cytochromes corrèle avec une diminution progressive du flux

de la respiration (n–A), à partir de quatre heures de l’ajout de glucose, par rapport au

contrôle (sans glucose) (q).

12.3.2 Flux glycolytique et flux de production d’éthanol dans les cellules ∆hxk2hap4↑,
après l’ajout du glucose

Dans les chapitres précédents, nous avons mis en évidence l’existence d’une probable

balance entre flux de la glycolyse et flux du métabolisme oxydatif, dans les conditions

de prolifération sur glucose, d’une sorte que plus les cellules maintiennent un flux

respiratoire important, plus le flux glycolytique est faible. Nous avons donc étudié si

le maintien d’un flux respiratoire plus important dans la souche ∆hxk2hap4↑ pourrait

être associé à une diminution du flux glycolytique. En effet, il a été montré chez S.

cerevisiae, que la combinaison de la délétion de l’HXK2 avec la surexpression de HAP4,

provoque une diminution du niveau de transcription de nombreux gènes qui codent pour

les enzymes de la glycolyse (PFK1, PFK2, TDH1 et ENO1) et du transport de glucose

(HXT1) [219].

Cependant, la détermination du flux de consommation de glucose dans les cellules

∆hxk2hap4↑ (Figure 12.7–A) montre que ce dernier est comparable à celui de la souche

∆hap4hap4↑. De même pour le flux de production de l’éthanol (B), aucune différence

significative n’est observée entre la souche ∆hxk2hap4↑ et ∆hap4hap4↑.
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Figure 12.7 – Évolution du flux de consommation de glucose et de production d’étha-
nol chez S. cerevisiae (sauvage, ∆hap4hap4↑ et ∆hxk2hap4↑), après l’ajout de glucose.
Chaque point représente la moyenne de quantité de glucose consommé (A) et d’éthanol produit (B)
exprimée en micromole par heure par mg poids sec de cellules sur un intervalle de deux (2) heures (voir
matériels et méthodes). Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la
moyenne (ESM) ; n=4, sauf WT : n=5.

D’autre part, de même pour les cellules ∆hxk2hap4↑, malgré la possession d’une

capacité respiratoire plus importante, nous observons dans le tableau 12.1 que toujours

50 % environ du flux glycolytique est dirigé vers le métabolisme fermentaire. Ceci

renforce en effet nos résultats pour la souche ∆hap4hap4↑ qui suggèrent que la possession

d’un équipement enzymatique mitochondrial important ne permet pas de réduire de

façon sélective le métabolisme fermentaire, sans avoir une conséquence sur le flux

glycolytique.
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Tableau 12.1 – Relation entre flux de consommation de glucose et flux de production
d’éthanol chez S. cerevisiae (sauvage, ∆hap4hap4↑ et ∆hxk2hap4↑), après l’ajout de
glucose. Le rapport flux éthanol/flux glucose est obtenu par la division des valeurs du flux de production
d’éthanol par celles du flux de consommation du glucose correspondants. Les données sont présentées sous
forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5, sauf WT : n=4.

Temps (h) EtOH (µmol/h/mg pds) Glc (µmol/h/mg pds) Rapport

sauvage

0h – 2h 5,18 ± 1,54 5,89 ± 0,63 0,82 ± 0,16

2h – 4h 10,06 ± 1,42 9,50 ± 1,47 1,12 ± 0,14

4h – 6h 10,47 ± 1,04 9,28 ± 1,12 1,18 ± 0,15

6h – 8h 10,12 ± 1,14 8,56 ± 1,07 1,26 ± 0,25

∆hap4hap4↑
0h – 2h 1,09 ± 0,15 5,54 ± 0,43 0,21 ± 0,05

2h – 4h 6,57 ± 0,24 4,98 ± 0,60 1,38 ± 0,18

4h – 6h 6,86 ± 0,82 7,10 ± 0,39 0,96 ± 0,06

6h – 8h 5,97 ± 0,83 5,01 ± 0,38 1,19 ± 0,12

∆hxk2hap4↑
0h – 2h 1,11 ± 0,15 6,36 ± 0,72 0,18 ± 0,03

2h – 4h 4,08 ± 0,58 5,13 ± 0,73 0,88 ± 0,22

4h – 6h 6,15 ± 0,96 4,72 ± 0,92 1,43 ± 0,36

6h – 8h 5,25 ± 1,21 5,14 ± 0,51 1,04 ± 0,22

Par ailleurs, bien que les cellules ∆hxk2hap4↑ possèdent un flux respiratoire plus

important par rapport au cellules ∆hap4hap4↑, le calcul du flux total de synthèse d’ATP,

à partir du flux respiratoire et le flux de métabolisme fermentaire (Figure 12.8) ne

montre pas de différence significative entre les cellules ∆hap4hap4↑ et ∆hxk2hap4↑ en

termes de flux total de synthèse d’ATP.
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Figure 12.8 – Flux de synthèse d’ATP totale assuré par les deux systèmes : la glycolyse
« G » et les OXPHOS « R », dans les cellules ∆hap4hap4↑ et ∆hxk2hap4↑, après l’ajout
du glucose. Le flux de production d’ATP de chaque voie métabolique est calculé à partir des flux
respiratoire et production d’éthanol selon le bilan d’oxydation : 1/2 O2 : 1,5 ATP pour la respiration et 1
glucose : 2 pyruvate : 2 ATP pour la glycolyse. Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ±
erreur standard de la moyenne (ESM). WT : n=5, ∆hap4hap4↑ : n=4.

12.3.3 Évolution de la vitesse de prolifération cellulaire après l’ajout du glucose

L’ajout du glucose au milieu de culture induit une augmentation importante de la

quantité de cellules (mg poids sec), au cours du temps (Figure 12.9–A). Cette augmen-

tation de biomasse est en effet due à une augmentation de la vitesse de prolifération par

rapport au contrôle (sans glucose) (B).

En termes de vitesse de prolifération sur glucose (B), aucune différence n’est observée

entre la souche ∆hxk2hap4↑ et la souche ∆hap4hap4↑. La délétion de l’HXK2 ne semble

pas changer la cinétique de la vitesse de prolifération de la souche ∆hap4hap4↑ par

rapport au sauvage (voir chapitre 11).
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Figure 12.9 – Effet du glucose sur la prolifération de la souche ∆hxk2hap4↑. Une culture
de S. cerevisiae (∆hxk2hap4↑) en milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée. À T=0, une quantité
correspondante à 70 mM de glucose est ajoutée (s) au milieu de culture. (A) Un suivi de croissance
(poids sec) est réalisé sur huit (8) heures. (B) Puis un calcul de la valeur du log de la quantité de cellules
produites après chaque heure est réalisé pendant la cinétique 8h (voir Matériels et méthodes). Les (6)
et (6) représentent la quantité de biomasse (A) et la courbe de croissance (B) de la souche sauvage et
∆hap4hap4↑, après l’ajout de glucose, respectivement. Les données sont présentées sous forme de moyenne
(X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

12.4 Origine de la diminution du flux du métabolisme oxydatif dans

la souche ∆hxk2hap4↑, après l’ajout du glucose

Pour déterminer si la diminution en cytochromes peut expliquer à elle seule la

diminution de la respiration, nous avons relié le flux de la respiration endogène à la
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concentration en cytochromes (Figure 12.10).

Nous observons que la relation entre flux de la respiration et quantité de cytochromes

est largement différente entre les souches qui ne surexpriment pas HAP4 (sauvage (A),

∆hxk2 (B)) et les souches qui surexpriment HAP4 (∆hap4hap4↑ (C), ∆hxk2hap4↑ (D)).

Figure 12.10 – Évolution du flux de la respiration endogène en fonction de la
concentration en cytochromes chez S. cerevisiae (sauvage, ∆hxk2, ∆hap4hap4↑,
∆hxk2hap4↑), après l’ajout de glucose. Représentation mettant en relation la vitesse de res-
piration cellulaire et concentration en cytochromes dans la souche sauvage (A), ∆hxk2 (B), ∆hap4hap4↑
(C) et ∆hxk2hap4↑ (D). Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la
moyenne (ESM) ; n=5, sauf (A) : n=4.
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Le Tableau 12.2, résume le taux de diminution (en %) du flux de la respiration

endogène et les concentrations des cytochromes (cc1, b et aa3), après l’ajout de glucose,

des quatre souches que nous avons utilisées pour notre étude.

Tableau 12.2 – Taux de diminution du flux de la respiration endogène et concen-
tration en cytochromes (cc1 et b) chez S. cerevisiae (sauvage, ∆hxk2, ∆hap4hap4↑,
∆hxk2hap4↑), après l’ajout de glucose. Les valeurs dans le tableau expriment la diminution en
pourcentage du flux respiratoire et concentration en cytochromes, par rapport à la condition contrôle, sans
glucose (T0). Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne
(ESM) ; n=5, sauf WT : n=4.

Temps respiration (%) cc1 (%) b (%)

sauvage
4h 45 ± 2 48 ± 4 51 ± 2

8h 62 ± 1 66 ± 2 71 ± 5

∆hxk2
4h 30 ± 3 33 ± 3 38 ± 4

8h 51 ± 1 43 ± 2 41 ± 8

∆hap4hap4↑
4h 12 ± 2 24 ± 2 17 ± 5

8h 40 ± 4 32 ± 2 27 ± 3

∆hxk2hap4↑
4h 4 ± 2 9 ± 6 0 ± 4

8h 26 ± 2 10 ± 1 11 ± 6

Nous observons dans les cellules qui ne surexpriment pas HAP4 (sauvage et ∆hxk2)

que le taux de diminution du flux respiratoire après l’ajout du glucose est très similaire

à celui des cytochromes. Or, dans les souches qui surexpriment HAP4, cette relation

proportionnelle entre flux de la respiration et quantité de cytochromes est complètement

perdue. En effet, durant la période entre quatre heures et huit heures après l’ajout de

glucose, nous observons dans les cellules ∆hxk2hap4↑, que pour une diminution très

légère en cytochromes, le flux de la respiration diminue significativement par rapport à ce

qu’on observe dans la souche sauvage. Par exemple, huit heures après l’ajout du glucose,

le flux de la respiration endogène diminue d’environ 26 % dans la souche ∆hxk2hap4↑,
alors que la diminution en cytochromes est de l’ordre de 10 % seulement.
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Dans la souche ∆hxk2hap4↑, la diminution du flux de la respiration endogène obser-

vée à partir de quatre heures de l’ajout de glucose, ne peut être donc expliquer par une

simple diminution en quantité d’unités de chaine respiratoire.

Á la lumière de ces résultats, nous nous sommes demandé si le système des OXPHOS

dans les cellules ∆hxk2hap4↑ subit des contraintes thermodynamique induites par le rap-

port ATP/ADP. Nous avons donc déterminé l’évolution des concentrations intracellulaires

en ATP et ADP des cellules ∆hxk2hap4↑, après l’ajout de glucose.

12.4.1 Évolution du rapport ATP/ADP dans les cellules ∆hxk2hap4↑, après l’ajout de

glucose

Le dosage de l’ATP et l’ADP (Tableau 12.3) montre que le rapport ATP/ADP diminue

dans les cellules ∆hxk2hap4↑, après l’ajout de glucose. En comparaison, avec la souche

∆hap4hap4↑, nos résultats montrent en effet que les cellules ∆hxk2hap4↑ ont un statut

énergétique plus faible, alors qu’elles possèdent le flux respiratoire le plus élevé en

présence de glucose.

La diminution du flux respiratoire observée dans les cellules ∆hxk2hap4↑, quatre

heures après l’ajout du glucose, ne peut être donc expliquée par une régulation thermo-

dynamique du système des OXPHOS par le rapport ATP/ADP.

D’autre part, nous remarquons dans le tableau 12.3 que, par rapport aux autres

souches exprimant HXK2, les deux souches délélées pour l’HXK2, possèdent toutes les

deux un rapport ATP/ADP faible en présence de glucose. En effet, dans les deux souches

délétées pour l’HXK2, la concentration intracellulaire d’ATP diminue d’environ 25 %,

après l’ajout de glucose.

Pour la souche ∆hxk2, nous avons émis l’hypothèse que cette diminution de la

concentration en ATP était due au fait que dans cette souche, le niveau de transcription

du gène ZWF1 qui code pour la G6PDH [181] est faible [219]. Cette dernière étant

l’enzyme qui catalyse l’étape limitante de la voie des pentoses phosphates, une limitation

du flux au niveau de cette voie pourrait provoquer une limitation dans le flux de

conversion du glucose en ribose-5-phosphates. Ainsi, cette situation pourrait induire une
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Tableau 12.3 – Évolution des concentrations intracellulaires en ATP et ADP dans S.
cerevisiae (sauvage, ∆hxk2, ∆hap4hap4↑, ∆hxk2hap4↑), après l’ajout de glucose. Les
données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Temps (h) ATP (mM) ADP (mM) Ratio (ATP/ADP)

sauvage
0 4,51 ± 0,29 0,98 ± 0,10 4,74 ± 0,44

2 4,46 ± 0,36 0,81 ± 0,12 5,71 ± 0,46

4 4,22 ± 0,37 0,62 ± 0,09 7,06 ± 0,49

6 4,42 ± 0,11 0,57 ± 0,03 7,83 ± 0,24

8 4,45 ± 0,23 0,65 ± 0,03 6,86 ± 0,16

∆hxk2
0 4,11 ± 0,21 0,85 ± 0,06 4,90 ± 0,35

2 2,61 ± 0,44 0,53 ± 0,04 4,86 ± 0,46

4 3,00 ± 0,31 0,63 ± 0,05 4,73 ± 0,31

6 4,15 ± 0,19 0,73 ± 0,08 5,99 ± 0,75

8 3,38 ± 0,33 0,85 ± 0,09 4,14 ± 0,54

∆hap4hap4↑
0 4,43 ± 0,16 0,67 ± 0,04 6,70 ± 0,34

2 3,60 ± 0,19 0,52 ± 0,03 6,95 ± 0,13

4 3,38 ± 0,17 0,48 ± 0,04 7,10 ± 0,34

6 3,68 ± 0,27 0,49 ± 0,03 7,49 ± 0,47

8 3,11 ± 0,46 0,61 ± 0,08 5,46 ± 0,93

∆hxk2hap4↑
0 4,60 ± 0,43 0,70 ± 0,06 6,51 ± 0,24

2 3,07 ± 0,15 0,63 ± 0,01 4,86 ± 0,24

4 3,87 ± 0,33 0,69 ± 0,04 5,66 ± 0,40

6 3,56 ± 0,19 0,67 ± 0,08 5,50 ± 0,46

8 3,06 ± 0,16 0,67 ± 0,02 4,56 ± 0,20

limitation dans le processus de régénération du pool des nucléotides (voir chapitre 10).

Cependant, dans la souche ∆hxk2hap4↑, aucune modulation du niveau de trans-

cription du gène ZWF1, n’a été mise en évidence lors de la prolifération sur glucose

[219]. Un défaut d’expression de la G6PDH ne peut donc expliquer la diminution de la

concentration de l’ATP dans les cellules ∆hxk2hap4↑.
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Question : Comment les cellules ∆hxk2hap4↑ ne parviennent pas à augmenter leur

statut énergétique, alors qu’elles présentent un flux d’oxydation du substrat respiratoire

(respiration) plus important par rapport à toutes les autres souches que nous avons

utilisées ?

Dans ce cas de figure, ces résultats nous amènent à aborder la question relative au

couplage entre la chaine respiratoire et l’ATP synthase. En effet, le flux de synthèse d’ATP

n’est pas proportionnel au flux de la respiration, mais dépend du niveau de couplage

entre l’extrusion des protons H+ par la chaine respiratoire et l’intrusion de ces dernier

par l’ATP synthase (voir chapitre 1).

12.4.2 Le couplage entre la respiration mitochondriale et la synthèse d’ATP dans les

cellules ∆hxk2hap4↑, après l’ajout de glucose

Pour évaluer le degré du couplage entre le flux de la respiration et la synthèse d’ATP,

nous avons déterminé la vitesse du fonctionnement minimale et maximale de la chaine

respiratoire. Puis nous avons déterminer l’évolution de l’état stationnaire de respiration

(respiratory state value) des cellules ∆hxk2hap4↑, après l’ajout de glucose.

Nous observons dans la figure 12.11 que le flux de la respiration dans des conditions

d’inhibition d’ATP synthase (l) est largement plus faible par rapport au flux de la

respiration endogène (n). Ceci montre que la respiration endogène est couplée à la

synthèse d’ATP dans les cellules ∆hxk2hap4↑, lors de la prolifération sur glucose.
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Figure 12.11 – Évolution du flux de la respiration endogène, non phosphorylante et
découplée de la souche ∆hxk2hap4↑, avant et après l’ajout de glucose. Une culture de S.
cerevisiae (∆hxk2hap4↑) en milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée. Á T=0, une quantité correspon-
dante à 70 mM de glucose est ajoutée (B) au milieu de culture. Un suivi de la respiration endogène,
non phosphorylante (state 4) et découplée est réalisé sur huit (8) heures. Les flux de respiration non
phosphorylante et découplée sont obtenus comme décrit dans le matériels et méthodes. La respiration est
mesurée en micro-atomes d’oxygène par heure et par milligramme poids sec de levures. Les données sont
présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Cependant, les résultats du RSV (Figure 12.12), mettent en évidence une évolution

très différente de l’état stationnaire de respiration dans les cellules ∆hxk2hap4↑, par rap-

port à ce que nous avons observé dans les autres souches. Dans les cellules ∆hxk2hap4↑
(D), l’activité du système des OXPHOS a tendance à augmenter rapidement après l’ajout

de glucose. Cette augmentation évolue jusqu’à environ quatre heures où le RSV arrive à

un niveau stationnaire comparable à celui des cellules sauvages au point 8h (A).
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Figure 12.12 – Évolution de l’état stationnaire de respiration (RSV) chez S. cerevisiae
(sauvage, ∆hxk2, ∆hap4hap4↑ et ∆hxk2hap4↑), après l’ajout de glucose. Le RSV est
calculé par la détermination du rapport entre [flux de la respiration endogène (–) flux de la respiration
non phosphorylante] et [flux de la respiration découplée (–) flux de la respiration non phosphorylante].
Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=5.

Ces résultats suggèrent une évolution différente du niveau de couplage du système

des OXPHOS dans les cellules ∆hxk2hap4↑, par rapport aux autres souches.

