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Résumé en français 

 La mitochondrie est au cœur des réorientations métaboliques permettant aux cellules 
cancéreuses de subvenir à leurs besoins énergétiques et métaboliques croissants. Les cellules 
à croissance rapide privilégient la glycolyse aérobie à la respiration mitochondriale et 
surexploitent d’autres ressources énergétiques comme la glutamine ou le lactate. Le stress 
cellulaire et mitochondrial, l’hypoxie vont croître au sein des tumeurs, impactant la fonction 
du système immunitaire infiltrant. Nous avons étudié comment la modulation de la 
physiologie des mitochondries au sein des tumeurs peut en augmenter l’immunoréactivité. 

Nous avons généré une cellule de sarcome murin portant une mutation d’un site 
senseur du stress oxydant de la protéase mitochondriale OMA1. Cette mutation abolit le 
clivage de la protéine fusiogène OPA1 en situation de stress et perturbe le contrôle de qualité 
assuré par l’équilibre entre fusion et fission. Les cellules mutées ne forment pas de tumeurs 
in vivo et relarguent de l’ADN mitochondrial qui contribue à amplifier la réponse immunitaire 
anti-tumorale. 

La compétition pour l’accès à l’oxygène, au glucose, aux acides aminés et à des 
métabolites essentiels contribue dans un contexte de stimulation chronique à l’épuisement 
lymphocytaire. La disponibilité en vitamine B5, précurseuse du coenzyme A, est régulée par 
l’activité pantéthéinase Vanin1. Dans des banques de données de patients, l’expression de 
VNN1 dans les sarcomes est associée à un mauvais pronostic et une perte de signatures 
immunitaires.  Afin de soutenir le métabolisme lymphocytaire, nous avons étudié l’impact de 
l’administration de pantéthine, substrat de l’activité Vnn1, sur la croissance de tumeurs. Ce 
traitement freine la croissance tumorale et amplifie le développement d'une réponse 
immunitaire de type 1 aboutissant à la génération d'effecteurs cytolytiques fonctionnels anti-
tumoraux. En association avec une immunothérapie, la pantéthine améliore le pronostic de 
ces tumeurs. 
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Abstract 

The mitochondria are at the heart of the metabolic shifts that allow cancer cells to 

meet their increasing energy and metabolic needs. Rapidly growing cells favor aerobic 

glycolysis over mitochondrial respiration and overexploit other energy resources such as 

glutamine or lactate. Cellular and mitochondrial stress and hypoxia will increase within 

tumors, impacting the function of the infiltrating immune system. We studied how modulation 

of mitochondrial physiology within tumors can increase their immunoreactivity. 

We generated a murine sarcoma cell with a mutation in an oxidative stress sensor site 

of the mitochondrial protease OMA1. This mutation abolishes the cleavage of the fusiogenic 

protein OPA1 under stress and disrupts the quality control provided by the balance between 

fusion and fission. Mutated cells do not form tumors in vivo and release mitochondrial DNA 

that contributes to amplify the anti-tumor immune response. 

Competition for access to oxygen, glucose, amino acids and essential metabolites 

contributes to lymphocyte depletion in the context of chronic stimulation. The availability of 

vitamin B5, a precursor of coenzyme A, is regulated by Vanin1 pantetheinase activity. In 

patient databases, VNN1 expression in sarcoma is associated with poor prognosis and loss of 

immune signatures.  To support lymphocyte metabolism, we studied the impact of 

administration of pantethine, a substrate of Vnn1 activity, on tumor growth. This treatment 

inhibits tumor growth and enhances the development of a type 1 immune response leading 

to the generation of functional anti-tumor cytolytic effectors. In combination with 

immunotherapy, pantethine improves the prognosis of these tumors. 
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PDGF Platelet-derived growth factor 
PEPCK Phosphoénolpyruvate carboxykinase 
PFK Phosphofructokinase 
PFN Perforine 
PGAM Phosphoglycérate mutase 

PGC1 Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 α 

PGE Prostaglandin e 
PGK Phosphoglycérate kinase 
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PHB Poly-(beta)-hydroxybutyrate 
PHD Prolyl hydroxylase domain 
PI3K Phosphoinositide 3-kinase 
PK Pyruvate kinase 
PKC Protein Kinase C 
PKM Yruvate kinase musculaire 
PPAR Peroxisome proliferator-activated receptor 
PPC Phosphoenolpyruvate carboxylase 
PPP Voie des pentoses phosphates  
PRMT Protein arginine n-methyltransferase  
PUMA p53 upregulated modulator of apoptosis 
  

R 
  
RAS Rat sarcoma virus 
RNMT Mrna-capping methyltransferase 
ROS Reactive oxygen species 
  

S 
  
SAM S-adenosylmethionine 
SCFa Short-chain fatty acids 
SDH Succinate dehydrogenase 
SIRT Sirtuines 
SMVT Sodium multivitamin transporter 
SOD Superoxide dismutase 
SREBP Sterol regulatory element-binding proteins 
STING Stimulator of interferon genes CGAMP Interactor 1 
STLMS Soft tissue leiomyosarcoma 
SWI/SNF Switch/sucrose non-fermentable 
  

T 
  
TCF1 T-cell factor 
TCR T-cell receptor 
TDG Thymine adn glycosylase 
TEP Tomographie à émission de positon 
TET Ten-eleven translocation (tet) methylcytosine dioxygenases 
TFAMS Mitochondrial transcription factor A 
TG2 Transglutaminase tissulaire 
TGF Tumor growth factor 
TILS Tumor infiltrating lymphocytes 
TIM3 T-cell immunoglobulin and mucin containing protein-3 
TIS Tumor immune signature 
TLR Toll-lie receptor 
TNF Tumor necrosis factor 
TOX Thymocyte selection-associated high mobility group box 
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TPI Triose-phosphate isomérase 
TRAIL Tnf-related apoptosis-inducing ligand 
  

U 
  
UBC9 Ubiquitin conjugating enzyme 
ULMS Uterine leiomyosarcoma 
ULP Ubl-specific protease 
UPR Unfolded protein response 
UPS Undifferentiated pleomorphic sarcoma 
  

V 
  
VEGF Vascular endothelial growth factor 
VHL Von hippel–lindau 
VNN1 Vanin1 
  

W 
  
WHO World Health Organisation 
  

Y 
  
YMEL1 Yme1 like 1 ATPase 
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Introduction 

Il y a environ 76 millions d’années, un dinosaure, le Centrosaurus apertus, développait 

un ostéosarcome dans les vastes plaines du Canada (1). Des plus grands mammifères aux 

invertébrés, traversant les ères glaciaires et les plus grands moments de l’Histoire, le cancer 

est un problème de société touchant sans distinction, les femmes, les hommes, les enfants et 

dont plus de 18,1 millions de personnes sont atteintes (WHO). Guérir le cancer c’est alors le 

combat de plusieurs millions de personnes à travers le monde et ce depuis plusieurs milliers 

d’années. Guérir le cancer, c’est en connaître les causes et les prévenir, comprendre son 

développement et son évolution pour développer des stratégies innovantes aux résultats 

prometteurs. Des civilisations ancestrales jusqu’à la fin du XIXème siècle, la chirurgie restera 

l’unique moyen de traiter les cancers, plus précise de nos jours, elle reste encore largement 

pratiquée. Pourtant, récidives, métastases et tumeurs liquides nécessiteront l’usage de 

traitements complémentaires. C’est à l’aube du XIXème siècle, qu’Emil Grubbe joint à la 

chirurgie l’utilisation des rayons X sur le cancer du sein. Quelques années plus tard, Marie 

Curie découvre le radium et c’est alors Pierre Curie qui en propose l’usage sur des tumeurs 

cutanées malignes, la curiethérapie était née. En Allemagne, Otto Warburg note que les 

cellules cancéreuses consomment fortement le glucose, produisent une quantité importante 

de lactate et ce même en présence d’oxygène, décrit de nos jours comme l’effet Warburg. 

Alors que le monde est plongé dans la sombre période des guerres mondiales, c’est d’une 

arme chimique redoutable, le gaz moutarde, que naîtront les premières chimiothérapies. 

Cibler la prolifération accrue de la cellule cancéreuse et freiner sa forte consommation de 

glucose sont alors les objectifs de nombreux traitements dont l’efficacité est certes présente 

mais dont les effets secondaires sont importants, comme par exemple la doxorubicine, le 

cisplatine ou le cyclophosphamide. L’essor des connaissances scientifiques permettra en 

période d’après-guerre le développement des premières thérapies ciblées qui visent à corriger 

les altérations moléculaires et protéiques présentes dans les cellules cancéreuses. L’imagerie 

médicale s’améliore également avec la tomographie à émission de positons, la TEP, utilisant 

notamment le glucose comme marqueur fluorescent consommé par les tumeurs. À la fin du 

XXème siècle, les chercheurs.euses s’accordent à étudier une tumeur comme un ensemble 

complexe d’acteurs cellulaires et moléculaires à caractère évolutif. Les nouvelles thérapies ne 

ciblent plus exclusivement la cellule cancéreuse, mais un ensemble d’acteurs. Le XXIème siècle 

est marqué par une révolution thérapeutique, le succès des immunothérapies, comme dans 

le mélanome. Cette thérapie vise les mécanismes de résistance développés par la cellule 

cancéreuse contre le système immunitaire. Ainsi, le système immunitaire, protection naturelle 

de l’hôte contre les agressions, se révèle être un acteur clef dans l’élimination des cellules 

cancéreuses. Cependant, l’efficacité des immunothérapies n’est pas universelle avec une 

hétérogénéité de réponses selon les types de cancer. En effet, bien que le système 

immunitaire joue un rôle prépondérant dans l’élimination des cellules cancéreuses, il 

nécessite qu’un ensemble de signaux soit réuni pour satisfaire ses fonctions. D’une part, la 

quantité et la nature de cet infiltrat immunitaire sont importantes, car la présence du système 

immunitaire, n’est pas toujours associée à un meilleur pronostic en termes de survie.  
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Ainsi, le meilleur moyen de lutter contre le cancer, après la prévention, est de 

combiner des thérapies diminuant l’agressivité des cellules cancéreuses tout en préservant et 

en augmentant la réponse antitumorale.  D’autre part, il faut tenir compte du métabolisme 

tumoral.  

Le métabolisme recouvre l’ensemble des réactions biochimiques qui transforment des 

métabolites pour satisfaire les fonctions biologiques d’une cellule, qu’elle soit cancéreuse ou 

immunitaire. C’est un domaine de recherche centenaire qui présente des perspectives 

thérapeutiques intéressantes.  D’un côté, les altérations des cellules cancéreuses conduisent 

à une modification de l’utilisation des ressources, à une réorientation des voies métaboliques 

pour satisfaire la gestion du stress cellulaire et compenser les facteurs limitants comme 

l’oxygène, le glucose ou encore les cofacteurs des réactions métaboliques. Développer des 

thérapies pour contrer les adaptations d’une cellule cancéreuse à son environnement peut 

alors nuire à sa prolifération. De l’autre, le système immunitaire, bien que pourvu de la 

capacité à percevoir les altérations tissulaires et y répondre, entre en compétition 

métabolique directe avec les cellules cancéreuses. Ainsi, la modulation du métabolisme 

tumoral a le potentiel d’agir sur de multiples paramètres pouvant conduire à plusieurs 

bénéfices thérapeutiques. Le challenge de la modulation du métabolisme est d’agir sur la 

cellule cancéreuse tout en maintenant une réponse immunitaire durable et effective.  

 Nous allons, dans une première partie, détailler et comprendre les caractéristiques 

fonctionnelles et métaboliques d’une cellule cancéreuse. Nous allons ensuite comprendre 

comment une organelle telle que la mitochondrie joue un rôle crucial dans de nombreux 

processus cellulaires et comment elle est devenue une cible de choix dans les thérapies 

actuelles. Nous parlerons de l’immunométabolisme, son rôle dans l’activation, la maturation 

et l’exhaustion du système immunitaire. Enfin, nous verrons comment les altérations 

métaboliques sur la cellule cancéreuse peuvent polariser le système immunitaire et comment 

cibler l’interaction du système immunitaire et des cellules cancéreuses peut être une stratégie 

thérapeutique prometteuse.
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Figure 1 : Les « cancer hallmarks » en 2022 d’après Hanahan et Weinberg 

Ce schéma explicatif met en perspective les 14 « cancer hallmarks » définis par Hanahan et 

Weinberg en 2022. Il représente l’ensemble des caractéristiques communes aux tumeurs 

dépendantes des cellules cancéreuses mais aussi au microenvironnement tumoral et au 

microbiome. Figure adaptée de la référence (2). 
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I) L’oncométabolisme 

A) La cancérogénèse 

1) Définition des cancer hallmarks 

Le cancer regroupe un ensemble de pathologies qui se caractérise par la prolifération 

accrue et non contrôlée de cellules du soi. Médecine et recherche se sont efforcées de les 

catégoriser et d’en identifier les caractéristiques intrinsèques, appelées en anglais les cancer 

hallmarks. Bien que les quatre grandes catégories de cancers : les carcinomes, les mélanomes, 

les lymphomes/leucémies et les sarcomes restent largement utilisées, en définir les sous types 

reste plus complexe : deux sarcomes sont aussi différents qu’un mélanome ne l’est d’un 

carcinome. Doit-on les catégoriser selon le type de tissu dans lequel ils se développent, 

l’origine des altérations qui ont conduites à leur développement, leur infiltration par le 

système immunitaire, . . .  Les dernières années de recherches ont permis la définition des 

cancer hallmarks, définissant des caractéristiques communes à tous les cancers. Leur nombre 

a évolué au cours du temps, reflétant la manière dont la communauté scientifique 

appréhende et étudie le cancer. Il y a 22 ans, Hanahan et Weinberg définissaient les 

caractéristiques acquises des cellules cancéreuses (indiquées par une police d’écriture grise 

sur la Figure 1) : l’échappement à l’apoptose, l’auto-suffisance vis-à-vis des facteurs de 

croissance, l’insensibilité aux signaux inhibiteurs de la croissance, la capacité d’invasion et de 

métastase, le potentiel de réplication infini et la capacité à créer de nouveaux vaisseaux, 

appelée néoangiogénèse (3). Il y a 11 ans, les cancer hallmarks passaient de 6 à 10. En effet, 

s’y ajoutent plusieurs caractéristiques favorables à la progression tumorale : l’échappement 

de la destruction par le système immunitaire, la dérégulation de l’énergétique cellulaire, 

l’instabilité du génome ainsi que l’inflammation pro-tumorale (indiquées par une police 

d’écriture rose sur la Figure 1). L’évolution notable de cette nouvelle version permet d’intégrer 

la notion que des paramètres externes à la cellule cancéreuse peuvent définir une tumeur 

comme le métabolisme et le microenvironnement tumoral (4). Enfin, l’année dernière, c’est à 

14 que se portent les cancers hallmarks avec l’ajout de la modulation de la plasticité cellulaire, 

de la reprogrammation épigénétique non mutationnelle, du microbiome polymorphique et de 

la sénescence cellulaire (2) (indiquées par une police d’écriture orange sur la Figure 1) . Ainsi, 

caractériser le cancer c’est avoir une vue intégrée et multidisciplinaire en étudiant l’ensemble 

des acteurs cellulaires et moléculaires.  
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Figure 2 : Voies de signalisation avec une mutation d’un oncogène ou d’un gène suppresseur 
de tumeur dans les différents types de cancer.  