En terme de régulation thermodynamique des oxydations phosphorylantes (OXPHOS)

par le rapport ATP/ADP, ces résultats sont en accord avec le dosage de l’ATP et l’ADP

(voir tableau 12.3). L’augmentation de l’activité du système des OXPHOS pourrait

être expliquée par le fait que les cellules ∆hxk2hap4↑ possèdent un statut énergétique

(rapport ATP/ADP) faible.

Toutefois, l’incapacité des cellules ∆hxk2hap4↑ à maintenir un rapport ATP/ADP élevé

est étonnante. Bien que l’évolution du RSV suggère un niveau du couplage différent dans
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les cellules ∆hxk2hap4↑ par rapport aux cellules ∆hap4hap4↑, les cellules ∆hxk2hap4↑
possèdent un flux respiratoire qui devrait leurs permettre d’assurer un flux de synthèse

d’ATP mitochondrial suffisant et avoir ainsi un rapport ATP/ADP élevé.

Toute au long de notre étude, nous avons discuté le rôle de niveau du couplage

du système des OXPHOS dans la régulation de l’homéostasie énergétique et redox des

cellules en prolifération. En effet, nous avons mis en évidence dans la souche sauvage,

que la diminution du couplage entre la chaine respiratoire et l’ATP synthase pourrait être

une option pour les cellules pour rétablir le potentiel redox dans des conditions où le

potentiel phosphate est élevé, afin de maintenir le flux de substrat à travers la glycolyse.

Nous avons donc une réserve concernant l’explication de l’augmentation de l’activité

du système des OXPHOS observée dans les cellules ∆hxk2hap4↑ comme une conséquence

d’un statut énergétique faible. Pour conclure, il serait donc intéressant d’effectuer une

étude plus poussée sur l’évolution des concentrations des nucléotides pour s’assurer que

les cellules ne présentent pas de défaut dans la biogenèse de nucléotides ou précurseurs

de nucléotides.

12.5 Les mitochondries des cellules ∆hxk2hap4↑ sont-elles toutes fonc-

tionnelles ?

Dans le chapitre 11, nous avons mis en évidence que contrairement aux cellules

sauvage (Figure 12.13–A) et ∆hxk2 (B), la relation entre la quantité de cytochromes

(cc1) et le flux de la respiration endogène (phosphorylante) n’est pas conservée dans la

souche ∆hap4hap4↑ (C). En effet dans cette dernière, le flux respiratoire mesuré (ligne

noire) est plus faible par rapport au flux respiratoire théorique (ligne rouge) calculé à

partir de l’équation JO2 = f ([cytochromes cc1]) établie par [69].

De même pour la souche ∆hxk2hap4↑ (D), les cellules présentent un flux respiratoire

mesuré (ligne noire) plus faible par rapport au flux respiratoire théorique (ligne rouge)

(Figure 12.13).
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Figure 12.13 – Évolution du flux de la respiration endogène en fonction de la concen-
tration en cytochromes cc1. Représentation mettant en évidence la relation entre vitesse de respira-
tion cellulaire et concentration en cytochromes cc1 dans la souche sauvage (A), ∆hxk2 (B), ∆hap4hap4↑
(C) et ∆hxk2hap4↑ (D). Les (6) représentent le flux de la respiration endogène en fonction de la concen-
tration en cytochromes cc1 calculé à partir de l’équation JO2 = f ([cytochromes cc1]) selon [69], après
l’ajout de glucose. Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la
moyenne (ESM) ; n=5.

Dans ce cas de figure, nos résultats suggèrent donc que même pour les cellules

∆hxk2hap4↑, une partie du compartiment mitochondrial ne participe pas au processus

de la respiration mitochondriale (mitochondrie non fonctionnelle). Bien que ceci pour-
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rait expliquer le fait que les cellules ∆hxk2hap4↑, ne parviennent pas à maintenir un

rapport ATP/ADP élevé lors de la prolifération sur glucose, le fait d’avoir une partie

du compartiment mitochondrial non fonctionnelle ne semble pas avoir un effet sur le

maintien d’un rapport ATP/ADP élevé, dans la souche ∆hap4hap4↑.

Pour avoir une réponse plus précise, il est absolument nécessaire de quantifier les

unités de chaine respiratoire fonctionnelles qui participent réellement dans le processus

des OXPHOS dans chaque souche. Cependant, pour le moment nous ne disposons pas

d’outils et moyens expérimentaux qui nous permettent de quantifier précisément dans

une cellule entière, les unités de chaine respiratoire qui participent au flux de transfert

des électrons.

Toutefois, les observations que nous avons faites dans notre étude des souches qui sur-

expriment HAP4, nous permettent tout de même de conclure que la surexpression seule

de HAP4 n’est pas suffisante pour permettre de prévenir la répression du métabolisme

oxydatif chez S. cerevisiae, après l’ajout de glucose.

12.6 Origine de la diminution du compartiment mitochondrial dans

la souche ∆hxk2hap4↑, après l’ajout de glucose

Dans le chapitre 11, nous avons formulé l’hypothèse que la diminution de l’équipe-

ment enzymatique mitochondrial observée dans les cellules ∆hap4hap4↑ après l’ajout

de glucose, pourrait être en partie justifiée par le fait que la vitesse de la biogenèse

mitochondriale ne suit pas l’augmentation de la vitesse de prolifération cellulaire, après

l’ajout de glucose.

La cinétique d’évolution de la vitesse de prolifération et la quantité de cytochromes

dans les cellules ∆hxk2hap4↑, après l’ajout du glucose découle cette hypothèse. Après

l’ajout de glucose, nous constatons dans la figure 12.14) que la quantité de cytochromes

a tendance à diminuer légèrement, au fur et à mesure avec l’augmentation de la vitesse de

prolifération cellulaire (—). La diminution des cytochromes dans la souche ∆hxk2hap4↑
pourrait être donc due en grande partie à un défaut de coordination entre vitesse de

biogenèse mitochondriale et vitesse de prolifération cellulaire.
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Figure 12.14 – Tendance d’évolution de la vitesse de prolifération cellulaire et le taux
de diminution des cytochromes dans la souche ∆hxk2hap4↑, après l’ajout du glucose.

La combinaison de la délétion de l’HXK2 avec la surexpression de HAP4,

n’empêche pas la mise en place de l’effet Warburg chez S. cerevisiae

Après l’ajout du glucose (70 mM) dans le milieu de culture, nous avons pu caractériser

chez la souche ∆hxk2hap4↑ :

å Une augmentation de la vitesse de prolifération cellulaire (production de bio-

masse) ;

å Une consommation élevé de glucose ;

å La fermentation du glucose en éthanol en aérobiose ;

å Une diminution de la vitesse de respiration mitochondriale.

Bien que les cellules ∆hxk2hap4↑, maintiennent un flux respiratoire plus important

par rapport à la souche sauvage, la combinaison de la délétion de l’HXK2 avec la

surexpression de HAP4 ne permet pas d’empêcher la répression du métabolisme oxydatif

et le déclenchement du métabolisme fermentaire. Bien que les condition de disponibilité

de substrat et statut énergétique faible favorisent la respiration mitochondriale, la
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respiration est malgré tout réprimée. En effet, lors de la prolifération sur glucose, la

répression du métabolisme oxydatif, est plus complexe qu’une régulation de la quantité

de Hap4p ou le maintien du processus de la biogenèse mitochondriale. Il pourrait y avoir

d’autres processus intervenant dans le processus de maturation des mitochondries pour

obtenir des mitochondries fonctionnelles. Des images de microscopie ont mis en évidence

des différences morphologiques au niveau des mitochondries des souches surexprimant

HAP4. (voir figure 12.15).
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Figure 12.15 – Images de microscopie électronique de cellules de S. cerevisiae (sau-
vage, ∆hxk2, ∆hap4hap4↑ et ∆hxk2hap4↑), après l’ajout de glucose. Des cultures de S.
cerevisiae (sauvage, ∆hxk2, ∆hap4hap4↑ et ∆hxk2hap4↑) en milieu SC lactate 2 % (p/v) sont réalisées.
À T=0, une quantité correspondante à 70 mM de glucose est ajoutée aux milieux de culture. Les coupes
histologiques ont été réalisées après huit (8) heures d’incubation sur glucose (voir matériels et méthodes).
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Chapitre 13

L’effet Crabtree est induit par les hexoses

phosphates dérivés de la glycolyse [212]

Á la lumière des travaux d’Otto Warburg sur le métabolisme tumoral, Herbert G

Crabtree, montra en 1929 que l’induction de l’effet Warburg est associée à un autre

phénomène métabolique. Contrairement aux cellules non cancéreuses, l’ajout du glucose

au milieu de culture, provoque dans les cellules tumorales une diminution immédiate

de la respiration endogène de l’ordre de 10 % à 20 % [54]. Cet effet du glucose sur

la respiration est en effet pas spécifique aux cellules tumorales, de nombreuses autres

lignées de levure sont positives à l’inhibition par le glucose. Elles sont définies comme

étant levures Crabtree (+) positives [53, 63, 84]. Chez une levure Crabtree (-) négative,

l’ajout du glucose ne provoque aucun effet sur la respiration et ne provoque aucune

déviation du métabolisme énergétique [62].

Le(s) mécanisme(s) de la répression du flux respiratoire cellulaire induit(s) suite

à l’ajout de glucose a (ont) été largement étudié(s) et même si un certain nombre

d’hypothèses ont été formulées, son (ses) mécanisme(s) moléculaire(s) précis est (sont)

encore inconnu(s).

Toutes les études menées sur l’effet Crabtree convergent sur le fait que, que ce soit

cellules tumorales ou levures, le glucose induit dans les cellules Crabtree (+), plusieurs

modulations de concentrations intracellulaires de métabolites qui sont en étroite relation
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avec la régulation du flux respiratoire (ADP, Pi, G6P, F1,6bP) [136, 207].

Dans ce chapitre nous avons étudié le rôle des métabolites (ADP, Pi, G6P, F1,6bP)

dans l’induction de l’effet Crabtree, chez la levure Crabtree (+), S. cerevisiae.

13.1 Variations de la concentration d’ADP et du phosphate inorganique

libre (Pi)

Dans une étude sur une lignée de cellules tumorales, il a été mis en évidence, très

rapidement après l’ajout du glucose au milieu de culture, une diminution drastique du

phosphate inorganique cellulaire libre (Pi) [136, 207]. En effet, dans ces cellules, la

glycolyse est hyperactive, son mécanisme de régulation est très différent par rapport aux

cellules différenciées (voir chapitre 2). Après l’ajout du glucose, il a été mis en évidence

dans ces cellules une augmentation de la concentration des intermédiaires phosphorylés

(G6P, F6P, F1,6bP) de la glycolyse [207]. Ainsi, une diminution de l’activité de l’ATP

synthase suite au piégeage du Pi dans les intermédiaires phosphorylés a été proposée

comme mécanisme d’induction de l’effet Crabtree. En effet, le Pi est substrat de l’ATP

synthase et sa concentration joue un rôle dans le potentiel phosphate (∆G’p = ∆G’°p

+ RTln [ATP]/[ADP][Pi]). La variation de concentration du Pi pourrait avoir donc une

conséquence sur l’activité de l’ATP synthase (voir chapitre 1).

D’autre part, une autre conséquence d’une glycolyse hyperactive est l’augmentation

du flux de phosphorylation d’ADP cytosolique. Il a été proposé que l’induction de l’effet

Crabtree passerait par une compétition entre les enzymes de la glycolyse (phospho-

glycérate kinase, pyruvate kinase) et l’ATP synthase, vis-à-vis l’ADP, d’une sorte à que

l’augmentation du flux de la glycolyse réduisait la disponibilité de l’ADP pour l’ATP

synthase [207, 252]. Cependant, cette hypothèse pourrait ne pas être vraie «in-vivo»

puisque le km de la translocase (ANT) mitochondriale est presque 100 fois plus bas

que celui des enzymes de la glycolyse [242]. Par conséquent, il est possible que les

mitochondries importent encore l’ADP cytosolique après l’activation de la glycolyse.

L’ADP et le Pi sont substrats de l’ATP synthase, si dans nos conditions de culture,

l’inhibition immédiate de la respiration de S. cerevisiae (effet Crabtree) passe par une
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diminution de l’activité de la partie phosphorylante du système des OXPHOS, ceci

peut être mis en évidence par la détermination du flux de la respiration endogène et

découplée.

En effet, l’ajout de découplant (CCCP), supprime toute régulation exercée par l’ATP

synthase sur l’activité des complexes de la chaine respiratoire. Par exemple, dans une

condition expérimentale où on constate une diminution immédiate du flux de la respi-

ration endogène, nous pouvons utiliser les résultats de la respiration découplée pour

déterminer quelle entité du système OXPHOS est responsable de cette diminution. L’in-

terprétation des résultats de la respiration découplée se fait de la façon suivante :

+ Si le flux de la respiration découplée du contrôle et échantillon sont comparables,

cela veut dire que l’activité maximal des complexes de la chaine respiratoire est

comparable dans les deux conditions. L’inhibition de la respiration endogène

observée est donc au niveau du système phosphorylant (ATP synthase, ANT/Pi).

+ Si le flux respiratoire à l’état découplé de l’échantillon est faible par rapport

au contrôle, cela veut dire que le découplage n’a pas permis la suppression de

l’inhibition. Dans ce cas, l’inhibition de la respiration endogène observée est au

niveau du système oxydant (chaine respiratoire).
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La figure 13.1, présente l’évolution du flux respiratoire de S. cerevisiae (souche

sauvage) avant et après l’ajout de glucose. Nous observons que le glucose induit une

diminution immédiate de la respiration endogène d’environ 20 %. Cette diminution de la

respiration est conservée dans les conditions de découplage (voir matériels et méthodes).

Ceci montre que la diminution de la respiration constatée dans notre modèle d’étude,

est due à une diminution de l’activité au niveau de la chaine respiratoire et non pas au

niveau de l’ATP synthase.

Figure 13.1 – Flux de la respiration endogène et découplée de S. cerevisiae, avant et
après l’ajout de glucose. Une culture de S. cerevisiae en milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée. À
T=0, une quantité correspondante à 60 mM de glucose est ajoutée à la culture lorsque celle-ci atteint
0,5 unités DO/ml. Un suivi de la respiration endogène et découplée est réalisé avant et 15 min après
l’ajout de glucose. Les mesures de la respiration endogène et découplée ont été réalisées comme décrit
dans le matériels et méthodes. La respiration est mesurée en micro-atomes d’oxygène par heure et par
milligramme poids sec de levures. Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur
standard de la moyenne (ESM). Respiration endogène : n=4 ; respiration découplée : n=3.
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Dans nos conditions de culture, nous avons pu montrer que la concentration du Pi et

d’ADP reste constante dans S. cerevisiae (souche sauvage) après l’ajout de glucose (15

min) ((Figure 13.2–A), alors que la concentration du F1,6bP augmente très rapidement

après l’ajout de glucose (B).

Figure 13.2 – Concentrations intracellulaires en métabolites (G6P, F1,6bP, ATP, ADP
et Pi) chez S. cerevisiae (sauvage), avant et après l’ajout de glucose. Une culture de S.
cerevisiae en milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée. À T=0, une quantité correspondante à 60 mM
de glucose est ajoutée à la culture lorsque celle-ci atteint 0,5 unités DO/ml. Des dosages d’ATP, ADP, Pi
(A), G6P et F1,6bP (B, C) sont réalisés comme décrit dans le matériels et méthodes. (A) Les données sont
présentées sous forme de moyenne (X) ± écart-type ; n=3. (B, C) Les données sont présentées sous forme
de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; n=4.
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En effet, cette accumulation du F1,6bP suite à l’ajout de glucose est un évènement

non transitoire. Durant toute la période de présence du glucose, la concentration du

F1,6bP reste très importante par rapport au contrôle (sans glucose) (C). Quand au G6P,

la concentration de ce dernier ne semble pas être affectée significativement par l’ajout

de glucose. L’accumulation du F1,6bP semble en relation avec le flux de la glycolyse. En

effet, elle suit la même tendance du flux de l’apport de glucose (voir chapitre 9).

Chez S. cerevisiae, la diminution du Pi et/ou le piégeage de l’ADP ne peuvent expliquer

la mise en place de l’effet Crabtree.

13.2 Inhibition de la chaine respiratoire par le F1,6bP

Des travaux réalisés dans notre laboratoire sur des mitochondries isolées de cellules

hépatiques de rat (mitochondries de mammifère) et de levure (S. cerevisiae), ont mis en

évidence que les hexoses phosphates intermédiaires de la glycolyse (G6P, F1,6bP) sont

capables de moduler l’activité de la chaîne respiratoire (Figure 13.3). Alors que le G6P

stimule, le F1,6bP inhibe la respiration mitochondriale (A). Cette inhibition est exercée

sur le complexe III et IV de la chaine respiratoire [62]. Cependant, aucun effet du G6P ou

F1,6bP n’a été observé sur le flux respiratoire dans les mitochondries de levures Crabtree

négatives (–). D’autre part, les auteurs ont également montré que lorsque le G6P et le

F1,6bP sont ajoutés à des concentrations stœchiométriques, le flux respiratoire est très

comparable au contrôle (B).

À ce jour, le seul mécanisme moléculaire connu proposé pour l’inhibition de la chaîne

respiratoire induite par le glucose est son inhibition par le F1,6bP [62]. Dans la mesure

où chez S. cerevisiae, contrairement au G6P, le F1,6bP s’accumule dans le cytosol après

l’ajout du glucose (Ce qui modifie significativement la stœchiométrie entre ces deux

métabolites), ces résultats nous amènent à formuler l’hypothèse que la variation de la

stœchiométrie de concentration entre le G6P et le F1,6bP pourrait jouer un rôle dans

l’induction de l’effet Crabtree.
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Figure 13.3 – Effet du G6P et F1,6bP sur le flux de la respiration non phosphorylante
de mitochondries isolées de S. cerevisiae. Des mitochondries de levure S. cerevisiae (0,3 mg de
protéine / ml) ont été mises en suspension dans un tampon composé de mannitol 0,6 M, MES 5 mM, KCl
10 mM, KH2PO4 1mM, pH 6,8, puis une quantité équivalente à 1 mM de NADH (substrat respiratoire) est
ajoutée au mélange. Un suivi du flux de consommation d’oxygène est réalisé en présence des concentrations
différentes du G6P et/ou F1,6bP. La consommation d’oxygène est mesurée en nano-atomes d’oxygène
par minute et par milligramme de protéines. Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ±
écart-type ; n=3. D’après [62].