Les 127 gènes significativement mutés dans 12 types de cancers sont regroupés ici en 20 

processus cellulaires. Le pourcentage des échantillons mutés dans chaque type de tumeur et 

dans tous les cancers confondus est indiqué, le pourcentage le plus élevé parmi les 12 types de 

cancers en gras. Figure de la référence (5). Abréviation de la figure: Breast adenocarcinoma 

(BRCA), lung adenocarcinoma (LUAD), lung squamous cell carcinoma (LUSC), uterine corpus 

endometrial carcinoma (UCEC), glioblastoma multiforme (GBM), head and neck squamous cell 

carcinoma (HNSC), colon and rectal carcinoma (COAD, READ), bladder urothelial carcinoma 

(BLCA), kidney renal clear cell carcinoma (KIRC), ovarian serous carcinoma (OV) and acute 

myeloid leukaemia (LAML; conventionally called AML). 
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2) Oncogènes et gènes suppresseurs de tumeurs 

Comprendre l’origine génétique, protéique ou moléculaire des altérations de la cellule 

cancéreuse a été essentiel pour explorer de nouvelles opportunités thérapeutiques. 

Rapidement, il a été mis en évidence que certains gènes régulateurs du cycle cellulaire, des 

voies de signalisation de croissance et de la prolifération mais aussi des gènes associés au 

développement embryonnaire sont préférentiellement altérés dans les cancers. Les 

altérations génétiques à l’origine des cancers se produisent dans deux grandes familles de 

gènes : les oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeurs.  

Les oncogènes sont des gènes dont la mutation seule peut être suffisante pour initier 

ou favoriser le processus de cancérogénèse. Il s’agit le plus souvent de proto-oncogènes, c’est-

à-dire des gènes qui ont une action régulatrice positive sur le cycle cellulaire, les voies de 

signalisation associées aux facteurs de croissance (RTK, MAPK, PI3K, TGF β, Wnt/β-caténine, 

HIPPO). Leur surexpression et/ou leur mutation conduisent à un développement malin (Figure 

2).  

Les gènes suppresseurs de tumeurs peuvent prévenir ou diminuer la cancérogénèse. 

Parmi les oncogènes et gènes suppresseurs de tumeurs les plus souvent mutés, tous types de 

cancers confondus, nous retrouvons : TP53, CDKN2A, ARID1A, KRAS, PTEN, TERT, RB1, BRAF, 

MYC (6). Ils peuvent être impliqués dans des voies de signalisation telles que l’intégrité du 

génome, la modification des histones ou l’épissage (Figure 2).  
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Figure 3 : Principales voies de signalisation dans les cellules cancéreuses 

Ce schéma rassemble l’ensemble des voies de signalisation impliquées dans les processus 

tumoraux. De gauche à droite, nous retrouvons la voie de signalisation TGFβ/SMAD impliquée 

dans l’apoptose et la différenciation cellulaire ; la voie RAS/MAP kinases régulant la 

prolifération, la différenciation, la survie, la migration et le développement, la voie des RTK ou 

récepteurs tyrosines kinases, et notamment la voie PI3K/AKT qui régule de nombreux 

processus cellulaires par les nombreuses cibles d’AKT ; la voie Wnt/β-caténine régule la 

croissance cellulaire. La transduction de signal se fait par activation (flèches pleines), inhibition 

(flèches avec empâtements) ou phosphorylation (groupements phosphates en jaune). Figure 

adaptée de Tocris Bioscience pour News Medical Life Sciences. 
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Pour comprendre comment les mutations de ces gènes peuvent engendrer le 

processus de cancérogénèse, il faut en connaître davantage sur leurs fonctions. 

Physiologiquement, la liaison d’un facteur de croissance sur son récepteur va activer 

principalement deux voies de signalisation. La voie RAS / MAP kinases et la voie 

PI3K/AKT/mTOR (Figure 3). Ces voies vont activer des facteurs de transcription tels que 

JUN/FOS/EGR1 qui sont impliqués dans la réplication cellulaire. Ces mécanismes sont régulés 

par des points de restriction dont les protéines sont souvent codées par des gènes 

suppresseurs de tumeurs comme p53 ou PTEN (Figure 3). Si les mutations augmentent 

l’utilisation de ces voies, elles vont antagoniser les mécanismes de régulation ; au contraire si 

les mutations touchent des gènes suppresseurs de tumeurs comme le master régulateur p53, 

les processus de régulation sont perdus. Ainsi, la forte activité des facteurs de transcription 

codant pour les complexes du cycle cellulaire va entraîner une prolifération non contrôlée. La 

suractivation de ces voies est souvent observée dans l’évolution des cancers et renforce leur 

transformation, notamment en termes de consommation d’énergie. Les voies RAS/MAPK et 

PI3K/AKT/mTOR induisent notamment l’augmentation de transporteurs du glucose et le 

niveau d’expression des enzymes glycolytiques. La mutation d’autres gènes peut résulter en 

des conséquences similaires, notamment si les altérations des cellules cancéreuses touchent 

la prolifération cellulaire, la mobilisation des ressources énergétiques, les voies de 

signalisation des facteurs de croissance, la réplication et la réparation de l’ADN, la régulation 

des voies de mort cellulaire telle que l’apoptose ou encore la vascularisation. Les causes de 

surexpression de ces gènes sont très variées, d’ordre génétique comme les mutations 

ponctuelles, les insertions/délétions nucléotidiques, les altérations des régions non codantes 

(7) ou encore les variations du nombre de copies d’un gène donné (8).  

 

28



 

Figure 4 : régulations épigénétiques des histones et du génome 

Les marques épigénétiques sur les histones, l’ADN ou l’ARN sont régulées par des « writers », 

les protéines qui ajoutent les marques et les « erasers », celles qui les enlèvent. On retrouve 

différents types de marques : méthylation, acétylation, phosphorylation, ubiquitination et 

sumoylation.  
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3) Régulation de la chromatine  

Bien que largement partagées au sein des cancers, les mutations et les altérations de 

la séquence d’ADN ne sont pas l’unique voie de régulation de l’expression génique. En effet, 

la molécule d’ADN fait partie de la chromatine, un complexe constitué du matériel génétique 

et de protéines : les histones et les protéines non histones. On distingue deux états de la 

chromatine : l’hétérochromatine qui est condensée et où l’accessibilité aux séquences d’ADN 

est réduite et l’euchromatine, moins condensée, qui permet l’expression génique. L’unité de 

base de la chromatine est le nucléosome. Il est formé d’une boucle d’ADN et d’un octamère 

d’histones. Les régulations qui ont lieu au niveau de la chromatine porte le nom 

d’épigénétique. La nature des modifications épigénétiques est variée et peut se produire au 

niveau de la séquence d’ADN par ajout de groupe méthyl (méthylation), sur les molécules 

d’ARN messagers (méthylation) ou sur les histones (méthylation, acétylation, ubiquitination, 

phosphorylation, sumoylation) (Figure 4). L’ajout de ces groupements sur les différents 

constituants de la chromatine va moduler l’expression des gènes par des mécanismes 

d’encombrement stérique, de changements de charge moléculaire ou encore de 

modifications des interactions intramoléculaires et protéiques. Les méthylations des histones 

sont aussi bien associées à l’état ouvert que fermé de la chromatine selon la sous unité 

d’histone touchée. L’acétylation des histones est associée à une accessibilité réduite de la 

chromatine contrairement aux ubiquitinations, phosphorylations et sumoylations plutôt 

associées à l’augmentation de son accessibilité. Au niveau de la séquence génétique, plus 

l’ADN présentera des méthylations, moins les gènes seront actifs. Dans une autre échelle de 

taille, ce sont également les réarrangements intra- et interchromosomiques qui peuvent être 

cause de cancers, des gènes hormonaux pouvant par exemple être accolés à des gènes de 

croissance. C’est souvent le cas dans les sarcomes des tissus mous et les ostéosarcomes. Que 

ce soit par modification épigénétique ou par réarrangement chromosomique, ces processus 

vont altérer la fonction et la régulation des oncogènes ou des gènes suppresseurs de tumeurs. 

Ces réarrangements de la chromatine peuvent également mener à la formation 

d’oncoprotéine ou protéine de fusion dont l’expression va favoriser le développement 

tumoral. De nombreuses cibles thérapeutiques épigénétiques ont été développées, 

cependant la difficulté est de cibler l’épigénétique au sein des cellules cancéreuses sans 

modifier celle présente et nécessaire dans le développement de la réponse immunitaire (9). 
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4) États métaboliques des sarcomes 

Ce chapitre a fait l’objet d’une revue, intitulée « Metabolic landscapes in sarcoma ». 

Dans cette revue, nous nous sommes intéressés à l’état de l’art sur les connaissances du 

métabolisme des sarcomes, son lien étroit avec les altérations génétiques fréquemment 

observées dans les sarcomes. Nous nous sommes également intéressés au lien entre état 

métabolique et infiltration immunitaire et à l’analyse de facteurs pronostiques à partir de 

banques de données humaines. 

 

Il est important de souligner la grande disparité des mécanismes oncogéniques altérés 

dans le développement des sarcomes. Les sarcomes adultes présentent majoritairement des 

altérations génétiques complexes. En se basant sur l’analyse de données transcriptionnelles 

de patients, nous avons souligné que les sarcomes, comme d’autres cancers, présentent de 

fort taux de mutations sur les gènes associés aux voies de signalisation Ras, PI3K et Hippo. De 

nombreux sous types de sarcomes présentent un accroissement de la glycolyse, notamment 

dans les LMS, STLMS et ULMS. Au contraire, les sarcomes plus agressifs, tels que les UPS, MFS 

et DDLPS présentent une réduction des signatures de phosphorylation oxydative. Enfin, une 

signature plus discrète est présente sur la voie de signalisation de l’interconversion du 

pyruvate et du glucuronate. Les sarcomes pléiomorphiques non-différenciés présentent des 

altérations associées aux voies de signalisation PPAR/Acides gras et glycine/sérine/thréonine. 

Les altérations génétiques dans les ostéosarcomes touchent la synthèse des acides aminés, la 

glycolyse et le shunt pentose phosphate. Dans les sarcomes à génome complexe, les 

altérations sont associées à un renforcement de l’effet Warburg, qu’il s’agisse initialement 

d’altérations des voies Ras, PI3K, Hippo ou de la perte d’un gène suppresseur de tumeur 

comme p53 ou encore de la formation de protéines de fusion comme dans le sarcome 

d’Ewing. Nous avons également noté que l’utilisation d’autres sources énergétiques comme 

la glutamine ou l’arginine peuvent contribuer à la progression tumorale des sarcomes. Le 

métabolisme dit à un carbone (1C) est surexploité dans certains sarcomes agressifs comme le 

sarcome d’Ewing. Nous avons analysé comment certains facteurs limitants tels que l’oxygène 

ou certains cofacteurs comme la vitamine B5 contribuaient à la balance énergétique entre 

glycolyse et respiration mitochondriale. Enfin, nous avons dressé une synthèse des thérapies 

actuelles ciblant le métabolisme des sarcomes.  
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Background
Sarcomas encompass a wide variety of tumors, with more 
than 170 subtypes, according to the last WHO classifi-
cation. They originate from the neoplastic transforma-
tion of mesenchymal cells in connective tissues [1, 2]: 
87% arise from soft tissue and 13% from bone [3, 4]. Soft 
tissue sarcoma (STS) presents as an indolent or aggres-
sive disease, often only diagnosed at an advanced and/or 
metastatic stages. Current sarcoma classification relies 
on histopathology that may lead to errors in up to a quar-
ter of cases [5]. In terms of prevalence, they represent less 
than 1% of adult cancers, but up to one fifth of pediat-
ric solid malignant cancers [3]. Surgery is the standard 
of care for patients supplemented with chemotherapy 
or radiotherapy [6]. Targeted therapies remain limited 
to tumors with well-defined oncogenic drivers [1, 2]. 
Clinical trials targeting immune checkpoints show low 
response rates, with few responsive histotypes. Finally, 
biomarkers or tertiary lymphoid structures may be be 
predictive tools for 10% of patients [7]. Consequently, 

improving sarcoma typing and treatment requires the 
use of large-scale “omics” tools to identify the oncogenic 
drivers, often resulting from multiple genetic alterations 
in adult STS. These can include translocations, mutations 
or amplifications/deletions that cripple major growth and 
differentiation pathways [8–12].

Given the limits of current treatments, exploiting drugs 
targeting metabolic pathways may pave the way to effec-
tive therapy for these largely incurable diseases.

Aggressive tumors must survive in a reorganized, 
stressful and metabolically competitive microenviron-
ment. This necessary adaptation exploits tumor heteroge-
neity and cell networks in the tumor microenvironment. 
Furthermore, within a given cell, plasticity depends on 
interconnections between various metabolic pathways to 
adapt growth to the available metabolites. A major trait 
often amplified in these tumors is the use of aerobic gly-
colysis, known as the Warburg effect [13], that optimizes 
tumor cell growth through provision of building blocks 
to increase biomass [14]. Since Warburg’s discovery, a 
debate has existed about the persistence of mitochon-
drial activity in glycolytic tumors and its potential to be a 
drug target [15]. Despite the central role of mitochondria 
not only in cell energetics, homeostasis and stress sens-
ing [16] but also reactive oxygen species (ROS) produc-
tion [17] their contribution to oncogenic transformation 
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is still debated. In some STS, germline mutations affect-
ing mitochondrial enzymes lead to the accumulation of 
oncometabolites that induce a pseudo-hypoxic response 
and alter epigenetic marks and differentiation [18]. In 
the tumor microenvironment, glycolytic and oxidizing 
cells may compete or cooperate for an optimal use and 
exchange of energetic metabolites. This network involves 
immune cells that adapt their metabolism to exert their 
functions in this competitive environment [19]. The 
purpose of this review is to link recent findings on STS 
genetics to the alterations of intracellular pathways 
affecting their tumor metabolic landscapes. Although 
not necessarily specific to STS, they may represent novel 
therapeutic opportunities.