Pour étudier le rôle de la stœchiométrie de concentration entre le G6P et le F1,6bP

dans l’induction de l’effet Crabtree, nous avons exploré les moyens d’altérer l’accumula-

tion des métabolites glycolytiques après l’ajout du glucose.

13.3 La délétion de l’hexokinase II empêche la mise en place de l’effet

Crabtree

Comme nous l’avons expliqué dans les chapitres précédents, l’hexokinase II est

l’isoforme prédominante pendant la croissance sur glucose. Cette dernière est en effet

l’homologue de la glucokinase (surexprimée dans les cellules tumorales), la seule hexoki-

nase de mammifère qui n’est pas retroinhibée par son produit, le G6P [112, 177, 2]. Dans

notre étude précédente sur la cinétique d’induction de l’effet Warburg chez S. cerevisiae,

nous avons montré que la délétion de l’hexokinase II induit une diminution du flux
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glycolytique dans le début de la cinétique (voir figure 10.3). Cette diminution du flux

pourrait avoir un effet sur l’accumulation des intermédiaires de la glycolyse et par voie

de conséquence sur la stœchiométrie entre le G6P et le F1,6bP. Nous avons donc étudié

l’induction de l’effet Crabtree dans cette souche.

Dans la souche ∆hxk2, aucune inhibition de la respiration n’est observée après l’ajout

de glucose (Figure 13.4) (i.e : pas d’induction de l’effet Crabtree).

Figure 13.4 – Flux de la respiration endogène et découplée de la souche ∆hxk2 de S.
cerevisiae, avant et après l’ajout du glucose. Une culture de S. cerevisiae (∆hxk2) en milieu SC
lactate 2 % (p/v) est réalisée. À T=0, une quantité correspondante à 60 mM de glucose est ajoutée à
la culture lorsque celle-ci atteint 0,5 unités DO/ml. Un suivi de la respiration endogène et découplée est
réalisé avant et 15 min après l’ajout de glucose. Les mesures de la respiration endogène et découplée ont
été réalisées comme décrit dans le matériels et méthodes. La respiration est mesurée en micro-atomes
d’oxygène par heure et par milligramme poids sec de levures. Les données sont présentées sous forme
de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM). Respiration endogène : n=6; respiration
découplée : n=3.
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Des mesures à la fois de l’ATP, ADP et Pi montrent que ces paramètres restent

constants après l’ajout du glucose dans la souche ∆hxk2 (Figure 13.5–A).

Figure 13.5 – Évolution de concentrations intracellulaires en métabolites (G6P, F1,6bP,
ATP, ADP et Pi) chez S. cerevisiae (sauvage, ∆hxk2), après l’ajout de glucose. Deux
cultures de S. cerevisiae (sauvage et ∆hxk2) en milieu SC lactate 2 % (p/v) sont réalisées. À T=0, une
quantité correspondante à 60 mM de glucose est ajoutée à chaque culture lorsque celle-ci atteint 0,5 unités
DO/ml. Des dosages d’ATP, ADP, Pi (A), G6P et F1,6bP (B, C) sont réalisés comme décrit dans le matériels
et méthodes. (A) Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± écart-type ; n=3. (B, C) Les
données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; (B) : n=4 ;
(C) : n=5.

La détermination des concentrations intracellulaires de G6P et F1,6bP, après l’ajout

du glucose met en évidence une accumulation de F1,6bP dans les cellules ∆hxk2 (Figure

13.5–C), mais reste moins importante par rapport à la souche sauvage (B). Pour le G6P,

nous observons une légère tendance à s’accumuler dans les cellules ∆hxk2 par rapport

au sauvage.
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13.4 La surexpression de HAP4 empêche la mise en place de l’effet

Crabtree

Nous avons montré dans le chapitre 11 que la surexpression de HAP4 induit plusieurs

modulations du métabolisme énergétique, lors de la prolifération sur lactate (condi-

tion contrôle). Parmi ces modulations, l’augmentation de l’équipement enzymatique

mitochondrial. Après l’ajout du glucose, les cellules ∆hap4hap4↑ maintiennent un flux

respiratoire comparable au contrôle, jusqu’à trois heures après l’ajout de glucose. Pour

valider ce résultat et confirmer que le flux de la respiration endogène ne subit aucune

inhibition immédiate/transitoire après l’ajout de glucose, nous avons déterminé l’effet

court terme du glucose sur le flux respiratoire de la souche ∆hap4hap4↑ (Figure 13.6).

Aucune inhibition immédiate de la respiration n’est observée, suite à l’ajout du glucose

au milieu de culture des cellules ∆hap4hap4↑.

Figure 13.6 – Flux de la respiration endogène et découplée de la souche ∆hap4hap4↑
de S. cerevisiae, avant et après l’ajout du glucose. Une culture de S. cerevisiae (∆hap4hap4↑)
en milieu SC lactate 2 % (p/v) est réalisée. À T=0, une quantité correspondante à 60 mM de glucose
est ajoutée à la culture lorsque celle-ci atteint 0,5 unités DO/ml. Un suivi de la respiration endogène et
découplée est réalisé avant et 15 min après l’ajout du glucose. Les mesures de la respiration endogène
et découplée ont été réalisées comme décrit dans le matériels et méthodes. La respiration est mesurée en
micro-atomes d’oxygène par heure et par milligramme poids sec de levures. Les données sont présentées
sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM). Respiration endogène : n=4;
respiration découplée : n=5.
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Les mesures de l’évolution des hexoses phosphates (G6P, F1,6bP) montrent que même

pour les cellules ∆hap4hap4↑, le F1,6bP s’accumule très rapidement (15 min) après

l’ajout de glucose (Figure 13.7–B). Toutefois, cette accumulation est moins importante

par rapport au sauvage (A). La concentration du G6P ne semble pas être affectée par

l’ajout du glucose. Il faut signaler que la surexpression de HAP4 que ce soit en présence

ou en absence du glucose, semble induire une augmentation de la concentration du

G6P. Sa concentration est en effet doublée dans la souche ∆hap4hap4↑, par rapport aux

cellules sauvages (A).

Figure 13.7 – Évolution des concentrations intracellulaires des métabolites (G6P,
F1,6bP, ATP, ADP et Pi) chez S. cerevisiae (sauvage, ∆hap4hap4↑), après l’ajout de
glucose. Deux cultures de S. cerevisiae (sauvage, ∆hap4hap4↑) en milieu SC lactate 2 % (p/v) sont
réalisées. À T=0, une quantité correspondante à 60 mM de glucose est ajoutée à chaque culture lorsque
celle-ci atteint 0,5 unités DO/ml. Des dosages de G6P, F1,6bP (A, B), ATP, ADP et Pi (C), sont réalisés
comme décrit dans le matériels et méthodes. (A, B) Les données sont présentées sous forme de moyenne
(X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; (A) : n=4 ; (B) : n=5. (C) Les données sont présentées sous
forme de moyenne (X) ± écart-type ; n=3.
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D’autre part, bien que la concentration du F1,6bP augmente significativement après

l’ajout de glucose, les concentrations du Pi, ATP et ADP restent constantes dans les

cellules ∆hap4hap4↑, après l’ajout de glucose (C).

13.5 Origine de l’absence de l’induction de l’effet Crabtree dans les

cellules mutées

Bien que le F1,6bP induit une inhibition de la chaine respiratoire sur mitochondries

isolées, nos résultats montre sur cellules entières, que son accumulation dans le cytosol

n’est pas un évènement suffisant pour induire chez S. cerevisiae une inhibition de la

chaine respiratoire (effet Crabtree). D’autres paramètres influencent l’effet du F1,6bP

sur la chaine respiratoire.

Nous avons vérifié si la délétion de l’HXK2 et la surexpression de HAP4 n’ont pas

modifié la réponse des mitochondries des cellules mutées, vis-à-vis l’inhibition par le

F1,6bP.

13.5.1 La sensibilité à l’inhibition médiée par le F1,6bP est-elle maintenue dans les

souches mutées ?

Pour répondre à cette question, nous avons étudié l’effet de l’ajout de F1,6bP sur

l’activité de la chaîne respiratoire sur des sphéroplastes de souches d’intérêt perméabilisés

avec de la nystatine (afin de permettre l’entrée de F1,6bP dans la cellule) [9] (Figure

13.8).

Nous observons qu’il n’y a pas de différence significative dans l’inhibition induite

par F1,6bP entre la souche sauvage, ∆hap4hap4↑ (A) et ∆hxk2 (B). Ainsi, l’absence

d’induction de l’effet Crabtree dans la souche ∆hap4hap4↑ et ∆hxk2 n’est pas due à une

modulation de la réponse de la chaîne respiratoire au F1,6bP.

Une expérience similaire a été réalisée avec le G6P afin de s’assurer que les chaînes

respiratoires dans les cellules mutées sont bien stimulées par cet hexose phosphate.

Cependant, après l’ajout du G6P, nous avons obtenu le même effet que le F1,6bP, c’est-
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Figure 13.8 – Effet des hexoses (G6P, F1,6bP) sur l’activité de la chaine respira-
toire dans des sphéroplastes perméabilisés de S. cerevisiae (sauvage, ∆hap4hap4↑ et
∆hxk2). les mesures de respiration sur sphéroplastes perméabilisés en présence de métabolite correspon-
dant ont été réalisées comme décrit dans le matériels et méthodes. Toutes les mesure on été réalise à l’état
non phosphorylant en présence d’iodoacétate (inhibiteur de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogé-
nase). Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ;
(A, C) : n=6 ; (B) n=3.

à-dire une inhibition de la respiration. Par exemple, dans la souche ∆hap4hap4↑ (C),

nous observons que l’ajout du G6P induit une inhibition de la respiration. En effet,

contrairement aux mitochondries isolées, le G6P est métabolisé dans les sphéroplastes

de manière constante en F1,6bP, rendant une telle expérience de l’effet du G6P sur la

respiration dans les sphéroplastes perméabilisés techniquement impossible. En effet,

contrairement au F1,6bP, où on peut empêcher son métabolisme en 1,3bPG, par l’ajout

de l’iodoacétate (inhibiteur de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) (voir

figure 1.1, chapitre 1), le blocage de la conversion du G6P en F1,6bP n’est pas possible.
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13.5.2 Le rapport G6P / F1,6bP, un paramètre clé pour l’induction de l’effet Crabtree

Comme nous l’avons abordé dans le début de ce chapitre, le G6P et le F1,6bP ont

un rôle antagoniste sur l’activité de la chaine respiratoire [62], le G6P stimule, tandis

que le F1,6bP inhibe l’activité de la chaine respiratoire. Toutefois, lorsque le G6P et le

F1,6bP sont présents à des concentrations stœchiométriques (rapport égal à 1), le flux

respiratoire dans les mitochondries isolées reste comparable au contrôle (voir figure

13.3).

Dans la figure 13.9, bien que le rapport G6P/F1,6bP, après l’ajout de glucose est

inférieur à 1 dans les trois souches, ce dernier est plus élevé dans les cellules ∆hap4hap4↑
et ∆hxk2 par rapport aux cellules sauvages et corrèle avec l’absence de l’induction de

l’effet Crabtree.

Figure 13.9 – Évolution du rapport entre les concentrations intracellulaires du G6P et
F1,6bP chez S. cerevisiae (sauvage, ∆hap4hap4↑ et ∆hxk2), après l’ajout du glucose.
Les données sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM) ; WT :
n=4; ∆hap4hap4↑ : n=5 ; ∆hxk2 : n=5.

Si l’induction ou non de l’effet Crabtree dans les cellules entières est déterminé par

la variation du rapport G6P / F1,6bP, plutôt que de la concentration intracellulaire

de F1,6bP, nous devrions être capables d’induire cet effet dans nos cellules mutées en
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diminuant ce rapport. Pour ce faire, nous avons substitué le lactate du milieu de culture

de base par le galactose. En effet, contrairement au lactate, le galactose est un substrat

fermentescible, son métabolisme est effectué au niveau de la glycolyse. Pour proliférer

sur galactose, les cellules doivent donc avoir une glycolyse plus active par rapport à la

condition avec le lactate (2 %) comme source de carbone. Le raisonnement derrière ceci

est que pour accumuler plus de F1,6bP dans nos cellules mutées, et ainsi diminuer le

rapport G6P / F1,6bP, nous avons besoin d’une glycolyse bien différenciée et active.

Dans la figure 13.10–A, nous observons que l’ajout du glucose induit la mise en place

de l’effet Crabtree dans les trois souches : sauvage, ∆hxk2, ∆hap4hap4↑. Ceci est associé

à une augmentation de la concentration de F1,6bP dans les cellules sauvages et mutées

(B) alors que la concentration du G6P reste pratiquement inchangée (C). Par conséquent,

dans cette condition où le glucose induit un effet Crabtree dans les cellules mutées, le

rapport G6P / F1,6bP diminue d’une manière similaire à ce que nous avons observé dans

la souche sauvage (D).

Par ailleurs, il faut souligner que l’inhibition du flux respiratoire après l’ajout du

glucose lorsque les cellules sont cultivées sur du milieu galactose est inférieure à celle

évaluée lorsque les cellules sont cultivées sur milieu non fermentescible (lactate 2 %), ceci

est vrai pour les trois souches. Cependant, dans ces cellules en l’absence de glucose, le

rapport G6P / F1,6bP est déjà inférieur à un (1) et plus faible par rapport à la condition

lactate (voir figure 13.9). Ainsi, dans cette configuration expérimentale, la chaîne

respiratoire est probablement déjà légèrement inhibée en raison d’une concentration de

F1,6bP un peu plus élevée que la concentration en G6P.
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Figure 13.10 – Effet du glucose sur l’induction de l’effet Crabtree chez S. cerevisiae
(sauvage, ∆hxk2 et ∆hap4hap4↑), cultivées en galactose (2 %). Trois cultures de S. cerevi-
siae (sauvage, ∆hxk2 et ∆hap4hap4↑) en milieu SC galactose 2 % (p/v) sont réalisées. À T=0, une
quantité correspondante à 60 mM de glucose est ajoutée à chaque culture lorsque celle-ci atteint 0,5 unités
DO/ml. Un suivi de la respiration endogène est réalisé avant et 15 min après l’ajout du glucose (A). Puis
un dosage de F1,6bP (B) et G6P (C) est réalisé comme décrit dans le matériels et méthodes. Les données
sont présentées sous forme de moyenne (X) ± erreur standard de la moyenne (ESM). (A) : n=4 ; (B, C et
D) : n=3. La significativité des différences entre les souches a été analysée par la réalisation du teste T de
student. (* : p<0,05) ; (** : p<0,01) ; (*** : p<0,001) ; (**** : p«0,001).

Discussion

Dans ce chapitre, nous avons évalué un certain nombre de paramètres qui ont été

proposés pour être responsables de l’induction de l’effet Crabtree, dans un modèle de

cellules entières : la levure S. cerevisiae. Les paramètres qui ont été proposés pour être

responsables de cet effet, tels que l’ADP, le Pi et le potentiel phosphate, n’ont pas varié

dans nos conditions expérimentales, après l’ajout de glucose. Nos résultats indiquent
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clairement une inhibition de la chaîne respiratoire comme source de l’effet Crabtree. Si

l’ADP et Pi sont responsables de cet effet, la diminution de leur concentration devrait

inhiber l’activité du système des OXPHOS au niveau de l’ATP synthase.

Après l’ajout du glucose, alors que nous avons observé très peu de variations de la

concentration de G6P dans les cellules, le F1,6bP quant à lui s’est largement accumulé

et a induit une inhibition de la chaîne respiratoire. En étudiant l’absence d’induction

de l’effet Crabtree chez la souche ∆hxk2 et ∆hap4hap4↑, nous avons pu montrer que

l’accumulation du F1,6bP n’est pas la seule condition nécessaire pour l’induction de

l’effet Crabtree, mais la concentration intracellulaire du G6P joue aussi un rôle dans

le processus. En effet, le G6P ayant un effet antagoniste (stimulation) sur la chaîne

respiratoire mitochondriale par rapport au F1,6bP, sa présence à des concentrations

proches du F1,6bP réprime l’effet inhibiteur du F1,6bP sur la chaine respiratoire. Pour

avoir une inhibition de la respiration (effet Crabtree) par le F1,6bP, le rapport entre G6P

et F1,6bP doit être nettement inférieur à un (1).

Cette hypothèse est renforcée par le fait que nous avons pu induire l’effet Crabtree

dans les cellules mutées, par une diminution du rapport G6P/F1,6bP.

D’après notre étude, nous proposons donc que les hexoses phosphates issus de la

glycolyse, à savoir le G6P et F1,6bP, jouent un rôle clé dans l’induction de l’effet Crabtree.

Des études supplémentaires seront nécessaires pour déterminer si un tel mécanisme peut

constituer un mécanisme unificateur dans d’autres types de cellules eucaryotes, Crabtree

positives.
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Mon travail de thèse s’inscrit dans le cadre des études de recherche qui visent à

comprendre les relations existantes dans une cellule eucaryote, entre le développement

de l’effet Warburg et l’augmentation de la vitesse de prolifération cellulaire. Dans cette

démarche, nous avons essayé une nouvelle approche, celle de l’étude dans le temps, la

cinétique de mise en place des variations métaboliques qui caractérisent l’effet Warburg, à

savoir : le flux glycolytique, le métabolisme fermentaire et le métabolisme oxydatif. Pour

cette étude, nous avons utilisé le modèle de levure Crabtree positive (+) Saccharomyces

cerevisiae. Contrairement aux cellules tumorales, il est possible et simple d’induire

expérimentalement dans cette levure, la mise en place de l’effet Warburg (par l’ajout

d’une concentration importante de glucose).

En aérobiose, immédiatement après l’ajout du glucose au milieu de culture, les cellules

de S. cerevisiae développent un métabolisme plus glycolytique, répriment le métabolisme

oxydatif et fermentent une partie du glucose consommé en éthanol. Cette réorganisation

du métabolisme énergétique est couplée à une augmentation de la vitesse de prolifération

cellulaire. Á partir de ce point de départ, nous avons cherché de comprendre au mieux,

les relations qui règnent les voies du métabolisme énergétique (glycolyse, respiration

mitochondriale, fermentation alcoolique), au cours du processus d’augmentation de la

vitesse de prolifération cellulaire.

Relation inverse entre flux glycolytique et flux du métabolisme oxydatif.

Grâce à notre étude, nous avons pu montrer, au cours de la mise en place de l’effet

Warburg, une évolution inverse du flux glycolytique par rapport au flux du métabolisme

oxydatif. Après l’ajout du glucose, le flux de la glycolyse augmente significativement
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et progressivement jusqu’à l’arrivée à un état stationnaire. Ceci est accompagné d’une

diminution parallèle du flux du métabolisme oxydatif. Cette diminution du flux respira-

toire semble sans effet sur la capacité des cellules à satisfaire leur besoin énergétique. Au

contraire, bien que les cellules augmentent en vitesse de prolifération, avec seulement

40 % du flux respiratoire initial (avant ajout de glucose), elles parviennent à augmenter

leur statut énergétique (rapport ATP/ADP). En effet, dans ces conditions, en raison d’un

flux glycolytique élevé, le flux de synthèse d’ATP glycolytique est aussi important par

conséquence.

Des études récentes sur le métabolisme des cellules tumorales ont mis en évidence

qu’une glycolyse très active peut apporter des avantages à la cellule en prolifération tant

en terme bioénergétique qu’en terme de métabolisme intermédiaire [241, 67]. Il a été

montré que le flux glycolytique élevé, peut être à la fois une source importante d’ATP et

d’intermédiaires métaboliques. Dans les conditions de prolifération, le flux d’ATP que la

cellule produit à partir de la glycolyse peut dépasser celui produit à partir des oxydations

phosphorylantes [104, 249].

Á la lumière de ces résultats, nous avons formulé l’hypothèse que la répression du

métabolisme oxydatif dans ces conditions, pourrait être un réarrangement métabolique,

qui vise à diminuer le flux de synthèse d’ATP mitochondrial. Ceci est afin de compenser

en quelque sorte l’augmentation du flux de synthèse d’ATP glycolytique et prévenir ainsi

toute contrainte thermodynamique, qui pourrait être exercée sur le flux de la glycolyse

par le biais du rapport ATP/ADP.

Relation inverse entre flux du métabolisme fermentaire et flux du métabolisme oxy-

datif.

L’augmentation du flux de la glycolyse n’a pas pour conséquence seule, l’augmentation

du flux de synthèse d’ATP glycolytique, elle est aussi accompagnée d’une augmenta-

tion du flux de réduction de NAD+ cytosolique. Le potentiel redox cytosolique (rapport

NADH/NAD+) étant un paramètre important pour la poursuite de la glycolyse, la ré-

oxydation du NADH cytosolique produit est primordiale. Chez S. cerevisiae, dans les

conditions aérobies, l’oxydation du NADH cytosolique ce fait prioritairement par le
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système des OXPHOS, grâce aux déshydrogénases Nde1p/2p de la chaine respiratoire

mitochondriale. Toutefois ce processus est couplé à une synthèse d’ATP (dissipation par

l’ATP synthase du potentiel électrochimique établi par la chaine respiratoire).

D’après nos résultats, la tendance des cellules de S. cerevisiae de réorienter le flux

de réoxydation du NADH cytosolique vers le métabolisme fermentaire, au détriment du

métabolisme oxydatif est évidente. Après l’ajout du glucose, nous avons pu montrer une

évolution inverse du flux du métabolisme fermentaire par rapport au flux du métabolisme

oxydatif.

Cette évolution inverse entre le métabolisme fermentaire et oxydatif, est génétique-

ment programmée chez S. cerevisiae. La signalisation déclenchée par le glucose, induit

une augmentation de l’expression de l’isoforme 1 de l’alcool déshydrogénase d’une

part, et un arrêt/diminution de la biogenèse mitochondriale d’autre part. Ce dernier

mécanisme est réalisé à travers la répression transcriptionnelle du gène HAP4, qui code

pour la sous-unité régulatrice du complexe HAP (responsable de l’activation de l’expres-

sion des gènes du compartiment mitochondrial). Dans les conditions de prolifération

rapide, nous avons montré que l’arrêt/diminution de la biogenèse mitochondriale induit

avec les cycles de division la diminution de la quantité de l’équipement enzymatique

mitochondrial des cellules par effet de dilution.

Le déclenchement du métabolisme fermentaire dans ces conditions de répression «

volontaire » du métabolisme oxydatif, pourrait être un deuxième réarrangement métabo-

lique, qui permet de compenser la diminution des capacités du système des OXPHOS

dans la réoxydation du NADH cytosolique.
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2 En seconde étape nous avons testé la pertinence de notre hypothèse dans des

conditions de maintien de la biogenèse mitochondriale, après l’ajout du glucose (surex-

pression ectopique de HAP4) et/ou de délétion du gène HXK2, codant pour l’hexokinase

II. Ce dernier étant, à la fois facteur de transcription impliqué dans le processus de la

répression par le glucose et à la fois enzyme de la glycolyse, exclusivement exprimée

dans les conditions de forte concentration de glucose, nous avons pu mettre en évidence

que la délétion de l’HXK2 provoque un retard dans la cinétique d’augmentation du flux

glycolytique par rapport à la souche sauvage. Ceci a été accompagné de maintien d’une

capacité respiratoire plus élevé par rapport à la souche sauvage.

En effet, en utilisant les souches mutées (délétion de l’HXK2 et/ou surexpression

de HAP4), nous avons pu confirmer, l’existence d’une balance dynamique entre flux de

la glycolyse et flux de la respiration endogène, d’une sorte que l’augmentation du flux

respiratoire est accompagnée d’une diminution du flux glycolytique et vice-versa. Ceci,

soutient fortement notre hypothèse qui suggère que dans les conditions de prolifération

sur glucose, une balance dynamique est nécessaire entre la glycolyse et le système des

oxydations phosphorylantes en termes du flux de synthèse d’ATP, afin de maintenir des

conditions thermodynamiques favorables à la poursuite de la glycolyse.

Évolution constante entre flux glycolytique et flux du métabolisme fermentaire.

D’autre part, l’étude de la cinétique d’induction de l’effet Warburg dans les souches

mutées, nous a permis de mettre en évidence une évolution proportionnelle du flux du

métabolisme fermentaire par rapport au flux de la glycolyse. Quel que soit le flux de cette

dernière, toujours environ 50 % du flux glycolytique est orienté vers la fermentation.

En effet, dans les cellules ∆hap4hap4↑ et ∆hxk2hap4↑, bien que la surexpression de

HAP4 a permis le maintien d’une capacité d’oxydation de NADH cytosolique par les

OXPHOS plus importante, ceci ne semble pas permettre aux cellules de réduire le flux

de la fermentation alcoolique de façon sélective, sans que cela aura une conséquence

(diminution) sur le flux glycolytique. Ces résultats, soutiennent fortement l’hypothèse

que le phénotype de l’effet Warburg est la traduction d’un mécanisme de régulation

stricte du métabolisme énergétique.
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Nos résultats montrent que dans les conditions de prolifération rapide, une balance

dynamique existe entre les trois voies d’oxydation du glucose (glycolyse, OXPHOS et

fermentation).

La répression du métabolisme oxydatif, plus qu’une simple régulation transcription-

nelle de HAP4.

Malgré l’expression ectopique de HAP4, que ce soit chez la souche ∆hap4hap4↑ ou

∆hxk2hap4↑, nous n’avons pas réussi à prévenir la répression du métabolisme oxydatif

chez S. cerevisiae, après l’ajout de glucose. Notre étude de la cinétique d’évolution du

flux respiratoire et la quantité du compartiment mitochondrial, dans les quatre souches

utilisées, suggère une régulation plus complexe de la capacité respiratoire des cellules

en présence du glucose, q’une simple régulation transcriptionnelle du gène HAP4. Nos

résultats suggèrent que cette régulation s’étale sur l’ensemble des niveaux de régulation

des oxydations phosphorylantes (régulation de l’activité du complexe HAP, dégradation

de Hap4p, maturation mitochondriale, niveau du couplage des OXPHOS).

Contrairement à ce qui est admis dans la littérature, nous avons pu montrer que la

sous-unité Hap4p pourrait être exprimée dans des conditions de forte concentration de

glucose (>30 mM). En effet, bien que l’ajout du glucose induit très rapidement une

répression de la transcription de HAP4, nos résultats montrent que cette répression

pourrait être levée même en présence d’une concentration importante du glucose. Il

semblerait que cette expression de HAP4 permet la réactivation de la biogenèse du

compartiment mitochondrial. En effet, la mise en corrélation entre évolution de la

concentration de cytochromes et vitesse de prolifération dans la souche sauvage, nous

a permis de mettre en évidence une réduction du degré de dilution des mitochondries,

dans la fin de la cinétique de prolifération sur glucose, par rapport au début.

À partir de ces résultats, nous avons formulé l’hypothèse que le maintien d’une

capacité respiratoire minimale pourrait jouer un rôle pour maintenir l’homéostasie

cellulaire dans nos conditions de culture.

Dans la souche sauvage, nous avons mis en évidence que l’activité du système des

OXPHOS est largement augmentée en fin de cinétique, alors que les cellules diminuent «
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volontairement » la quantité de l’équipement enzymatique mitochondrial, à travers la

répression transcriptionnelle de HAP4. Or, il a été montré que l’augmentation de l’activité

de la chaine respiratoire est associée à une diminution du rendement ATP/O et par

conséquent, une diminution du rendement ATP produit / NADH oxydé ("gaspillage" de

l’énergie redox). Ceci est dû en effet à l’augmentation de la perméabilité de la membrane

interne mitochondriale aux protons due aux espaces temporaire laissés entre la bicouche

lipidique et les complexes de la chaine respiratoire, lors des changements séquentiels de

conformation « leak actif ».

Nous avons donc formulé l’hypothèse que la mise en place d’un tel phénomène « leak

actif » pourrait permettre aux cellules en prolifération rapide dans les conditions réduits,

de découpler « partiellement » la synthèse d’ATP de l’oxydation du NADH. Ce phénomène

prendra l’utilité avec l’accumulation de l’éthanol dans le milieu de culture, lorsque la

réaction de conversion du pyruvate en éthanol par l’ADH-1 (réaction réversible) se

rapproche de l’état d’équilibre.

D’après nos résultats, l’amplitude du phénomène du « leak actif » semble augmenter

avec le maintien d’une quantité plus importante d’équipement enzymatique mitochon-

drial. Dans les cellules surexprimant HAP4, nous avons mis en évidence sur le long terme,

une diminution plus importante du niveau de couplage entre la chaine respiratoire et

l’ATP synthase, par rapport à la souche sauvage.

En termes de rendement énergétique, le système des oxydations phosphorylantes

n’est pas parfait, une partie de l’énergie potentielle du glucose est perdu (chaleur, fuite de

protons de part et d’autre de la membrane interne mitochondriale). Si pour la glycolyse,

la stœchiométrie entre l’oxydation du substrat et la production de l’ATP est constante

(1 glc : 2 ATP), cette dernière est variable pour les oxydations phosphorylantes. Elle est

en effet, influencée par plusieurs facteurs (pH, température, composition lipidique de la

membrane interne mitochondriale). La variation du couplage du système des OXPHOS

et donc le rendement énergétique correspond à tout phénomène capable de moduler le

rapport ATP/O, soit en modifiant la perméabilité de la membrane interne mitochondriale

au proton (découplage extrinsèque), soit en modifiant la stœchiométrie du pompage de

protons au niveau de la chaine respiratoire (H+/e-) ou l’ATP synthase H+/ATP (décou-
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plage intrinsèque). Nos résultats montrent que le maintien de l’équipement enzymatique

mitochondrial corrèle avec une augmentation de cette perte en rendement cellulaire de

conversion d’énergie.

En outre, dans la souche ∆hap4hap4↑, nous avons mis en évidence une diminution

de l’équipement enzymatique mitochondrial rapidement après l’ajout de glucose, alors

que la biogenèse mitochondriale, est sensée être maintenue, en raison de l’expression

ectopique de HAP4. Ceci nous a conduits à soulever la question relative à l’activité

du complexe HAP. Est-ce l’expression de HAP4 est suffisante pour avoir une activité

du complexe HAP? Ou, le glucose peut réprimer son activité, malgré la présence de

sa sous-unité régulatrice Hap4p? Cependant, en raison du temps de génération très

long (supérieur à 2h) de notre modèle d’étude, nous n’avons pas pu utiliser le système

β-galactosidase pour étudier l’activité du complexe HAP.

Toutefois, la combinaison de la délétion de l’HXK2, avec la surexpression de HAP4

semble supprimer cette diminution de mitochondries, après l’ajout de glucose. Les cellules

∆hxk2hap4↑, maintiennent plus de mitochondries par rapport à la souche ∆hap4hap4↑.
Ceci corrèle avec une augmentation de la stabilité de la sous-unité Hap4p dans la souche

∆hxk2hap4↑, par rapport à la souche ∆hap4hap4↑.

D’autre part, l’étude du turn-over de Hap4p dans la souche ∆hxk2hap4↑, nous a

permis de mettre en évidence un éventuel rôle du glucose dans la régulation de la

stabilité de Hap4p, de sorte que la présence du glucose, diminue largement la stabilité

de la sous-unité Hap4p. Ce mécanisme, qui ne pourrait pas être mis en évidence dans la

souche sauvage en raison du turn-over rapide de Hap4p, pourrait être dû à l’induction

ou une accélération médiée par le glucose du mécanisme de dégradation de Hap4p.

Par ailleurs, bien que les cellules ∆hxk2hap4↑ maintiennent une quantité plus im-

portante d’équipement enzymatique mitochondrial, ceci n’a pas permis aux cellules de

préserver en permanence le flux de la respiration endogène, après l’ajout de glucose. La

mise en relation entre flux de la respiration (JO2) et quantité de cytochromes, nous a

permis de mettre en évidence une modification de la relation JO2/cytochromes, dans

les souches surexprimant HAP4, d’une sorte que l’équipement enzymatique mitochon-

drial des cellules surexprimant HAP4 est moins efficace que celui des cellules exprimant
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seulement HAP4 endogène. Nous avons donc formulé l’hypothèse qu’une partie de l’équi-

pement enzymatique mitochondrial des cellules surexprimant HAP4 est non fonctionnelle.

En effet, des images de microscopie ont mis en évidence des différences morphologiques

au niveau des mitochondries de ces cellules. Il serait donc probable qu’un défaut dans

la maturation mitochondriale, pourrait être à l’origine de cette variation de la relation

JO2/cytochromes.

L’effet Crabtree est induit par les hexoses phosphates dérivés de la glycolyse [212].

Dans le dernier chapitre, nous avons étudié l’effet immédiat de l’ajout du glucose

sur le métabolisme énergétique de S. cerevisiae. Nous avons pu mettre en évidence

que, l’inhibition immédiate du flux de la respiration observée après l’ajout de glucose

(effet Crabtree) est étroitement liée à la fois à la concentration et la stœchiometrie de

concentration cellulaire en G6P, et F1,6bP. Ces deux intermédiaires de la glycolyse ont

la capacité « sur mitochondries isolées » de moduler l’activité de la chaine respiratoire

(G6P stimule, F1,6bP inhibe).

Très rapidement après l’ajout du glucose, nous avons mis en évidence une accumu-

lation rapide du F1,6bP, alors qu’aucune modification au niveau de concentration du

G6P n’a été constatée. Cette accumulation du F1,6bP influence en effet la stœchiometrie

de concentration cellulaire entre le G6P et le F1,6bP. En utilisant les souches ∆hxk2

et ∆hap4hap4↑, nous avons pu montrer que l’accumulation seule du F1,6bP n’est pas

suffisante pour induire un effet Crabtree chez S. cerevisiae. En effet, bien que le F1,6bP

s’accumule dans les souches ∆hxk2 et ∆hap4hap4↑, très rapidement après l’ajout du

glucose, aucun effet sur la respiration n’a été constaté. Or, en modulant le rapport de

concentration cellulaire G6P/F1,6bP nous avons pu induire ou non un effet Crabtree dans

ces deux souches. D’après nos résultats, l’induction de l’effet Crabtree chez S. cerevisiae,

serait due à une diminution importante du rapport G6P/F1,6bP, suite à l’accumulation

de F1,6bP.
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Perspective

L’issue de notre étude, nous amène à aborder dans le futur les questions suivantes :

Avantage(s) de la répression du métabolisme oxydatif dans les conditions de proliféra-

tion rapide :

La mise en évidence d’une balance dynamique entre flux respiratoire est flux glyco-

lytique n’implique pas nécessairement que la diminution du flux respiratoire dans ces

conditions ait dans l’objectif de maintenir un flux dynamique de synthèse d’ATP entre

la glycolyse et les OXPHOS, favorable à la poursuite de la glycolyse. En effet, dans la

souche ∆hxk2hap4↑, nous avons mis en évidence une diminution du flux glycolytique,

alors que le statut énergétique des cellules est faible (rapport ATP/ADP faible).

D’autre part, contrairement, à la souche sauvage, où nous avons mis en évidence

un découplage dans les conditions d’abondance d’ATP (rapport ATP/ADP élevé), nous

avons montré dans la souche ∆hxk2hap4↑ une mise en place rapide du découplage après

l’ajout de glucose, alors que le rapport ATP/ADP était faible.

Ces résultats contrarient notre hypothèse formulée à partir de ceux de la souche

sauvage, relative aux avantages de la répression du métabolisme oxydatif et le déclen-

chement du métabolisme fermentaire, lors de la prolifération rapide sur glucose.

Dans la souche ∆hxk2hap4↑, alors que les cellules possèdent un flux respiratoire plus

élevée par rapport à la souche sauvage, nous avons mis en évidence une incapacité de

ces cellules à augmenter leurs statut énergétique (rapport ATP/ADP élevé). Dans les

souches mutées (principalement les souches délétées pour l’HXK2), des diminutions non

homogènes au niveau des concentrations des nucléotides ATP et ADP ont été mises en

évidence, après l’ajout de glucose. Si lors de la prolifération sur glucose, un défaut au

niveau de la biogenèse des nucléotides d’adénine est provoqué par la délétion de l’HXK2

et/ou surexpression de HAP4, un piégeage de l’ATP dans les biomolécules pourrait avoir

une conséquence sur le rapport entre les nucléotides ATP, ADP, AMP.

Pour aller plus loin dans la réflexion, il est important de déterminer :
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å l’origine de la diminution du flux glycolytique dans la souche ∆hxk2hap4↑ ;

å l’origine de l’incapacité des cellules ∆hxk2hap4↑ à augmenter le statut énergétique,

malgré la possession d’une capacité respiratoire importante.

Nous proposons donc de compléter cette étude par les manipulations suivantes :

* Étude du profile d’expression des transporteurs du glucose HXT dans les quatre

souches (sauvage, ∆hxk2, ∆hap4hap4↑, ∆hxk2hap4↑), après l’ajout du glucose.