Unsupervised omics and single cell‑based analyses 
highlight metabolic signatures in cancer
The development of more integrated technologies 
with increased sensitivity and/or resolution has helped 
to unravel tumor genomic and metabolic complexity 
in situ and to bridge the gap between mouse models and 
patients. Several recent studies documented the power 
of integrated genomic or metabolomic strategies to deci-
pher tumors complexity. An article from The Cancer 
Genome Atlas (TCGA) Research Network [8] combined 
genetic, epigenetic and transcriptomic analyses and pro-
posed a novel classification of STS subtypes with com-
plex genomes. In their analysis of the number and nature 
of copy number variations (CNVs), they identified three 
dominant profiles from leiomyosarcoma (LMS), myxo-
fibrosarcoma (MFS), undifferentiated pleomorphic sar-
coma (UPS) to dedifferentiated liposarcoma (DDLPS) 
displaying the highest level of genomic alterations. In 
addition to these modifications, the nature of epigenet-
ics marks, activating pathways or immune signatures 
add further prognostic value. Another article exploited 
TCGA data to describe the relative contribution of 114 
metabolic pathways to cancer progression [20]. This anal-
ysis showed that master metabolic transcriptional regu-
lators behave as genetic drivers explaining the metabolic 
profiles displayed by various tumors compared to nor-
mal tissues, and help predict responsiveness to metabo-
lism-targeting drugs. For example, alterations of specific 
transcriptional regulators explain the defect in polyam-
ine biosynthesis in prostate cancer. Similarly, distinct 
pathways enriched in breast cancer allow the discrimi-
nation of aggressive tumors from those associated with 
a good prognostic. Based on this finding, metformin, 
a mitochondrial complex 1 inhibitor, has been pro-
posed as a potential adjunct therapy against basal breast 
cancer cells, due to its unique deregulation of the Tri-
carboxylic Acid (TCA) cycle. In STS, this analysis high-
lighted the enrichment in the pentose and glucuronate 

interconversion (PGI) pathway, also amplified in the Yang 
Huang syndrome described in the context of traditional 
Chinese pharmacology [21]. The PGI pathway relies on 
UDP-glucuronosyltransferase (UGT) enzymes that cata-
lyze the binding of d-glucuronic acid to toxic substances 
or endogenous compounds such as bilirubin via glyco-
sidic bonds, contributing to the detoxification of lipo-
philic compounds or glucuronides.

Exploration of the TCGA database allows one to iden-
tify more discrete signatures displayed by major STS sub-
types versus other types of cancers. As shown in Fig. 1, 
all cancer types display abnormalities in cell cycle regu-
lation. Most carcinomas show an enrichment in onco-
genic pathways, glycolytic signatures and alterations 
of energetic, nucleotide, amino acid or macromolecule 
pathways. When considering STS as a whole, RAS, PI3K 
and HIPPO pathways light up, as in [8], coupled to a 
dominant glycolytic/OXPHOS signature. More discrete 
signals confirm the enhancement of the PGI pathway in 
STS, although this trend is not detectable when consid-
ering individually the STS subtypes. Our analysis also 
indicates that distinct signatures preferentially match 
with STS subtypes, with UPS featuring an enrichment in 
PPAR/fatty acids and glycine/serine/threonine pathways, 
whereas LMS display an enhanced OXPHOS signature. 
Similarly, differences in oncogenic pathway usage are 
apparent but it is difficult to relate these pathways to the 
metabolic bias in tumors.

The improvement of chromatographic and mass 
spectrometry (MS) analyses such as Ultra High Per-
formance Liquid Chromatography Q-Exactive MS 
(UHPLC-QE MS) has allowed time to be saved in sam-
ple separation while preserving the detection capacity 
of a large spectrum of metabolites. In osteosarcoma 
(OS), studies combining state-of-the-art transcriptomic 
and metabolomics approaches highlighted the ampli-
fication of nucleotide and amino acid (namely alanine, 
aspartate, glutamate, arginine, proline, methionine) 
pathways, glycolysis and the pentose phosphate shunt 
[26, 27]. Spatially-correlated analysis, mass spectrom-
etry imaging (MALDI-MSI) can further reveal how 
biomolecular ions are distributed on tissue sections, 
linking their molecular identification to their spatial 
distribution. Results from two studies [28, 29] compar-
ing STS subtypes showed that the overexpression of 
acyl-CoA-binding protein and stearyl-CoA desaturase 
(directly involved in the processing of fatty acids) as 
well as MIF1, galectin 1, thioredoxin could help distin-
guish LMS from MFS, and predict their prognostic. To 
identify tumor-associated metabolites in  situ, airflow-
assisted desorption electrospray ionization mass spec-
trometry imaging (AFADESI-MSI) was used on tissues 
from 256 esophageal cancer (ESCA) patients [30]. This 
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analysis unraveled the dysregulation of several meta-
bolic pathways affecting proline, glutamine, histidine, 
uridine, fatty acid and polyamine homeostasis. Among 
others, it identified pyrroline-5-carboxylate reductase 
2 (PYCR2) and ornithine decarboxylase (ODC), rate-
limiting enzymes in proline and polyamine biosyn-
thesis, respectively, as markers of tumor proliferation. 
Table 1 summarizes biomarkers and metabolites linked 
to alterations in the activation of metabolic pathways in 
STS. In the future, these explorations will benefit from 
single-cell strategies evaluating the metabolic status 
of tumor versus surrounding cells. In this context, the 
development of novel flow cytometry-based methods 
to assess metabolic activity such as Met-Flow [31] or 
SCENITH [32] have already proven their potential to 
assay the metabolic status of circulating or tumor-infil-
trating immunocytes.

Here, we will review and update the mechanisms that 
link complex oncogenic stimuli associated with various 
STS to metabolic alterations.

Oncogenic drivers upstream of growth pathways rewire 
metabolism in sarcomas
Physiologically, growth factor receptors (GFR) trigger the 
RAS/MAPK and PI3K/AKT/mTOR pathways and acti-
vate transcriptional regulators such as JUN/FOS/EGR1 
that drive cell division (Fig.  2A). This process is tempo-
rally regulated by the co-engagement of restriction points 
controlled by tumor suppressor genes (TSGs) (Fig.  2B) 
[73]. In cancer cells, prolonged exposure to oncogenic sig-
nals strongly stimulates ERK-dependent EGR1 activation, 
bypassing cell cycle regulation and provoking PI3K activa-
tion that antagonizes p53-dependent tumor suppression 
[74] (Fig. 2B). In p53-mutated cancers, the temporal regu-
lation of MEK/MYC/PI3K is dysfunctional and this allows 
cancer cells exposed to transient growth signals to prolif-
erate, in a context of increased genomic instability. These 
pathways have been shown to be involved in sarcomagen-
esis in both human and rodent models (Fig.  2A), down-
stream of oncogenic GFRs or receptors involved in tissue 
organization and trophicity. We will highlight how various 
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Table 1 Biomarkers and metabolites associated with STS

Cell processes Biomarkers (genes or 
metabolites)

STS subtype Prognosis significance References

Signaling RAS signaling GLUT, HK, PFK UPS, MFS Poor prognosis [33, 34]

PI3K‑AKT signaling LMS, EWS Poor prognosis [35, 36]

miR‑181b STLMS, ULMS RFS [8]

MDM2 amplification DDLPS Poor prognosis

GFR signaling IGFR1 overexpression STLMS, EWS, MLS, ARMS, 
SS

Poor RFS/DSS [8, 37, 38]