* Détermination de l’évolution de la concentration des nucléotides, principalement

l’ATP, ADP, AMP, après l’ajout de glucose ;

* Détermination de l’évolution du potentiel redox cellulaire, après l’ajout de glucose.

Ceci étant un paramètre important pour déterminer l’environnement redox dans

lequel les enzymes de la glycolyse et les complexes de la chaine respiratoire

évoluent.

* Comparaison de la capacité globale de réoxydation du NADH cytosolique des

quatre souches utilisées, par la quantification du glycérol dans le milieu de culture ;

* Étude de l’évolution du potentiel membranaire mitochondrial dans la souche

∆hxk2hap4↑, après l’ajout de glucose. En effet, en mesurant l’évolution du potentiel

de la membrane interne mitochondriale dans cette souche, nous serons en mesure

de déterminer l’origine de la diminution du flux respiratoire dans cette souche

(chaine respiratoire non fonctionnelle ?). Toutefois, en raison de la présence d’une

paroi cellulaire entourant la membrane plasmique chez la levure (difficulté de

perméabilisation), cette étude sera compliquée à réaliser, avec les techniques

actuelles que nous disposons pour mesurer le potentiel de membrane mitochondrial

sur cellules entières (cytométrie en flux).

Le(s) mécanisme(s) impliqué(s) dans le changement de la relation flux de respiration

et quantité de cytochromes dans les cellules surexprimant HAP4 :

Un point de départ dans cette étude serait la détermination si toutes les mitochondries

sont capables d’assurer leurs fonctions de transfert d’électrons. Ceci pourrait peut être

mis en évidence en étudiant le potentiel de membrane dans des mitochondries isolées

obtenues à partir des cellules qui surexpriment HAP4.
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Rôle de l’hexokinase II dans la régulation de l’activité du complexe HAP et/ou la dégra-

dation de la sous-unité Hap4p :

La compréhension de l’origine de l’évolution différentielle de quantité de l’équipement

enzymatique mitochondrial entre la souche ∆hxk2hap4↑ et ∆hap4hap4↑, implique une

étude comparative approfondie de l’activité du complexe HAP. Ainsi, il serait intéressant

de chercher le rôle de l’hexokinase II dans la modulation du turn-over Hap4p. Un point

de départ, dans cette démarche, serait de vérifier si l’hexokinase II pourrait interagir

avec la sous-unité Hap4p.
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1. The Crabtree effect [1]

A careful review of the recent literature did not show that this field
has much evolved since our previous review [1]. Consequently, the par-
agraph below is largely taken from our previous work [1] with
permission.

The Crabtree effect is defined as the glucose-induced repression of
respiratory flux [2]. The addition of external glucose to Crabtree-
sensitive cells triggers in a few seconds the partial inhibition of O2

consumption, which discards the involvement of gene expression and
de novo protein synthesis. Even though a number of hypotheses have
been formulated, its triggering mechanisms are still unknown. It is
also possible that its induction is due to a combination of several factors
[3]. One of themost accepted hypothesis is that two glycolysis enzymes
(phosphoglycerate kinase and pyruvate kinase) andmitochondria com-
pete for free cytosolic ADP [3,4]. If glycolysis is overactive it could, in
theory, override mitochondria regarding ADP uptake. As the latter is
one of the substrates of oxidative phosphorylation, this would limit
one of the substrates of the ATP synthase and consequently respiration
would be decreased. Nonetheless, it is unlikely that this could occur
in vivo as the Km for the mitochondrial adenine nucleotide translocase
(ANT) is almost 100-times lower than that of the glycolysis enzymes
[5]. This led authors to conclude that mitochondria would still use
cytosolic ADP even if the glycolysis enzymes increase their activity.
However, it should be stressed here that glycolysis enzymes use
Mg2+-chelated nucleotides as substrates whereas the actual substrates
for ANT are non-chelated nucleotides. Thus this eventual competition
for free ADP between glycolysis and mitochondria will highly depend
on the ratio between chelated and non-chelated ADP.

The Crabtree effect on some tumor cells could be eliminated by
adding an excess of phosphate (Pi) in vitro. It thus has been proposed
that a decrease in Pi was the actual trigger of this metabolic phenome-
non [6]. This seems in accordancewith thedramatic decrease in Pi levels
observed after glucose addition in tumor cells [3]. The thermodynamic
phosphate potential (i.e. [ATP/ADP ⋅Pi]) [5], may be crucial during the

Biochimica et Biophysica Acta 1857 (2016) 1139–1146

Abbreviations: 2HG, 2-hydroxyglutarate; 6PGD, 6-phosphogluconate dehydrogenase;
ACC, acetyl-CoA carboxylase; ANT, adenine nucleotide translocase; ADP, adenosine di-
phosphate; AMP, adenosinemonophosphate; AMPK, AMPKinase; ATP, adenosine triphos-
phate; Fru6P, fructose 6 phosphate; Fru1,6BP, fructose 1,6-biphosphate; FH, fumarate
hydratase; G6PDH, glucose 6 phosphate dehydrogenase; Glc6P, glucose 6 phosphate;
HIF, hypoxia inducible factor; Hxk2, type 2 hexokinase; IDH, isocitrate dehydrogenase;
LKB1, tumor suppressor liver kinase B1; PKM2, M2 isoform of pyruvate kinase; MO25,
scaffolding-like adaptor protein mouse protein 25; MPC, mitochondrial pyruvate carrier;
NADPH, nicotinamide adenine nucleotide phosphate reduced form; PPP, oxidative pen-
tose phosphate pathway; PTP, permeability transition pore; PKM1,M1 isoformof pyruvate
kinase; PHDs, prolyl hydroxylase enzymes; Ru-5-P, Ribulose-5-phosphate; ROS, reactive
oxygen species; STRAD, pseudokinase Ste20-related adaptor; SDH, succinate dehydroge-
nase; TCA, tricarboxylic acid cycle.
☆ This article is part of a Special Issue entitled ‘EBEC 2016: 19th European Bioenergetics

Conference, Riva del Garda, Italy, July 2–6, 2016’, edited by Prof. Paolo Bernardi.
⁎ Corresponding author at: Institut de Biochimie et Génétique Cellulaires, CNRS UMR

5095, 1, rue Camille Saint Saëns, 33077 Bordeaux Cedex, France.
E-mail address: anne.devin@ibgc.cnrs.fr (A. Devin).

1 Both authors contributed equally.

http://dx.doi.org/10.1016/j.bbabio.2016.03.034
0005-2728/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

Contents lists available at ScienceDirect

Biochimica et Biophysica Acta

j ourna l homepage: www.e lsev ie r .com/ locate /bbab io



Crabtree effect [7], changes in this parameter have been detected in re-
sponse to glucose addition to sarcoma ascites tumor cells [7]. Further,
Ca2+ has been proposed to be involved in the induction of the Crabtree
effect. Cytosolic Ca2+ levels could increase depending on physiological
conditions and in response to specific stimuli. One study showed an in-
creased mitochondrial Ca2+ uptake in response to glucose [8]. In these
conditions, this cation inhibited the mitochondrial ATP synthase induc-
ing a decrease of respiration [9]. However, this could not be taken as a
common mechanism for Crabtree-positive cells as (i) Ca2+ levels were
shown to be constant in response to glucose in an hepatoma cell line
[3] (ii) Saccharomyces cerevisiae cells are well known to lack a mito-
chondrial Ca2+ uniporter [10]. Another proposedmechanism is the per-
meability of the mitochondrial outer membrane through the porin
channel. Indeed this channel regulates the access of substrates to the in-
termembrane space and thus it could regulate oxidative phosphoryla-
tion [11]. If ADP or the respiratory substrates were kept in the
cytoplasm this would induce a decreased respiratory flux. This possibil-
ity has been overlooked, although it has been suggested that respiratory
substrate availability may decrease upon induction of the Crabtree ef-
fect [12]. However, it has also been shown that in normal adult
cardiomyocytes and HL-1 cardiac cell line, intracellular local restrictions
of diffusion of adenine nucleotides andmetabolic feedback regulation of
respiration via phosphotransfer networks are different, most probably
related to differences in structural organization of these cells [13]. Con-
trary to cardiomyocytes where mitochondria and CaMgATPases are or-
ganized into tight complexeswhich ensure effective energy transfer and
feedback signaling mediated by Creatine Kinase and Adenylate Kinase
isoforms, in HL-1 cells energy metabolism is less organized [14]. In
these cells the permeability of the outer membrane for ADP and other
substrates is increased and the mitochondrial compartment is very dy-
namic leading to an increase in ATP consumption [15,16].

Our laboratory has shown that onemetabolite that links glycolysis to
the inhibition of respiration is fructose 1,6-biphosphate (Fru1,6BP) [17].
Indeed, we have shown that three glycolysis hexoses phosphates,
namely Glc6P, Fru6P and Fru1,6BP regulate the respiratory flux. At
low, physiological concentrations, whereas Glc6P and Fru6P slightly
stimulated the respiratory flux, Fru1,6BP inhibitsmitochondrial respira-
tory rate at the level of respiratory complexes III and IV.Moreover,when
added in the presence of Glc6P, Fru1,6BP strongly antagonized the
Glc6P-induced increase in respiration. In permeabilized spheroplasts
and at physiological concentrations of hexoses phosphates, the only ob-
served effect was an inhibition of respiration by Fru1,6BP. The Fru1,6BP
mediated inhibition of mitochondrial respiration was observed inmito-
chondria isolated from Crabtree positive yeast whereas no inhibition
was observed in mitochondria isolated from Crabtree negative yeast.
Last but not least, we were able to show that this inhibition is observed
in isolated rat liver mitochondria, which shows that this process is con-
served and extends to mammalian cells. Altogether, these results led us
to propose that Fru1,6BP participates in the establishment of the
Crabtree effect. This regulation points to the fact that an impairment
of mitochondrial function is not a prerequisite for Crabtree effect induc-
tion since the same decrease of respiration caused by Fru1,6BP can be
observed in mitochondria obtained from a non-tumor source. In addi-
tion a protective role of Fru1,6BP was observed in the brain [18], liver
and heart in ischemia reperfusion injury [19] and in hypoxic astrocytes
[20]. In these studies the authors proposed that Fru1,6BP could be
metabolized and buffer the ATP ratio, as well as decrease the ROS
production through activation of G6PDH, which increases the levels of
NADPH leading to an increase in reduced glutathione ratio (Fig. 1). Fur-
ther studies are needed in order to know if these effects are relatedwith
an inhibition of respiration. Recently it has been shown that Fru1,6BP
inhibits the permeability transition pore (PTP) in S. cerevisiae [21], but
its influence on the PTP of mammalian cells has not yet been investi-
gated. Last, an antiapoptotic effect of Fru1,6BP through NO overproduc-
tion was proposed [22]. Glc6P is another hexose phosphate that seems
to have an impact on mitochondrial function. The presence of this

hexose-monophosphate is important for the release of mitochondria-
bound hexokinase and to enhance Bax-mediated release of cytochrome
c [23]. The detachment of mitochondrial Hxk2 by Glc6P overproduction
may play an important role in the promotion of apoptosis and respira-
tion [24]. In addition it was proposed that in oocytes of Xenopus laevis,
Glc6P inhibits apoptotic signals through overproduction of NADPH,
which prevents the activation of caspase II [25].

As a conclusion, from the above-mentioned data (Fig. 1),we propose
that the participation of hexose phosphates as metabolic messengers
and their influence on tumor cell oxidative metabolism needs to be fur-
ther evaluated.

2. The Warburg effect

TheWarburg effect in cancer cells may require several hours or even
days to develop, and hence transcriptional/translational regulations are
necessarily involved. However, we will focus here on what seems to be
an overlookedmechanism involved in the phenotypic expression of this
effect, which is metabolite-induced regulations.

In order to proliferate, cells must comply with the energy demand
imposed by vital processes such as macromolecule biosynthesis, DNA
replication, ion gradients generation and cell structure maintenance.
Mitochondria play an important role in the response to this energy de-
mand as they synthesize most of the cellular ATP through oxidative
phosphorylation. However, it was observed early on by Otto Warburg
that cancer cells exhibit a decreased mitochondrial oxidative metabo-
lism [26]. The early discoveries fromO.Warburg pointed out that cancer
cells display a decreased respiration along with an enhanced lactate
production, whose respective rates correlate with the increase in cellu-
lar proliferation i.e. the faster the cell proliferate the higher the lactate
production rate, suggesting that cancer cells dependmainly on fermen-
tative metabolism for ATP generation [26]. Despite the decrease in en-
ergy yield as a consequence of the “glycolytic phenotype” this seems
to allow an increase in cell proliferation rate and be applicable to
other fast growing cells [27]. Because the repression of oxidativemetab-
olism occurs even in the presence of oxygen, this metabolic phenome-
non is known as “aerobic glycolysis” or the “Warburg effect”. The
specific advantages that cancer cells acquire by undergoing this meta-
bolic switch have been suggested to be an acceleration through anabolic
pathways, most of which arise from glycolysis intermediates. It is also
possible that cells use this mechanism in order to proliferate in hypoxic
environments, such as conditions prevailing within solid tumors [28]. A
correlation between the glycolytic phenotype and tumor invasiveness
has also been suggested [4]. Nonetheless, there is a considerable body
of evidence that challenges the paradigm of the purely “glycolytic” can-
cer cell [29]. It has been demonstrated that some glioma, hepatoma and
breast cancer cell lines possess functional mitochondria and that they
obtain their ATP mainly from oxidative phosphorylation [30,31,32,33].
Moreover, it has been demonstrated that some cancer cells can revers-
ibly switch between fermentation and oxidative metabolism, depend-
ing on the absence (where glucose is replaced by galactose) or the
presence of glucose and the environmental conditions [34,35,36]. This
suggests that themetabolic plasticity observed in vitromay have an im-
pact on tumor physiology in vivo. Therefore, it is crucial to understand
themolecularmechanismsbywhich cancer cells can reversibly regulate
their energy metabolism.

Amajormitochondrial metabolic pathway that ismodified in cancer
cells is glutamine metabolism. Glutamine is the most abundant free
alpha-amino acid in plasma (0.6–0.9 mmol/l) and skeletal muscle.
This nutrient plays an important role in regulating gene expression, pro-
tein turnover, anti-oxidative function, nutrient metabolism, and acid–
base balance. In proliferating cells, where anabolic pathways are very
active, the tricarboxylic acid (TCA) cycle furnishes intermediates for bio-
synthesis pathways [37]. In this scheme, glutamine plays a major
anaplerotic role since its degradation to α-ketoglutarate allows the
maintenance of intermediates in the TCA cycle [38]. Moreover, it has
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been shown that NADPH levels can be a controlling factor for cell prolif-
eration [39]. Using 13C NMR spectroscopy, DeBerardinis et al. [37] stud-
ied the metabolism of glioblastoma cells that exhibit aerobic glycolysis.
They were able to show that in these cells, the TCA cycle was active and
that intermediates of this cycle were used in biosynthetic pathways
such as fatty acid synthesis. Moreover, they clearly showed that this
process, that requires both NADPH and oxaloacetate, was ascribable to
a high rate of glutamine metabolism. [3-13C] glutamine consumption
(glutaminolysis) showed oxidation of glutamine-derived malate by
malic enzyme, which produces NADPH. Moreover, they were able to
show that the glutaminolytic flux was at least as high as the G6PGH
flux (the other major source of NADPH). Since this flux is higher than
what is needed for fatty acid synthesis, they proposed that
glutaminolysis flux is enough to provide the NADPH required for fatty
acid synthesis. Moreover, in their conditions, anaplerotic acetate is

derived from glutamine. In conclusion, their 13C NMR study clearly
shows that glutamine catabolism provides a carbon source that sup-
ports cell proliferation. Glutamine can also be the main source of
acetyl-coA and citrate in proliferating cells when pyruvate transport in
themitochondria is reduced. Indeed, pyruvate enters themitochondrial
matrix through to the MPC carrier [40,41]. This carrier is a heterodimer
composed of two subunits: MPC1 and MPC2. Whenever one of these
subunits is dysfunctional, matricial citrate decreases [40,41]. This de-
crease can be reversed by synthesis of acetyl-CoA and citrate from glu-
tamine [37]. Consequently, it should be taken in account that
(i) glutamine metabolism might be a significant source of Krebs cycle
intermediates in cells proliferating at a high rate (ii) lactate might not
only arise from glucose metabolism but also from glutamine metabo-
lism, thus, lactate production flux is not necessarily representative of
the flux through glycolysis.

Fig. 1. (A) scheme illustrating the glucose 6 phosphate-induced regulations on mitochondria and PPP. Physiological concentrations of glucose 6-phosphate stimulate the respiratory flux.
Glucose 6 phosphate is important for the release of mitochondria-bound hexokinase and to enhance Bax-mediated release of cytochrome c. In oocytes of Xenopus laevis, G6P inhibits
apoptotic signals through overproduction of NADPH, which prevents the activation of caspase II (B) scheme illustrating the fructose-1,6-bisphosphate-induced regulations on
metabolism. PPP: pentose phosphate pathway, G6PDH, glucose-6-phosphatedehydrogenase. Fru1,6BP inhibits mitochondrial respiration. Fru16BP has a protective role in ischemia
reperfusion injury.
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As stated above, cancer cells mainly depend on fermentative metab-
olism for ATP generation. This occurs even in the presence of oxygen (the
Warburg effect). Below, we will review the metabolite-induced regula-
tions that lead to a modulation of fermentative metabolism to achieve
ATP production. First, it has been shown that theM2 isoform of pyruvate
kinase (PKM2) is positively regulated by serine. Consequently, in the
presence of high levels of serine (that is necessary for biomass produc-
tion), PKM2 is fully active and glycolysis rate is high –a hallmark of the
Warburg effect-.Moreover, the activity of themaster regulator of cell en-
ergy homeostasis, AMPK is negatively regulated by ribulose 5Pwhich di-
verts carbons away from glycolysis – “a counter Warburg effect”-.
Phosphofructokinase, that is a major glycolysis controlling enzyme in
non-transformed cells is expressed andmodulated in such a way in can-
cer cells that its allosteric inhibition by citrate is alleviated. This allows an
increase in the flux through this enzyme, a decrease in its control over
the glycolytic flux and thus an increase in glycolytic rate –a hallmark of
the Warburg effect-. Last, oncometabolites have been shown to inhibit
competitively α-ketoglutarate dependent dehydrogenases. This leads
to a stabilization of the transcription factor HIF1α and induces the
changes in gene expression in response to hypoxia (regarding energy
metabolism:mainly an increase in glycolysis and a decrease in oxidative
phosphorylation). Consequently the build-up of thesemetabolites elicits
a hypoxia-like response in the presence of oxygen –theWarburg effect-.