Her4/Erbb4 OS, EWS Poor prognosis [38]

Serum bFGF, VEGF STS Poor prognosis [39]

JUN signaling DDLPS Poor prognosis [8]

HIPPO pathway Nuclear YAP/TAZ, VGLL3 UPS, MFS, MLS, RMS Poor prognosis [40–45]

WNT pathway Nuclear β‑catenin/LEF1; 
MEG3 (lncRNA) down‑
regulation

EWS, OS Poor prognosis [46, 47]

Cell cycle/death Cell cycle CINSARC—67 genes STS Poor prognosis [48]

TP53, RB1, CDKN2A defi‑
ciency

LMS, UPS, MFS Poor prognosis [8, 49–51]

TP53, IGAR, GLUT LMS, UPS, MFS, EWS Poor prognosis

CDCA2, KIF14, IGBP7 SS Metastasis [52]

CDK4 amplification DDLPS Poor prognosis [8]

DNA replication TOP2A MPNST Poor prognosis [8]

RRM1 OS, EWS Good prognosis [8]

ATRX deletion DDLPS Poor prognosis [8]

Transcriptional regulation DNA hypermethylation, DDLPS, STLMS poor RFS/DSS [8]

HMGA2 amplification DDLPS Poor prognosis [8]

Energetic pathways Glycolysis GLUT, ENO1, TPI1, PKG1, 
LDHC, lactate, pyruvate

STS Poor prognosis [20, 53, 54]

FBP2 loss LPS, LMS, FS, UPS Poor DSS [55]

Serum LDH ULMS, EWS Poor prognosis [39, 51]

PKM1/2 isoenzymes OS Poor prognosis [56]

Pentose and glucoronate 
interconversions

UGT STS Prognosis [20]

Citrate cycle/OXPHOS Downregulated metabo‑
lites

OS Poor prognosis [27]

Decreased ATP Synthase 
subunits

OS Poor prognosis [56]

SDH, FH mutations (suc‑
cinate accumulation)

GIST Poor prognosis [57]

Others AMPKa, CHK1, S6, ARID1A, 
RBM15, MSH6, Acetyl‑
Tubulin

STS Combined survival related 
signature

[58]

Nucleotide metabolism STS Poor prognosis [57]

Amino acids Alanine, aspartate, gluta‑
mate

GLS OS, KS, EWS High risk [27, 59, 60, 56]

Arginine, ornithine ASS1 deficiency, ODC OS, MFS, KS DSS, MFS [27, 61, 62]

Proline PYCR2 OS, KS DSS, MFS [27, 63]

Serine, glycine PHGDH, PSAT1, PSPH, 
SHMT2, SLC1A5, 
MTHFD2, MTHFD1L

EWS DSS, MFS [60, 64]

Tryptophane TDO2 (low) EWS DSS, MFS [65]

5 methylthioadenosine OS DSS, MFS [27]
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activation pathways engage these metabolic programs 
to sustain STS cell growth and rely alternatively on vari-
ous carbon sources such as glucose, amino acids or lipids 
(Fig. 3). We also provide an update on current clinical trials 
exploiting metabolic interference in Table 2.

Overactivated MAP and PI3 kinase pathways drive a Warburg 
effect
Both mutations and oncogene-driven overexpression of 
GFRs contribute to STS development. Gain-of-function 
mutations of the GFR KIT or PDGF-Rα drive gastroin-
testinal stromal tumor (GIST) progression [93]. In the 
translocation-associated Ewing’s sarcoma (EWS), myx-
oid liposarcomas (MLS) or alveolar rhabdomyosarcoma 
(ARMS), the fusion proteins EF, FUS-DDIT3 or PAX3-
FOXO1, respectively, enhance IGF1R expression, a major 
driver of RAS/AKT/mTOR activation [37]. Hyperacti-
vation of the RAS pathway is predictive of a high risk of 
disease recurrence and impaired overall survival in 30% 
undifferentiated pleomorphic  sarcoma (UPS), a common 
adult STS [33, 34]. Similarly, the loss of the phosphatase 
PTEN induces growth-factor independent PI3K/AKT acti-
vation that sustains autonomous nutrient uptake in some 
LMS or MPNST [94]. Accordingly, sarcoma incidence 
increases in hereditary neurofibromatosis patients with 
carrying deletions of the RAS negative regulator genes NF1 
or NF2 [49, 95]. To investigate the mechanisms of tumor 
progression in a mouse model, whole-exome sequencing 
was performed on STS induced by either KrasG12D acti-
vation/p53 deletion, 3-methylcholanthrene (MCA) or ion-
izing radiation [96]. Whereas CNVs were very frequent 
in radiation-induced STS, MCA-induced tumors showed 
a high mutational burden, combined with high genomic 
instability in the absence of p53. Candidate oncogenic 
drivers affecting MAPK signaling were identified either 
as mutations of Kras, Nf1 and Hippo effectors (Fat1/4), or 
as amplification of Kras and Myc in p53 deficient mice, or 
Met and Yap1 in radiation-induced STS. Mutations in the 
RAS pathway influence the prognosis of human STS such 
as DDLPS or pediatric embryonic rhabdomyosarcoma 
(ERMS) [97]. In the latter, the overactivation of p38 MAPK 
induces high levels of reactive oxygen species (ROS) that 

increase the mutation rate [97] and may sensitize tumors to 
therapies enhancing oxidative stress [98, 99].

RAS- or PI3K/AKT-driven activation increases the 
expression of glucose importers (GLUT) and of the 
upstream ATP-consuming glycolytic enzymes hexoki-
nase (HK) and phosphofructokinase (PFK), recently 
shown to control the glycolytic flow quantitatively [100]. 
The oncogenic KRAS4A isoform and to lesser extent 
other RAS isoforms were shown to interact with HK1 
on mitochondria (Fig. 3), preventing its allosteric inhibi-
tion by glucose-6-phosphate (G6P), thereby enhancing 
glycolysis [101]. Hypoxia or mutations affecting the RAS 
pathway modulated the activity of PKM2 or PGK1, two 
ATP-generating enzymes in the last steps of glycolysis, 
thus providing them with non-metabolic pro-oncogenic 
functions [102]. Thus, an increase in the proportion of 
PKM2 dimers, lacking pyruvate kinase activity, drives 
PKM2 nuclear translocation where it participates in 
STAT3 phosphorylation and mek5 gene transcription, 
driving cell growth [103]. Another study showed that 
activated ERK phosphorylates PGK1, promoting its asso-
ciation with PIN1 and its translocation into the mito-
chondria. There, it phosphorylates and activates pyruvate 
dehydrogenase kinase 1 (PDK1), an inhibitor of pyruvate 
dehydrogenase (PDH), the checkpoint of pyruvate entry 
in the TCA cycle [104] (Fig.  3). Globally, these RAS-
driven effects reinforce glycolysis over mitochondrial 
respiration and favor glucose- and glutamine-dependent 
anabolism as shown in a pancreatic ductal adenocarci-
noma (PDAC) model [105, 106]. Several clinical trials are 
currently based on drugs inhibiting PI3K, AKT, mTOR 
and ERK signaling in STS (Fig. 4 and Table 2).

An altered HIPPO pathway induces aerobic glycolysis in STS
Several sarcoma histiotypes re-express genes involved in 
developmental pathways [107–110], such as HIPPO that 
controls organ size. Its engagement in intercellular adhe-
sion complexes activates the MST and LATS kinases that 
phosphorylate the transcriptional factors YAP1 and TAZ, 
promoting their degradation. In contrast, upon nuclear 
translocation, YAP/TAZ cooperate with mitogenic effec-
tors and boost proliferation (Fig.  2A). HIPPO interferes 
with the RAS and PI3K pathways that control cell death 

Table 1 (continued)

Cell processes Biomarkers (genes or 
metabolites)

STS subtype Prognosis significance References

Redox, vitamins Pantothenate metabolism VNN1 (low) FS Poor prognosis [66]

Redox metabolism TXR, MIF1, GAL1, AcCoaBP LMS (high), MFS (low) Poor prognosis [67]

Hypoxia HIF1α, hypoxia gene 
signatures

EWS, OS, GIST, KS Poor prognosis [68–72]
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induction [111], acting as a tumor suppressor pathway 
[112]. Through cross-inhibition, MST and AKT differ-
entially regulate the expression level of pro-apoptotic 
effectors (NOXA, FASL, BIM, TRAIL). In addition, ERK 
induces the expression of anti-apoptotic effectors (BCL2, 
BCL-XL, IAP, MCL1) partly via YAP/TAZ activation. 
Furthermore, in a PDAC model, YAP1 amplification can 
bypass the need for oncogenic KRAS activation [113]. 
The amount of translocated YAP/TAZ determines their 
co-activating potential for TEAD transcriptions factors 
and thereby the balance of proliferation versus cell death 
[40].

Loss of MST/LATS or YAP overexpression is pro-
tumoral in mice [114, 115], and this pathway is often 
affected in MCA- or radiation-induced STS [96] and UPS 
[8]. In transgenic models, altering HIPPO effectors alone 
or in combination with other deficits augmented STS 
frequency [41]. An increased YAP/TAZ nuclear staining 
is predictive of poor survival in UPS, DDLPS and ERMS 
[42–45, 116]. Two studies investigated how fusion gene 
products mediate sarcomagenesis through alteration of 
the HIPPO pathway in mice. One study explored MLS 
that account for 5–10% STS, among which 90% tumors 
depend on the product of the FUS:DDIT3 translocation 
[44]. The authors performed a large-scale RNA inter-
ference screen and identified YAP1 as a non-redundant 
oncogenic driver. In MLS cell lines, FUS:DDIT3 led to a 
two to threefold increase in expression and co-transcrip-
tional activity of YAP1. Co-immunoprecipitation and 
immunofluorescence studies revealed a physical interac-
tion of YAP1 with FUS:DDIT3 in the nucleus. Pharmaco-
logical inhibition of YAP1 activity inhibited the growth of 
MLS xenografts. The other study, based on a new trans-
genic model, showed that doxycycline (DOX)-induced 
expression of YAP1 in the myogenic MYOD1 cell lineage 
provoked the development of ERMS through the trans-
formation of activated satellite cells [45]. Retrieval of 
DOX released a YAP1-dependent differentiation block 
and reduced tumor formation. Transcriptional profiling 
of the tumors revealed that YAP1 induces pro-oncogenic 
effector genes and represses terminal differentiation of 
myoblasts. In line with these observations, an independ-
ent study found no evidence that mutant RAS isoforms 
were responsible for YAP overexpression in myoblasts 
[116]. In ARMS, the translocation product PAX3-FOXO1 
suppresses HIPPO signaling through overexpression of 
RASSF4, which inhibits the MST1 kinase. Similarly, this 

effect is linked to PAX3-FOXO1 co-localization with 
YAP1 in the nuclei of cancer cells. This chimeric tran-
scription factor cooperates with YAP1/TEAD to induce 
downstream effectors that trigger IGFs and NF-κB acti-
vation, and repress senescence and apoptosis in mes-
enchymal cells [40, 44]. Therefore, mutations of HIPPO 
effectors can be oncogenic in STS.

The HIPPO pathway restricts tissue growth and is con-
nected to nutrient cues [117, 118]. Upon glucose star-
vation, AMPK- and LATS-kinases phosphorylate YAP 
resulting in its degradation [119]. Furthermore, Wang 
et  al. showed that the phosphorylation level of YAP1 at 
position S61 is regulated by AMPK, itself recruited to 
YAP protein complexes in the cytosol of glucose-deprived 
cells. Addition of glucose was associated with a decrease 
in YAP phosphorylation and its nuclear translocation, 
where it interacted with TEAD transcriptional regulators 
to induce glycolytic genes. This glucose-sensing pathway 
via YAP and TAZ was required for the full deployment 
of glucose growth-promoting activity in breast cancer. 
In addition, glycolysis was required to sustain YAP/TAZ 
tumorigenic properties [120]. Mechanistically, phospho-
fructokinase (PFK1) bound to and co-activated the YAP/
TAZ transcriptional cofactors TEADs (Fig.  3). In some 
cancers, the loss of NF2, an upstream negative regula-
tor of HIPPO signaling, simultaneously unleashed YAP/
TAZ and SMAD2/3 activation leading indirectly to the 
induction of aerobic glycolysis via derepression of GLUT, 
HK2, LDH and MCT genes [121]. Interestingly, NF2 
mutations might contribute to the maintenance of rare 
aggressive sarcomas [122]. This hypothesis was tested in 
a kidney cancer cell model bearing NF2 mutations [123]. 
There, DOX-induced expression of shRNA downregu-
lating YAP/TAZ expression provoked the regression of 
tumors in  vivo. YAP/TAZ-depletion induced a substan-
tial decrease in EGFR and AKT phosphorylation, associ-
ated with a reduction in glucose uptake, and a switch to 
glutamine anaplerosis that boosted mitochondrial respi-
ration and ROS production. Under conditions of glucose 
or glutamine withdrawal, this metabolic shift favored cell 
death. Whereas restoration of AKT signaling by expres-
sion of a constitutively active form of AKT rescued cell 
proliferation, it did not prevent starvation-induced death. 
In vivo, YAP/TAZlow tumors survived due to the engage-
ment of a compensatory lysosome-mediated activation 
of MAPK signaling. By combining YAP/TAZ and MEK 
inhibition, tumor growth durably regressed. YAP can 

(See figure on next page.)
Fig. 2 Oncogenic and tumor suppressor pathways altered in STS. (A) This figure highlights mutations that alter regulations of PI3K/AKT/mTOR and 
MAP kinase pathways in sarcoma. Colored triangles associate sarcoma subtypes (listed on the bottom right corner) with the corresponding genes 
alterations, either expression or loss, on the scheme. Expression or regulations of tumor suppressor genes is altered (p53, PTEN) concomitantly 
with increased expression of oncogenes driving malignant transformation (increase Anabolism, Warburg effect). (B) Panel B focuses on cell cycle 
alterations at the level of the p53 and RB1 tumor suppressor genes notably
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also induce aerobic glycolysis through a direct interaction 
with HIF1α in a hypoxic environment [124, 125]. There-
fore, the proglycolytic effect of YAP/TAZ engagement 
depends on their participation in various nuclear tran-
scriptional complexes. In a muscle-derived UPS model, a 
combination of epigenetic modulators suppressed YAP1 
activity and reduced sarcomagenesis through regulation 
of metabolism. In this case, YAP1 nuclear translocation 
was associated with a poor prognosis [126] and its inac-
tivation by epigenetic modulators allowed the restoration 
of a clock gene-mediated unfolded protein response and 
muscle differentiation. It also promoted a switch toward 
lipid catabolism and autophagy, limiting YAP-driven UPS 
cell growth. The YAP/TAZ inhibitor Verteporfin is cur-
rently being tested in Ewing’s sarcoma (EWS) (Fig. 4 and 
Table 2).