2.1. Pyruvate kinase M2 is allosterically activated by metabolic
intermediates [42]

Pyruvate kinase catalyzes the final step of glycolysis, the synthesis of
ATP and pyruvate from phosphoenol pyruvate and ADP. In mammals,
there are four PK isoforms (PKM1, PKM2, PKL — liver, and PKR — red
blood cells). PKM1 is present in many terminally differentiated tissues,
whereas PKM2 is present in tissues with anabolic functions, proliferat-
ing cells, and cancer cells. It has been shown that cancer cells engineered
to express PKM1 fail to support tumor growth [39,43]. However, a con-
flicting report shows that M2 isoform of pyruvate kinase is dispensable
for tumor maintenance and growth [44]. PKM1 and PKM2 are alterna-
tive splice isoforms of the Pykm gene and differ only by the inclusion
of onemutually exclusive exon. Despite their substantial sequence sim-
ilarity, PKM1 and PKM2 have very different catalytic and regulatory
properties. PKM1 has constitutively high catalytic activity whereas
PKM2 activity is subject to complex allosteric regulation. Thus, pyruvate
kinase catalyzes a step in glucosemetabolism that can be crucial for con-
trolling cell proliferation. The regulation of PKM2 allows cells access to
the ATP producing function of the enzyme when it is in the active
state and allows the use of glycolysis to support biosynthesis when in
the off state (increase in glycolysis intermediates concentrations).
PKM1 is constitutively active because it forms a stable tetramerwhereas
PKM2 can exist either as an active tetramer or an inactive non-tetramer.

Several post translational modifications of PKM2 have been
described [45]. However, we will focus here on metabolite-induced
modifications. A well-known activator of PKM2 is the glycolytic inter-
mediate fructose 1,6 biphosphate (Fru1,6BP) that promotes the
tetramerization of the enzyme in its active conformation. Consequently,
PMK2 exists in a monomer–tetramer equilibrium that can be altered by
the presence of Fru1,6BP. PKM2 activatorsmay impair tumor cell prolif-
eration by interfering with anabolic metabolism indeed, activator treat-
ment in vitro and in vivo results in decreased pools of ribose-phosphate
and serine, which are key precursors for nucleotide and amino acid
metabolism [43]. Consequently, an activation of PKM2 through
Fru1,6BP alleviates the building up of glycolytic intermediates and
their engulfment in anabolic pathways.

The amino acid L-serine, one of the so-called non-essential amino
acids, plays a central role in cellular proliferation. L-Serine is the pre-
dominant source of one-carbon groups for de novo synthesis of purine
nucleotides and deoxythymidine monophosphate. Its metabolism is
an anabolic pathway required for growth and proliferation [46]. It

recruits carbon away from the energy production pathway of glucose
utilization. While investigating the relationship between glycolysis
and the serine biosynthesis pathway (that arises from glycolysis),
Chaneton et al. [47] were able to show that serine directly activates
PKM2, independently of Fru1,6BP mediated activation. This activation
occurs within the physiological range of serine concentration. Further,
this activation is specific of PKM2 since PKM1, that exhibits a high
basal activity is refractory to both serine and Fru1,6BP activation.
When serine is abundant PKM2 is fully active enabling the maximal
use of glucose through glycolysis andwhen the steady state level of ser-
ine drops an attenuation of PKM2 activity occurs which redirects glu-
cose derived carbons back in the serine biosynthetic pathway (Fig. 2).

Last, it was shown that SAICAR (succinylaminoimidazolecarboxamide
ribose-5′-phosphate, an intermediate of the de novo purine nucleotide
synthesis pathway) specifically stimulates PKM2 [48]. Using liquid-
chromatography mass spectrometry, the authors were able to show
that SAICAR is a metabolite that interacts with PKM2. Moreover, assess-
ment of PKM2 in vitro activity in the presence or absence of SAICAR
showed that the binding of SAICAR to this enzyme activates it in such a
way that its activity became close to that of PKM1. They were able to
show that this regulation has an in vivo relevance since in cancer cells,
metabolic flux and cellular energy balance were altered by changes in
SAICAR concentration.

2.2. Role of Ru-5-P concentration in the balance between fatty acid
degradation and synthesis through AMPK inactivation; link between the
pentose-phosphate pathway and lipogenesis

In cancer cells, the high activity of aerobic glycolysis is associated to a
rise in different intermediates of this pathway leading to an increase in
some precursors for anabolic biosynthesis of macromolecules that
allow rapid cell proliferation and an activation of the oxidative pentose
phosphate pathway (PPP) – through glucose-6-phosphate – that pro-
duces ribose-5-phosphate (a precursor for nucleotide synthesis) and
NADPH which is required for biosynthesis of lipids, appropriate redox
status and antioxidant defense (Fig. 1A). Thus PPP plays an important
role in the metabolic reorganization that favors tumor cell proliferation
and disease development. A molecular mechanism that links PPP activa-
tion and the increase in lipogenesis has been recently evidenced [49]. At
high concentration, Ribulose-5-phosphate (Ru-5-P) produced by the 6-
phosphogluconate dehydrogenase (6PGD) disrupts the association be-
tween LKB1 (tumor suppressor liver kinase B1), MO25 (scaffolding-like
adaptor protein mouse protein 25) and STRAD (pseudokinase Ste20-
related adaptor) that is required for full AMPK (AMPKinase) activation.
Such a decrease in AMPK activity leads to an increase in fatty-acid and
cholesterol synthesis and inhibition of two main metabolic enzymes
that participate in fatty-acids degradation i.e. acetyl-CoA carboxylase
(ACC) 1 and 2. The above-mentioned study suggests that 6PGD pro-
vides an additional link between the oxidative PPP and lipogenesis
through Ru-5-P-dependent inhibition of LKB1/AMPK signaling. Al-
though it was shown in that study that the intracellular level of Ru-
5-P decreased in 6PGD knockdown cells, which suggests an important
role for 6PGD inmaintaining the intracellular Ru-5-P level that cannot
be compensated by other pathways. This does not exclude the poten-
tial contribution of non-oxidative PPP in maintaining physiological
Ru5-P levels to regulate lipogenesis. In addition, these findings re-
garding a commonly important role of 6PGD in the oxidative PPP in
cancer cells are different from the previous report using H1975 lung
cancer cells suggesting that 6PGD functions may vary in cancer cells
owing to different cell types or oncogenic background [50].

2.3. Regulation of phosphofructokinase (PFK) activity by citrate and
fructose 2,6-biphosphate (Fru2,6BP)

In the carbohydrate catabolism pathway, PFK is one of themost reg-
ulated enzymes and it has been shown that, in different types of cancer,
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the rate of glycolysis is, at least in part, determined by PFK activity. The
allosteric regulation of PFK is essentially due to 5metabolites: AMP, ADP
and Fru2,6BP are activators while ATP and citrate are inhibitors. In non-
transformed cells one of the most important regulation concerns the al-
losteric response of PFK activity to citrate, a metabolite that is at the
crossroad of the Krebs cycle and lipid metabolism. Increase in this me-
tabolite concentration strongly inhibits glycolysis through PFK inhibi-
tion and favors fatty acid beta-oxidation. In many kinds of tumors, it
has been shown that PFK allosteric regulation is largely altered in such
a way that this enzyme is more sensitive to Fru2,6BP and less sensitive
to citrate. Indeed, in mammalian cells, PFK is an homo or hetero-
tetramer of L, M and C isoforms which are differently expressed in var-
ious tissues i.e. L is themain isoform expressed in liver and kidney, M is
the sole isoform found in skeletal muscle while C is predominantly
expressed is platelets. These isoforms possess different kinetic proper-
ties, particularly concerning the sensitivity towards allosteric effectors
(for a detailed description of these kinetic properties of PFK isoforms,
see [51]. For instance, the M isoform is the most sensitive to Fru2,6BP
and the L isoform is the less sensitive to the citrate induced-inhibition.
In cancer cells, the over-expressed isoforms are preferentially the ones
for which the sensitivity to citrate is low (L isoform essentially). It has
been proposed that in some human gliomas this L isoformmay be spe-
cifically phosphorylated [52]. However this phosphorylation has not
been associated to any significant modification in the kinetic properties
of PFK.

Another process leading to a large decrease in PFK sensitivity to ATP
and citrate and to an increase in Fru2,6BP induced PFK activation has
beendescribed in a tumor tissuedeveloped inmice after subcutaneous in-
fection with tumorigenic B16-F10 cells. In this case, a posttranslational
modification of M isoform of PFK induced by proteolysis leads to a short
fragment (47 kD instead 87 kD) in which the regulatory properties are
changed: its activity is insensitive to citrate, and compared to the native
isoform it presents a low sensitivity to ATP and is strongly activated by
Fru2,6BP [53]. Such regulations of PFK activity in rapidly proliferating
cells allow an increase in the flux through glycolysis. Indeed, it has been

shown that the regulations of PFK in cancer cells are such that this en-
zyme does not exert significant control over the glycolytic flux [54,55].

2.4. Oncometabolites and their role in metabolism deviation

The term oncometabolite has recently been coined and assigned
with confidence to 2-hydroxyglutarate, the reduced form of 2-
oxoglutarate (2OG). An oncometabolite is a small molecule component
(or enantiomer) of normal metabolism whose accumulation causes
metabolic dysregulation and consequently primes cells allowing future
progression to cancer.Wewill here focus on the dysregulations induced
by these oncometabolites that arise from the Krebs cycle.

2.4.1. α-ketoglutarate (αKG)-dependent dioxygenases
α-ketoglutarate (αKG)-dependent dioxygenases are important

modulators of both the oxygen-sensing machinery and the epigenome.
Regarding the oxygen-sensing machinery, the majority of the changes
in gene expression observed in response to hypoxia are due toHIFs, het-
erodimeric transcription factors that are tightly linked to tumorigenesis
[56]. HIF transcription factors consist of an α- and a β-subunit that are
constitutively expressed. However, under normoxia the α-subunit is
highly labile [57], [58] and the rapid degradation of HIFα is regulated
by oxygen-dependent prolyl hydroxylase enzymes (PHDs), which hy-
droxylate twodefined prolyl residues in its oxygen-dependent degrada-
tion (ODD) domain. This in turn recruits an E3 ubiquitin ligase complex
containing pVHL, resulting in HIFα ubiquitylation and degradation by
the proteasome. Consequently, any dysregulation of the hydroxylation
process would lead to a stabilization of HIF. Recently, metabolic changes
driven bymutations in genes related to the TCA cycle, have indicated an
alternative role, that of the ‘oncometabolite’ [59]. A particular metabo-
lite builds upwithin the cell and contributes to the tumorigenic process.
Three enzymes of the TCA cycle have been shown to be involved in this
process: fumarate hydratase, succinate dehydrogenase and isocitrate
dehydrogenase. Mutations in fumarate hydratase (FH) and succinate
dehydrogenase (SDH) subunits lead to loss of gene function, and

Fig. 2. Scheme illustrating the PKM regulations and the consequences of these regulations on anabolic pathways. PKM1 has constitutively high catalytic activity. PKM2 activity is subject to
allosteric regulation. PKM1 is constitutively active because it forms a stable tetramer whereas PKM2 can exist either as an active tetramer or an inactive non-tetramer. When serine is
abundant PKM2 is fully active enabling the maximal use of glucose through glycolysis. When the steady state level of serine drops an attenuation of PKM2 activity occurs which
redirects glucose-derived carbons back in the serine biosynthetic pathway.
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accumulation of the substrates fumarate and succinate, respectively.
Conversely, for isocitrate dehydrogenase (IDH), a single-allele mutation
confers a gain of function, producing an excess of a new metabolite, 2-
hydroxyglutarate (2HG) [59]. These three oncometabolites inhibit com-
petitively the α-ketoglutarate (αKG)-dependent dioxygenases. Succi-
nate and fumarate, which are structurally similar, inhibit these
enzymes through product inhibition, since it has been shown that the
effects of both metabolites can be reversed by the addition of excess
αKG in vitro and in vivo [60]. 2HG is structurally very similar to αKG
and glutamate, the only difference is the presence of a hydroxyl group
instead of a ketone or amine group, respectively. It is this similarity
that results in the competitive inhibition of αKG-dependent
dioxygenases by 2HG, as it occupies the same binding site as αKG
[61]. As stated above, the inhibition of these enzymes leads to the stabi-
lization of HIF1α through a decrease in its hydroxylation rate and in-
duce the majority of the changes in gene expression observed in
response to hypoxia. This allows a “hypoxia-like” cellular response
even in the presence of oxygen (Fig. 3).

2.4.2. Histone methylation [62]
Recent studies have shown that Krebs cycle intermediates can shape

the epigenetic landscape of chromatin by regulating DNA and histone
methylation. α-ketoglutarate is a key metabolite in the Krebs cycle
and is also an obligatory substrate for α-oxoglutarate-dependent
dioxygenases. This enzyme family includes the major enzymes of DNA
and histone demethylation, i.e. Ten-Eleven Translocation and Jumonji
C domain containing demethylases. As stated above, succinate and fu-
marate, are potent inhibitors of α-ketoglutarate (αKG)-dependent
dioxygenases enzymes, i.e. the balance of the Krebs cycle reactions can
affect the level of DNA and histone methylation and thus control gene
expression.

3. Conclusion

Metabolites i.e., the intermediaries from diverse metabolic path-
ways, are demonstrating their role as metabolic messengers that

regulate the activity of diverse enzymes and impinge on the half-life
of enzymes. This concept opens a whole new field on the control of
cell survival and metabolism.
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ABSTRACT 
 

Evidence for the Crabtree effect was first reported 

by H. Crabtree in 1929 and is defined as the 

glucose-induced decrease of cellular respiratory 

flux. This effect was observed in tumor cells and 

was not detected in most non-tumor cells. A 

number of hypotheses on the mechanism 

underlying the Crabtree effect have been 

formulated. However, to this day, no consensual 

mechanism for this effect has been described. In a 

previous study on isolated mitochondria, we have 

proposed that fructose-1,6-bisphosphate (F1,6bP), 

which inhibits the respiratory chain, induces the 

Crabtree effect. Using whole cells from the yeast 

Saccharomyces cerevisiae as a model, we show 

here not only that F1,6bP plays a key role in the 

process but that glucose-6-phosphate (G6P), a 

hexose that has an effect opposite to that of F1,6bP 

on the regulation of the respiratory flux, does as 

well. Thus, these findings reveal that the Crabtree 

effect strongly depends on the ratio between these 

two glycolysis-derived hexose phosphates. Last, in 
silico modeling of the Crabtree effect illustrated 

the requirement of an inhibition of the respiratory 

flux by a coordinated variation of glucose-6-

phosphate and fructose-1,6-bisphosphate to fit the 

respiratory rate decrease observed upon glucose 

addition to cells. In summary, we conclude that two 

glycolysis-derived hexose phosphates, G6P and 

F1,6bP, play a key role in the induction of the 

Crabtree effect. 

 

INTRODUCTION 
 The Crabtree effect was first described by H. 

Crabtree in 1929 and is defined as the glucose-

induced decrease of cellular respiratory flux (1). 

This effect was observed in tumor cells and had no 

occurrence in most non-tumor cells (1). 

Consequently, studies aiming to decipher the 

molecular mechanism leading to the Crabtree 

effect were mostly conducted by comparing tumor 

cell lines and their non-tumorigenic counterpart. 

The origin of the glucose-induced repression of 

cellular respiratory flux has long been sought and 

even though a number of hypotheses have been 

formulated, its triggering mechanism(s) is (are) 

still unknown. It is possible that its induction may 

be due to a combination of several factors (2). In 

some tumor cells, a drastic decrease in phosphate 

(Pi) was observed upon glucose addition and the 

Crabtree effect was eliminated by adding an excess 

of Pi. This led the authors to propose that a 

decreased cytosolic Pi concentration was the actual 

trigger of this phenomenon (3). Another hypothesis 

is that the glycolytic enzymes (phosphoglycerate 

kinase and pyruvate kinase) compete with 

mitochondria for free cytoplasmic ADP (2, 4). 

Addition of glucose would trigger an overactive 

glycolysis that would outcompete mitochondria for 

ADP uptake. ADP being one of the substrates of 

the mitochondrial ATP synthase, the activity of this 

enzyme would decrease and so would 

mitochondrial respiration. However this 

hypothesis might not hold true in vivo since the 

mitochondrial adenine nucleotide translocase 

(ANT) KM is almost 100-times lower than that of 

the glycolytic enzymes (5). Consequently 

mitochondria would still import cytosolic ADP 

regardless of glycolysis activation. In the same line 

of thought, it has been shown that the 

thermodynamic phosphate potential (i.e. 

[ATP/ADPxPi]) changes in response to glucose 

addition to sarcoma ascites tumor cells (6), due to 

a decrease in both ADP and Pi.  

 Cytoplasmic Ca2+ levels have also been 

proposed as being responsible for the Crabtree 

effect. Indeed, one study showed that glucose 

addition increased mitochondrial Ca2+ uptake 

inhibiting the ATPsynthase (7). However, such a 

regulation cannot be proposed as an unequivocal 

mechanism of induction of the Crabtree effect 

since in a hepatoma cell line Ca2+ levels did not 

change in response to glucose (2). 

 It has also been proposed that since the 

mitochondrial outer membrane regulates the access 

of substrates to the intermembrane space, it could 

regulate oxidative phosphorylation rate (8). Indeed 

if ADP or the respiratory substrates were kept in 

the cytoplasm this would induce a decrease in 

respiratory flux. In agreement with this hypothesis, 

it has been shown that, in proteoliposomes, 

physiological concentrations of NADH close 

reconstituted porin (the external mitochondrial 

membrane main permeability barrier) (9). It has 

also been shown that within normal adult 

cardiomyocytes and HL-1 cardiac cell line, 

intracellular local diffusion restrictions of adenine 

nucleotides and metabolic feedback regulation of 

respiration via phosphotransfer networks are 
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different, most probably as a result of differences 

in structural organization of these cells (10). 

Cardiomyocytes contain tight complexes where 

mitochondria and Ca2+/Mg2+ ATPases are 

organized to ensure effective energy transfer and 

feedback signaling via specialized pathways. In 

contrast, these complexes do not exist in HL-1 cells, 

which exhibit less organized energy metabolism 

(11). Hence diffusion restrictions are most likely 

not involved in the induction of the Crabtree effect.  

 Some years ago work from our laboratory 

pointed to a possible induction of the Crabtree 

effect by glycolysis derived hexoses phosphate, 

namely F1,6bP (12). We showed that on isolated 

mitochondria, F1,6bP inhibits mitochondrial 

respiratory chain whereas G6P stimulates it. More 

precisely, at physiological levels, F1,6bP inhibits 

mitochondrial complexes III and IV (12). This 

inhibition was shown on mitochondria isolated 

from the yeast Saccharomyces cerevisiae and on 

mitochondria isolated from rat liver (mammalian 

mitochondria). However, no inhibition from 

F1,6bP was observed on mitochondria isolated 

from Crabtree negative yeast –yeast that do not 

harbor an inhibition of cellular respiration when 

glucose is added to the culture medium. These 

results led us to propose that F1,6bP that 

accumulated within the cell upon glucose addition 

was responsible for the induction of the Crabtree 

effect.  

 We show here on whole cells of 

Saccharomyces cerevisiae that glycolysis hexose 

phosphate, namely glucose-6-phosphate that 

activates the respiratory chain and fructose-1,6-

bisphosphate that inhibits the respiratory chain 

play a crucial role in the induction of the Crabtree 

effect. We show that not only the F1,6bP-induced 

inhibition of the respiratory chain plays a role in 

the induction of the Crabtree effect but also, the 

activation of the respiratory chain by G6P is 

important. In comparable stoichiometries, both 

hexose phosphates have opposite effects on the 

respiratory chain activity. Thus, the induction of 

the Crabtree effect depends on the ratio between 

these two hexose phosphates. Last, in silico 

modeling of the Crabtree effect taking into account 

our experimental results shows that the hexose 

phosphates-induced kinetic regulation of 

respiratory chain activity is mandatory to observe 

the Crabtree effect.  

 

RESULTS 
 The Crabtree effect is due to an inhibition 

of the mitochondrial respiratory chain 

 

We investigated the induction of the 

Crabtree effect in our model Saccharomyces 

cerevisiae. As previously shown (12), glucose 

addition to yeast cells grown on non-fermentative 

substrate, induced a decrease in respiratory rate 

(Figure 1A). In order to determine whether this 

inhibition was due to a respiratory chain inhibition 

or to a decrease in the phosphorylation processes at 

the mitochondrial level, we assessed the 

respiratory rate under uncoupled conditions – 
where the respiratory chain flux is at a maximal 

rate –. Upon glucose addition, the uncoupled 

respiratory rate of wild type cells decreased (Figure 

1A), pointing to respiratory chain inhibition. 

Glucose addition did not modify significantly 

adenine nucleotides or inorganic phosphate (Figure 

1C). These results rule out an involvement of ADP 

or Pi on the induction of the Crabtree effect in the 

Saccharomyces cerevisiae wild type strain.  

 To this day, the only mechanism proposed 

for the glucose-induced respiratory chain 

inhibition is the effect of fructose-1,6-bisphosphate, 

a glycolysis intermediary that accumulates upon 

glucose addition to cells (12). We thus measured 

this intermediate in wild type cells upon glucose 

addition. Figure 1B shows that whereas in cells 

grown on lactate as a carbon source fructose-1,6-

bisphosphate concentration is quite low, it 

significantly rises up eight times upon glucose 

addition.  

 

Deletion of hexokinase 2 prevents the 

induction of the Crabtree effect 

To further investigate the role of F1,6bP on 

the induction of the Crabtree effect we explored 

means to alter the accumulation of glycolysis 

metabolites in response to glucose addition. 

Hexokinase is the first enzyme of the glycolysis 

pathway. There are a number of isoenzymes in both 

yeast and mammalian cells. However hexokinase2 

(hxk2) is the predominant hexokinase during 

growth on glucose. It is the yeast homolog of 
glucokinase, which is overexpressed in tumor cells 

and it is not inhibited by its product, glucose-6-
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phosphate. As a consequence its activity should 

result in high accumulation of glycolysis 

intermediates in response to glucose addition (13). 

We thus studied the induction of the Crabtree effect 

in a hxk2-deletion strain. In the ∆hxk2 strain, no 

inhibition of the respiratory rate was observed 

upon glucose addition (Figure 2A). In the ∆hxk2 

strain neither adenine nucleotides nor inorganic 

phosphate concentrations were significantly 

affected upon glucose addition (Figure 2D).  

To ensure that in ∆hxk2 cells the absence of 

respiratory rate inhibition was not due to no 

variation or decreased F1,6bP accumulation in 

response to glucose addition, we measured 

fructose-1,6-bisphosphate concentration. Figure 

2B shows that whereas fructose-1,6-bisphosphate 

concentration is low in cells grown on lactate as a 

carbon source, upon glucose addition its 

concentration rises significantly in the ∆hxk2 cells. 

However, upon glucose addition the overall 

concentration remains slightly lower in the ∆hxk2 

cells as compared to the wild type cells (see figure 

1). It has previously been shown that glucose-6-

phosphate antagonizes the fructose-1,6-

bisphosphate effect on respiratory chain activity: it 

activates the respiratory chain (12). We thus 

determined the glucose-6-phosphate concentration 

change in response to glucose addition both in wild 

type and ∆hxk2 cells. Glucose addition induced a 

significant increase in glucose-6-phosphate in 

∆hxk2, whereas the increase of G6P in wild type 

cells is lower and not statistically significant 

(Figure 2C).  

 

Not only F1,6bP but also G6P plays a crucial role 

in the induction of the Crabtree effect 

 

HAP4p (master regulator of the HAP 

transcription complex) plays a crucial role in the 

orientation of fermentative metabolism in the yeast 

Saccharomyces cerevisiae (14). Hap4p is the 

activator subunit of the transcriptional complex 

involved in carbon source-dependent regulation of 

respiratory function (15; 16). Transcription of this 

subunit is glucose repressible (16), suggesting that 

Hap4p is the key component of the complex in 

terms of its control of transcriptional activity in 

response to carbon source. Thus a strain 

overexpressing HAP4p should exhibit an increased 

mitochondrial content and a strong orientation of 

energetic metabolism towards respiratory 

metabolism, altering the relationship between 

glycolysis intermediates and respiratory rate. In 

this strain, glucose addition did not inhibit the 

respiratory rate (Figure 3A) whereas the Crabtree 

effect was present in the wild type cells (control 

cells harboring an empty plasmid). Measurements 

of both adenine nucleotides and inorganic 

phosphate showed that these parameters were 

mostly unaffected upon glucose addition in both 

the wild type strain and the strain overexpressing 

the HAP4p subunit (Figure 3D).  

 Whereas fructose-1,6-bisphosphate 

concentration is quite low in cells grown on lactate 

as a carbon source, it increases upon glucose 

addition in both the wild type and the HAP4p 

overexpressing cells (Figure 3B). The absence of 

an induction of the Crabtree effect in the HAP4p 

overexpressing cells is thus not due to an absence 

of fructose-1,6-bisphosphate accumulation upon 

glucose addition even though in the HAP4p 

overexpressing cells, F1,6bP never reaches a 

concentration comparable to the one in the wild 

type cells. We next investigated the effect of 

glucose on glucose-6-phosphate (which stimulates 

the respiratory chain) concentration in wild type 

cells and in cells overexpressing HAP4p. For each 

strain, glucose-6-phosphate does not vary 

significantly upon glucose addition (Figure 3C). 

However, its concentration is significantly doubled 

in the HAP4p overexpressing cells as compared to 

the wild type cells (see Figure 3C). This result 

could imply an increase in the antagonist effect of 

glucose-6-phosphate on the activity of the 

respiratory chain in HAP4p overexpressing cells.  

 

The sensitivity of mutant cells to F1,6bP-

mediated inhibition is maintained 

The results described above raised the 

question of whether the respiratory chain from 

∆hxk2 and HAP4p-overexpressing cells remained 

sensitive to F1,6bP. To address this question, we 

studied the respiratory chain F1,6bP-mediated 

inhibition on the respiratory activity of nystatin-

permeabilized spheroplasts from each of the strains 

of interest (17).  

Figure 4 (A&B) clearly shows that there 

are no significant difference in the F1,6bP-

mediated inhibition between the wild type and the 

mutant cells. Thus the absence of Crabtree effect 
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induction in the ∆hxk2 and HAP4p overexpressing 

cells was not due to a modulation of the respiratory 

chain response to F1,6bP.  

A similar experiment was performed with 

G6P in order to ensure that respiratory chains in 

mutant cells were indeed stimulated by this hexose 

phosphate (data not shown). However, upon its 

addition to spheroplasts G6P was steadily 

metabolized into F1,6bP making such a control 

experiment impossible.  

 

Both glucose-6phosphate and fructose-1,6-

bisphosphate play a crucial role in the induction 

of the Crabtree effect.  

As mentioned above, whereas F1,6bP has 

been shown to inhibit mitochondrial respiratory 

chain, G6P stimulates it. In our previous paper, on 

isolated mitochondria (12), we showed that, in the 

presence of G6P, F1,6bP inhibited the 

mitochondrial respiratory chain only above the 

point where a stoichiometric amount of each 

hexose was required i.e. the respiratory chain is 

inhibited when the G6P/F1,6bP ratio drops below 

1. In order to determine whether in whole cells the 

G6P/F1,6bP ratio rather than the F1,6bP 

concentration alone was the key inducer of the 

Crabtree effect, we assessed this ratio in wild type, 

∆hxk2 and HAP4 overexpressing cells. Figure 5 

clearly shows that whereas the G6P/F1,6bP ratio 

drops well below 1 in wild type cells upon glucose 

addition, it stays pretty close to this value in the 

∆hxk2 and HAP4 overexpressing cells.  

 

The G6P/F1,6bP ratio is the key player for the 

induction of the Crabtree effect.  

If our hypothesis stands true, i.e. the 

induction of the Crabtree effect relies upon the 

G6P/F1,6bP ratio, this ratio may be manipulated in 

our mutant cells to trigger the Crabtree effect. To 

perform this experiment, yeast cells were grown in 

galactose medium, where the glycolysis pathway is 

active and the glycolytic enzymatic content is 

higher than in a non-fermentable medium (used in 

our previous experiments). The reasoning behind 

this is that in order to accumulate more F1,6bP in 

our mutant cells, and thus decrease the G6P/F1,6bP 

ratio, active glycolytic enzymes are required. 

Consequently, wild type and mutant cells were 

grown on galactose medium and the Crabtree 

effect was induced by the addition of 60mM 

glucose. Figure 6A shows that upon glucose 

addition, wild type and mutant (∆hxk2 and HAP4 

overexpressing) cells exhibit a statistically 

significant Crabtree effect as well as a consequent 

increase in F1,6bP concentration in wild type and 

mutant cells (Figure 6B) while the variations of 

G6P concentration are not statistically significantly 

different (Figure 6C). So in galactose-grown wild 

type or mutant cells, glucose induced both a 

Crabtree effect and a decrease in the G6P/F1,6bP 

ratio, even if the effect of glucose addition was 

lower than the one observed in cells grown in non 

fermentative medium (figure 1A). It should be 

stressed here that the respiratory rate inhibition 

upon glucose addition when cells are grown on 

galactose medium is lower (but still statistically 

significant) than the one assessed when cells are 

grown on non fermentative medium (figure 1A); 

this stands true for all three strains. However, in 

these cells and in the absence of glucose, 

G6P/F1,6bP ratio is already below one (figure 6D), 

due to an active glycolysis. Thus in this 

experimental setup, the respiratory chain is most 

likely already slightly inhibited due to a 

concentration of F1,6bP a bit higher than the G6P 

concentration.  

 

An in silico study of the Crabtree effect confirms 

a role for glycolysis derived hexoses phosphate  

There are good models of yeast 

metabolism with an accurate representation of the 

kinetics of glycolytic enzymes. It was thus 

tempting to see whether these models, developed 

for other purposes, would reproduce the 

experimental features of the Crabtree effect. We 

choose the recent model of Smallbone et al. (21) 

developed to fit the experimental glycolytic 

metabolites concentrations and to calculate the 

control coefficients of the glycolytic enzymes on 

the glycolytic flux. Two questions were addressed 

here: (i) do we reproduce in silico the experimental 

variations of F1,6bP and G6P and (ii) is a 

regulation by these metabolites necessary to obtain 

the Crabtree effect or could the Crabtree effect be 

obtained independently of such a regulation? To do 

so, as described in the Materials and Methods 

section and considering our previous experimental 

results (12) we introduced a regulatory function 

which is a Hill function of the G6P/F1,6bP ratio. 

Because the ATP and ADP concentrations did not 
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appreciably change experimentally, we fixed their 

values in the model to the experimental values.  

Concerning the effect on respiratory rate 

(VO2 =OXPHOS_NADH + OXPHOS_LAC), in 

the absence of regulation of the OXPHOS rate by 

the G6P/F1,6bP ratio, the addition of a high 

concentration of glucose (60 mM) slightly 

increases the respiratory rate about 4%. This 

increase is entirely due to an increase in 

OXPHOS_NADH as expected (NADH increases 

upon glucose addition to cells). OXPHOS_LAC is 

fixed due to the fixed ratio ATP/ADP (Table 1 & 

figure 7). In the presence of a regulation of the 

OXPHOS rate by the G6P/F1,6bP ratio, both 

OXPHOS_NADH and OXPHOS_LAC decrease 

when glucose increases (up to 60 mM) (Table 2). 

OXPHOS_NADH shows a lower value at high 

glucose concentration due to a low G6P/F1,6bP 

value, despite the higher concentration of NADH. 

Respiratory rate (VO2 = OXPHOS_NADH + 

OXPHOS_LAC) decreases by about 20% (Table 2 

& figure 8), in accordance with experimental 

values (see Fig. 4 for example) 

Figure 9 A and B show that the 

concentrations of F1,6bP and G6P obtained in the 

model are close to the experimental values. They 

do not depend much upon the presence of the 

regulatory Hill function of the G6P/F1,6bP ratio. 

At low glucose concentration, the F1,6bP is equal 

to 0.6 as compared to an experimental value of 1 

and the G6P value is equal to 1.8 as compared to 

an experimental value of 2 which gives a 

G6P/F1,6bP ratio of 2.6 as compared to the 

experimental value of 2. In the presence of high 

concentrations of glucose, both concentrations 

reach values between 7.8 and 8.7 mM for F1,6bP 

and between 3.12 and 3.16 for G6P (the 

experimental values being between 8 and 9 and 

between 3.3 and 3.7 respectively) which gives 

G6P/F1,6bP values around 0.4 as compared to 

experimental values between 0.3 and 0.4). 

Consequently, the results of Fig. 9 show that the 

model actually fits the experimental values of 

F1,6bP and G6P and their increase in the presence 

of glucose. Thus, modeling illustrates the need to 

consider the G6P- and F1,6bP-mediated  

modulation of oxidative phosphorylation in order 

to simulate the decrease in the respiratory rate 

observed after glucose addition.  

Last, we plotted the relationship between 

the rate of respiration and the G6P/F1,6bP ratio 

with the values obtained throughout this work 

(Figure 10). The points, coming from figures 1, 2 

and 3 (summarized in Fig. 5) and from figure 6 are 

remarkably gathered, which substantiate our 

hypothesis of an apparent regulation of the 

Crabtree effect induction by the G6P/F1,6bP ratio. 

In optimizing the parameters K of the model to fit 

the experimental results drawn in Fig. 10, we found 

that K =  0.27 gives a good fit of the experimental 

results, perfectly describing the inhibition of 

respiration for G6P/F1,6bP values below 0.7-0.8. 

As stressed previously, we show that when this 

ratio is above 0.8, no inhibition of the respiratory 

rate is observed. Further, the calculation of the 

G6P/F1,6bP ratio from the literature on ascite 

tumor cells (2, 6). shows that it decreases upon 

glucose addition to cells and the plot of the first 

values corresponding to ascite tumor cells is in 

accordance with our values in yeast (Figure 10). Of 

note, these authors respiratory rate inhibition is 

higher than what is seen in yeast, most likely due 

to the synergistic effects of hexoses phosphate and 

phosphate potential. 

 

DISCUSSION 
 The Crabtree effect was first evidenced by 

H. Crabtree in 1929 (1). Ever since then a number 

of studies were conducted on different models in 

order to decipher the molecular mechanisms 

responsible for the inhibition of the respiratory rate 

upon glucose addition. A number of hypotheses 

were formulated, depending on the cellular model 

and the experimental conditions used. However, to 

this day no unifying mechanism has been 

evidenced. We have previously shown that 

glycolysis-derived hexose phosphates were able to 

stimulate (G6P) or inhibit (F1,6bP) the 

mitochondrial respiratory chain. This previous 

work was done on mitochondrial isolated either 

from yeast or rat liver. The F1,6bP-induced 

inhibition of the respiratory chain led us to propose 

that the accumulation of this metabolite upon 

glucose addition to cells was a key player in the 

induction of the Crabtree effect. However, these 

experiments were mostly conducted on isolated 

mitochondria as a model system. In this paper, we 

used whole yeast cells, which are a more 
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physiological model to study the molecular events 

leading to the Crabtree effect.  

 We assessed a number of parameters upon 

induction of the Crabtree effect. Parameters that 

were proposed to be responsible for this effect, 

such as ADP, Pi and the phosphate potential did not 

vary appreciably under our experimental 

conditions, regardless of the glucose concentration 

used to induce the Crabtree effect. Furthermore, 

the fact that the uncoupled respiratory rate is 

decreased upon glucose addition clearly points to a 

respiratory chain inhibition as the source of the 

Crabtree effect. Should ADP and Pi be responsible 

for this effect, they would decrease the cellular 

respiratory rate and yet have no effect on the 

uncoupled respiratory rate. G6P concentration 

varied only marginally upon glucose addition in 

wild type cells. In contrast, F1,6bP accumulated 

widely while the respiration is inhibited. In order 

to strengthen our hypothesis that the increase in 

F1,6bP and G6P are one of the cause of the 

Crabtree effect induction, we used different means 

to vary their concentrations, including culture 

media and mutations. The assessment of G6P and 

F1,6bP concentrations in the wild type as well as in 

the mutant strains demonstrated that not only was 

F1,6bP accumulation mandatory for the induction 

of the Crabtree effect but that the G6P intracellular 

concentration plays a key role too. Indeed, G6P 

stimulates the mitochondrial respiratory chain, 

antagonizing the F1,6bP mediated inhibition in 

such a way that the ratio between G6P and F1,6bP 

has to be below 0.7-0.8 to trigger a Crabtree effect 

(Figure 10) i.e. the cytoplasmic concentration of 

F1,6bP has to be slightly higher than that of G6P. 

It should be stressed here that on isolated 

mitochondria the ratio between these hexoses also 

has to be below one in order to inhibit the 

respiratory chain (12). Finally an in silico model 

developed in (21) predicts an increase in the hexose 

phosphate concentrations following the addition of 

glucose and the simulated G6P/F1,6BP ratio 

changes in response to glucose addition were 

quantitatively in good agreement with our 

experimental results. However, the main interest of 

the model was to show that it is mandatory to 

implement the G6P/F1,6bP ratio- induced 

modulation of oxidative phosphorylation in order 

to reproduce the glucose-mediated decrease in 

respiratory rate observed after the addition of 

glucose to cells. 

To summarize our study we plotted the rate 

of respiration as a function of the G6P/ F1,6bP ratio 

for all our experimental conditions (see fig. 10). 

The fact that all points are remarkably gathered 

drawing a smooth curve with a threshold around 

0.7-0.8 indicates that the G6P/ F1,6bP ratio is a 

rather good variable to express the antagonist 

effect of G6P and F1,6bP on the respiratory chain 

(12). Moreover, tumor cell lines exhibit the 

Crabtree effect (1, 2) and previous work from the 

literature on ascite tumor cells have shown that the 

concentrations of hexose phosphate increase upon 

glucose addition (2, 6). The calculation of the 

G6P/F1,6bP ratio from these data shows that it 

decreases upon glucose addition to cells and the 

plot of the first values corresponding to ascite 

tumor cells is in accordance with our values 

corresponding to yeast cells (see fig. 10). This 

further reinforces both our results and our 

hypothesis of a role of the G6P/ F1,6bP ratio in the 

induction of the Crabtree effect. We propose that 

hexoses phosphates that arise from glycolysis, 

namely G6P and F1,6bP play a key role in the 

induction of the Crabtree effect. Further studies 

will be necessary to determine whether such a 

mechanism applies to a number of cell types.  

 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Yeast strains, culture medium and growth 

conditions 

The following yeast strains were used in this study:  

BY4742 (MATα ; his3Δ1 ; leu2Δ0 ; lys2Δ0 ; 

ura3Δ0); BY4742 Δhap4 (MATα ; his3Δ1 ; 

leu2Δ0 ; lys2Δ0 ; ura3Δ0 ; hap4 :: kanMX4); 

BY4742 ΔHxk2 (MATα ; his3Δ1 ; leu2Δ0 ; 

lys2Δ0 ; ura3Δ0 ; Hxk2 :: kan MX4). Cells were 

grown aerobically at 28°C in the following 

medium: 0.175% yeast nitrogen base w/o sulfate 

(Difco), 0.2% casein hydrolysate (Merck), 0.5% 

(NH4)2SO4, 0.1% KH2PO4, 2% lactate (w/v) 

(Prolabo), pH 5.5, 20 mg.L-1 L-tryptophan (Sigma), 

40 mg.L-1 adenine hydrochloride (Sigma) and 20 

mg.L-1 uracil (Sigma). When cells carried a 

plasmid (pTET-HAP4 (18)), the relevant amino-

acid was omitted from the medium. Growth was 

measured at 600 nm in a Safas spectrophotometer 

(Monaco). Dry weight determinations were 

performed on samples of cells harvested 

throughout the growth period and washed twice in 

distilled water. Cellular volume determination was 
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performed measuring the median cell volume of 

asynchronous yeast cell cultures using a Coulter‐
counter apparatus (Beckman‐Coulter). The 

volumes stipulated in Table 3 were determined. 

 

Oxygen consumption assays: 

Oxygen consumption was measured 

polarographically at 28°C using a Clark oxygen 

electrode in a 1 ml thermostatically controlled 

chamber. Respiratory rates (JO2) were determined 

from the slope of a plot of O2 concentration versus 

time. Respiration assays of growing cells were 

performed in the growth medium except in the case 

of uncoupled respiration (10µM CCCP), where 

100mM ethanol was added in order to avoid any 

kinetic control upstream the respiratory chain. 

 

Adenine nucleotides measurement: 

Cellular extracts were prepared by an ethanol 

extraction method adapted from the one described 

in (19). Briefly, cells were harvested by rapid 

filtration on nitrocellulose filter (1 µm). The filter 

was immediately dropped into a glass tube 

containing 5 ml of ethanol/Hepes 10mM pH 7.2 

(4/1), and the tube was then incubated at 80°C for 

3 min. The mixture was cooled down on ice for at 

least 3 min, and the ethanol/HEPES solution was 

eliminated by evaporation using a rotavapor 

apparatus. The residue was suspended in 500 µl of 

water. Insoluble particles were eliminated by 

centrifugation (12 000 g, 10 min, 4°C) and adenine 

nucleotides content was determined on the 

supernatant. ATP and ADP were measured using a 

luciferin/luciferase enzymatic kit (ATPlite 1step, 

Perkin Elmer). For ADP content determination, the 

extract was incubated for a half hour at 28°C in the 

following buffer: KH2PO4 75mM, MgSO4 15mM, 

phosphoenolpyruvate 0.1mM and 1U pyruvate 

kinase in order to transform ADP into ATP, then 

quantified using the ATPlite kit. 

 

Inorganic phosphate determination:  

Inorganic phosphate was determined according to 

the method of Sumner (20) 

 

Hexoses phosphate measurements:  

Glycolysis hexose phosphates were measured in 

the following buffer: 50 mM Triethanolamine, 

7.5 mM MgCl2, 3.75 mM EDTA. G6P was 

measured in the presence of 1 mM NAD+ and 

0.3 U/ml glucose-6-phosphate dehydrogenase. 

NADH absorbance was followed at 340nm and the 

signal was calibrated with standard NADH of 

known concentration.  

F1,6bP was measured in the following buffer: 

Triethanolamine 50 mM, MgCl2 7,5 mM, EDTA 

3,75 mM, 1 mM NAD+, 1 mM Pi, 1 mM ADP, 0.6 

U/ml phosphoglycerate kinase and 0.3U/ml 

aldolase. The reaction was started by adding 

0.3U/ml glyceraldehyde 3 phosphate 

dehydrogenase. NADH absorbance was followed 

at 340nm and the signal was calibrated with 

standard NADH.  

 

Spheroplasts preparation :  

Spheroplasts were obtained according to Avéret et 

al. (17) and were suspended in the following 

buffer : 1 M sorbitol, 1.7 mM NaCl, 0.5 mM 

EGTA, 10 mM KCl, 1 mM potassium phosphate, 

10 mM Tris-HCl, 10 mM NH4Cl, 6 mM 

iodoacetate whenever required, and 1 % bovine 

serum albumin, pH 6.8. Protein determination was 

done using the biuret method with BSA as a 

standard. 

Model description:  

 To further investigate the role of glycolysis 

hexoses phosphates in the induction of the Crabtree 

effect, we performed an in silico study of the 

induction of this effect. We started from a yeast 

glycolysis model developed in (21). This model 

involved a detailed description of all glycolysis 

reactions as well as the pathway from pyruvate to 

ethanol through acetaldehyde (pyruvate 

decarboxylase (PDC) and alcohol dehydrogenase 

(ADH)) and two branches: one towards acetate 

(acetate branch: acetaldehyde → acetate) and the 

other towards succinate thus summarizing most of 

the TCA cycle (succinate branch: pyruvate → 

succinate).  

We adapted this model to our experimental 

conditions by suppressing the acetate branch and 

replacing the succinate branch by a more detailed 

representation of the TCA cycle involving 

pyruvate dehydrogenase (PDH) and the TCA cycle 

reactions: acetyl-CoA + 4 NAD + ADP + Pi → 4 

NADH + ATP, both modeled by an irreversible 

mass action equation. For the sake of simplicity, 

the reduction of quinone Q within the TCA cycle 

was replaced by the reduction of an extra molecule 
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of NAD which has the same proton stoichiometry 

in yeast since Saccharomyces cerevisiae does not 

contain a proton pumping complex I. Instead of the 

acetate branch we added a reaction called 

ALD_ACS (acetaldehyde dehydrogenase and 

acetyl-CoA synthase) that represents the 

production of acetyl-CoA from acetaldehyde: 

acetaldehyde + NAD + ATP →Acetyl-CoA + 

NADH + ADP + Pi, also modeled by an 

irreversible mass action equation. PDC and 

ALD_ACS is the major pathway of pyruvate entry 

in the TCA cycle in our experimental conditions in 

which two substrates (NADH and lactate) are 

feeding the respiratory chain in different entry 

points. Thus the OXPHOS modeling involves two 

equivalent reactions with different stoichiometries: 

- 1/ OXPHOS_NADH : NADH + 1.5 ADP + 1.5 Pi 

→ NAD + 1.5 ATP 

- 2/ OXPHOS_LAC : Lactate +  ADP + Pi → 

Pyruvate + ATP 

Both reactions are considered as irreversible and 

modeled by a Henri-Michaelis-Menten equation 

(22) with two inhibitor terms (INH_ATP and 

GF_Inhib):  

𝑂𝑋𝑃𝐻𝑂𝑆_𝑁𝐴𝐷𝐻 =  
𝑉max _𝑁𝐴𝐷𝐻 × 𝐺𝐹_𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏 × 𝐼𝑁𝐻_𝐴𝑇𝑃 × 𝑁𝐴𝐷𝐻 × 𝐴𝐷𝑃

𝐾𝑁𝐴𝐷𝐻 × 𝐾𝐴𝐷𝑃 × (1 +
𝑁𝐴𝐷𝐻
𝐾𝑁𝐴𝐷𝐻

) × (1 +
𝐴𝐷𝑃
𝐾𝐴𝐷𝑃

)
 

𝑂𝑋𝑃𝐻𝑂𝑆_𝐿𝐴𝐶 =  
𝑉max _𝑙𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡𝑒 × 𝐺𝐹_𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏 × 𝐼𝑁𝐻_𝐴𝑇𝑃 × 𝑙𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡𝑒 × 𝐴𝐷𝑃

𝐾𝑙𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡𝑒 × 𝐾𝐴𝐷𝑃 × (1 +
𝑙𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡𝑒
𝐾𝑙𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡𝑒

) × (1 +
𝐴𝐷𝑃
𝐾𝐴𝐷𝑃

)
 

With: 

 

𝐺𝐹_𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏 =
(

𝐺6𝑃
𝐹1,6𝑏𝑃

)
4

𝐾4 + (
𝐺6𝑃

𝐹1,6𝑏𝑃
)

4 

Vmax_NADH=50 mM/s and Vmax_lactate=33 mM/s 

KADP=1 mM; Klactate=1 mM; KNADH=1 µM 

INH_ATP function is a decreasing hyperbola 

representing the OXPHOS inhibition at high ATP 

concentration (KA=1) 

GF_Inhib term summarizes the activation and 

inhibition by G6P and F1,6bP respectively 

(K=0.005). It is a sigmoid function of the ratio G6P 

/ F1,6bP taking values between 0 and 1.  

The concentration and flux values at steady-state 

are obtained using Copasi (http://copasi.org/ ). 

The .xml file of the model is given in the 

supplementary data. 

Data Analysis 

Data are presented as mean ± SEM. Differences 

between substrate conditions were analyzed by t 

test, with the following code in the figures: (*) for 

p < 0.05, (**) for p < 0.01, (***) for p < 0.001 and 

(****) for p << 0.001. When comparing different 

values obtained in the same experiment (typically 

the value without glucose and the value with 

glucose added in the same sample) the mean of the 

differences was compared to zero (matched pairs 

differences) with the same representation code in 

the figures. 
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ABBREVIATIONS 
F1,6bP: Fructose-1,6-bisphosphate 
G6P : Glucose-6-phosphate 
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TABLES 
 

 

Glucose 

mM 
G6P F1,6bP 

G6P/F1,

6bP 

OXPHOS_ 

NADH 

OXPHOS_ 

LAC 
VO2 ATPASE NADH PYR 

0.5  1.81 0.61 2.96 2.94 1.04 3.98 14.29 0.015 1.99 

60 3.16 7.49 0.42 3.10 1.04 4.13 14.29 0.08 5.13 

 

Table 1 : Simulation results without modulation of  the respiratory rate by the ratio G6P/F1,6bP. 
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Glucose 

mM 

G6P F1,6bP G6P/F1,6

bP 

OXPHOS

_NADH 

OXPHOS

_LAC 

VO2 ATPASE NADH PYR 

0.5 1.81 0.61 2.96 2.94 1.04 3.98 14.29 0.015 1.99 

60 3.15 8.50 0.37 2.46 0.82 3.28 14.29 0.09 4.78 

 

Table 2: Simulation results with OXPHOS modulation by the ratio G6P/F1,6bP. 
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Strain Volume 

(fentoliter/cell) 

± 

WT 32 1 

ΔHxk2 33 1 

WTp 37 2 

HAP4 63 4 

 

Table 3 : Cellular volumes of the different strains used in this study. Cellular volume determination 

was performed as described in the Materials and Methods section. Results are means of at least three 

separate experiments ±SD. 

 

 

  

 by guest on July 24, 2018
http://w

w
w

.jbc.org/
D

ow
nloaded from

 



 15 

FIGURES LEGENDS :  
Figure 1: Study of the Crabtree effect in wild type cells : (A) Glucose induced decrease in respiratory rate. 

Glucose concentrations were as follows: none (black), 30mM (gray), 60mM (red) and 90mM (white).  (B) 

fructose-1,6-bisphosphate accumulation and (C) ATP (black), ADP (gray) and Pi (white). Respiratory rates, 

fructose-1,6-bisphosphate, adenine nucleotides and Pi determination were performed as described in the 

Materials and Methods section. Results are means of at least three separate experiments ±SEM.  

 

Figure 2: Study of the Crabtree effect in ∆hxk2 cells : (A) Respiratory rate. Glucose concentrations were as 

follows: none (black), 30mM (gray), 60mM (red) and 90mM (white). and (B) fructose-1,6-bisphosphate 

accumulation in ∆hxk2 cells upon glucose addition. (C) Glucose induced glucose-6-phosphate modulations in 

wild type (white) and ∆hxk2 (black) cells  and (D) ATP (black), ADP (gray) and Pi (white) in ∆hxk2 cells. 

Respiratory rates and fructose-1,6-bisphosphate, glucose-6-phosphate, adenine nucleotides and Pi determination 

were performed as described in the Materials and Methods section. Results are means of at least three separate 

experiments ±SEM.  

 

Figure 3: Study of the Crabtree effect in HAP4p overexpressing cells (A) Respiratory rate. Glucose 

concentrations were as follows: none (black), 30mM (gray), 60mM (red) and 90mM (white). and (B) fructose-

1,6-bisphosphate accumulation in wild type (white) and HAP4p overexpressing (black) cells upon glucose 

addition. (C) Glucose induced glucose-6-phosphate modulations in wild type (white) and HAP4p overexpressing 

cells (black) cells  and (D) ATP (black), ADP (gray) and Pi (white) in wild type and HAP4p overexpressing 

cells. Respiratory rates, fructose-1,6-bisphosphate, glucose-6-phosphate, adenine nucleotides and Pi 

determination were performed as described in the Materials and Methods section. Results are means of at least 

three separate experiments ±SEM. HAP4OX : Δhap4 strain harboring a plasmid overexpressing HAP4p. Results 

are means of at least three separate experiments ±SEM.  

 

Figure 4: Fructose 1,6 bisphosphate-induced inhibition of respiration on permeabilized spheroplasts (A) 

Fructose 1,6 bisphosphate-induced inhibition of respiration on permeabilized spheroplasts isolated from wild 

type (black) and ∆hxk2 (red) cells. (B) Fructose 1,6 bisphosphate-induced inhibition of respiration on 

permeabilized spheroplasts isolated from wild type (black) and HAP4p overexpressing (red) cells. Respiratory 

rates were measured as described in the Materials and Methods section. Results are means of at least three 

separate experiments ±SEM. The values at F1,6bp = 10 mM are statistically different from the value at F1,6bP 

= 0 mM for each strain (WT, hxk2 and ΔHAP4 OX).  

 

Figure 5: G6P/F1,6bP ratio in wild type & ∆hxk2 (A) and WTp & HAP4OX (B) overexpressing cells. The 

ratios were calculated from Figure 1, 2 and 3 data. Wild type (white) and mutant (black) are represented.  

 

Figure 6: Study of the Crabtree effect in galactose grown cells without (white) or with (black) glucose. (A) 

Glucose induced decrease in respiratory rate (B) fructose-1,6-bisphosphate accumulation (C) glucose-6-

phosphate modulation in cells and (D) Data from Figure 6B and 6C were used to calculate the G6P/F1,6bP ratio. 

Respiratory rates, fructose-1,6-bisphosphate and glucose-6-phosphate were measured as described in the 

Materials and Methods section Results are means of at least three separate experiments ±SEM. 

 

 

Figure 7: Theroretical fluxes in the metabolic network with 0.5/60 mM external glucose in the absence of 

G6P/F1,6BP modulation. The first value of flux corresponds to 0.5 mM external glucose and the second value 

to 60 mM external glucose. The red steps have their flux increased after addition of glucose 60 mM and the 

green ones decreased. The ratio G6P/F1,6bP goes from 2.95 (0.5 mM glucose) to  0.42 (60 mM glucose). A 

slight OXPHOS activation is observed in this case. 
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Figure 8: Theroretical fluxes in the metabolic network with 0.5/60 mM external glucose in the presence of 

G6P/F1,6BP modulation. The red steps have their flux increased after addition of glucose and the green ones 

decreased. An OXPHOS inhibition is observed in this case. 

 

Figure 9: Experimental (blue, values are from the wild type) and simulated (orange-without inhibition- 

and green-with inhibition) values of F1,6bP (A) and G6P (B) at various glucose concentrations. 

 

Figure 10: Respiratory rate as a function of the [G6P] / [F1,6bP] ratio  

Black full circles correspond to the WT, ∆hxk2 and HAP4p overexpressing cells grown on lactate medium (Fig. 

1, 2, 3 and 5).  Blue full squares correspond to the same strains grown on galactose medium (Figure 6). The red 

points correspond to values from the literature on ascite tumor cells. red circles are from (2) and red triangles 

are from (6). The full curve is drawn according to the model described in the Material and Methods section with 

K = 0.27 in the regulatory Hill’s curve as a function of the G6P/F1,6bP ratio (Hill’s n = 4). The dotted line 

corresponds to an absence of regulatory Hill’s function. 
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