Glutamine and arginine metabolic pathways contribute 
to STS growth
In a UPS mouse model harboring Kras mutations and 
p53 deletion in the muscle [59], tumors developed in the 
hindlimb and metastasized in the lung, as in the human 
disease. Additional deletion of HIF-2α or its binding 
partner aryl hydrocarbon receptor nuclear transloca-
tor (ARNT) enhanced tumor development. Use of an 
unbiased pan metabolomics strategy combining LC–MS 
and stable isotope metabolite tracing revealed a reli-
ance on glutaminolysis for tumors, unlike muscle cells. 
Accordingly, glutaminase (GLS) inhibitors blocked UPS 
tumor growth in  vivo and are the object of clinical tri-
als in humans (Fig. 4 and Table 2). Mechanistically, GLS 
hydrolyses glutamine to glutamate, which is then dehy-
drogenated to alpha-ketoglutarate (αKG) by glutamate 
dehydrogenase GLUD or an aminotransferase (such as 
PSAT), boosting mitochondrial anaplerosis [127]. In this 
UPS model, tracing using  C13- or  N15-labeled glutamine 
demonstrated that glutamine is a carbon donor for the 
TCA cycle and a nitrogen donor for aspartate produc-
tion from oxaloacetate. Aspartate is a crucial carbon 
source for purine and pyrimidine synthesis and sustains 
cell growth [128, 129]. Aspartate is also required for the 
conversion of citrullin into arginine through the activity 
of the rate-limiting argininosuccinate synthase 1 (ASS1) 
that initiates the urea cycle. This reaction generates argi-
nine and contributes to the clearance of nitrogenous 
wastes. ASS1 deficiency has been observed in various 
cancers, including MFS, due to epigenetic silencing of 
its promoter [61]. Reexpression of ASS1 inhibited tumor 

growth and metastases. To investigate how arginine aux-
otrophy induced by ASS1 deficiency contributed to the 
progression of tumors, another study used a pegylated 
arginine deiminase (ADI-PEG20) to deplete arginine 
pharmacologically [89]. A short-term treatment by ADI-
PEG20 applied to LMS cell lines, immediately induced 
cell proliferation arrest and autophagy. Upon prolonged 
therapy, cell lines became resistant to ADI-PEG20 due 
to the reexpression of ASS1 that regenerated arginine. 
A metabolomic profiling of treated cell lines revealed a 
reduction in PKM2 levels. In addition,  U13C glucose trac-
ing studies showed that carbons were shifted away from 
lactate and citrate production, and reoriented toward 
serine/glycine synthesis. Analysis of metabolic require-
ments for growth showed a reduced reliance on glucose 
and a reinforcement in OXPHOS and glutaminolysis, 
as an alternative source of TCA cycle intermediates via 
anaplerosis. In STS, a clinical trial using ADI-PEG20 
in combination with Gemcitabine and Docetaxel has 
been launched (Fig.  4 and Table  2). Similarly, targeting 
glutamine metabolism through GLS inhibition could 
provoke the lethality of ASS1-deficient cancers and is 
currently being evaluated in GIST and NF1-mutated can-
cers (Fig. 4 and Table 2).

Complex metabolic rewiring in Kaposi’s sarcoma
Kaposi’s sarcoma (KS) is caused by a lytic oncogenic her-
pes virus (KSHV/HHV8), infecting endothelial cell pre-
cursors in immunosuppressed individuals. Infection, 
which is necessary but not sufficient for the growth of 
KS lesions, leads to the development of a vascular neo-
plasm associated with cytokine dysregulation driven by 
the virally encoded G protein coupled receptor (vGPCR). 
In lytically infected cells, vGPCR induced Rac1/NOX-
dependent production of ROS that activated the redox 
sensitive STAT3 and HIF pathways [130]. Infected cells 
had increased lactate production and decreased mito-
chondrial respiration, a phenotype in part attributable to 
HIF1α activation [131]. Indeed, aerobic glycolysis favored 
by PKM2 induction sustains the maintenance of KS cells 
[132] (Fig. 3). Infected cells also exert a paracrine effect 
on neighboring endothelial cells. Indeed, PKM2 acts as a 
coactivator of HIF1α reinforcing the production of angio-
genic cytokines [131]. Among them, PDGFRA, found 
phosphorylated in KS-biopsies [133], plays a major onco-
genic role. HIF1α also participates in the reactivation 
of latently infected cells [134]. Upon transformation by 
KHSV, however, endothelial cells depended on glutamine 

Fig. 3 Metabolic consequences of STS‑associated molecular alterations. This scheme integrates sarcoma genetic alterations affecting tumor 
suppressor genes (green background) or oncogenes (black background) in the tumor metabolic network. These alterations enhance enzymatic 
reactions in favor of anabolic pathways by increasing the glycolytic flux (pink) and branched pathways, notably nucleotide (yellow), fatty acids 
(orange) and DNA/RNA synthesis at the cost of dampens mitochondrial function and TCA cycle proper functioning

(See figure on next page.)
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for proliferation. KHSV also provoked an increase in 
ASS1 expression, in part through the action of KHSV-
encoded miRNAs [62], leading to increased arginine 
production. Knockdown of ASS1 inhibited cell prolifera-
tion and iNOS-dependent, arginine-derived NO produc-
tion. Treatment of KS cells with a NO donor-activated 
STAT3 without affecting ROS cell levels. A recent arti-
cle questioned the relevance of these metabolic changes 
by comparing 2D versus 3D cultures of KHSV-infected 
cells [135]. An unbiased metabolomics analysis revealed 
significant changes in the levels of various non-essen-
tial amino acids in 3D cultures. GST-pull down studies 
showed that the viral K1 protein physically interacted 
with and activated the pyrroline-5-carboxylate reduc-
tase PYCR leading to increased proline production. This 
phenotype, abrogated by PYCR depletion, promoted 3D 
spheroid culture and tumorigenesis in nude mice. These 
results highlight the complex metabolic rewiring that 
occurs during infection and transformation by KHSV but 

also the need for appropriate in vitro culture systems to 
evaluate metabolic adaptation.

One carbon metabolism is overactive in aggressive STS
In Ewing’s sarcoma (EWS), the fusion protein resulting 
from a single translocation event between the regula-
tory domain of EWS and the DNA-binding domain of 
FLI1 behaves as a chimeric transcription factor called EF 
that enhances IGFR1 activation (Fig. 2A). Transcriptomic 
studies [60, 64] identified EF as an upstream regulator 
of PHGDH, PSAT, PSPH and SHMT1/2 genes involved 
in serine-glycine biosynthesis as well as SLC1A4/5 glu-
tamine transporter genes (Fig.  3). Accordingly, knock-
down of EF reduced the proportion of glucose-derived 
3-phosphoglycerate reoriented toward serine and gly-
cine synthesis; EWS cell lines were highly dependent on 
glutamine for growth and survival. Earlier work using a 
metabolomics approach with isotope labeling had already 
shown that a large proportion of glycolytic carbon was 
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Table 2 Clinical trials affecting metabolic pathways in STS

Biomarker target Therapeutic agent Tumor type Biomarker 
relevance/clinical 
trial phase

N° Clinical trial References

MAPK pathways RAF Dabrafenib Advanced solid 
tumors with BRAF 
mutations

Phase II NCT02465060 [75]
[A]
[B]

Vemurafenib Relapsed or refrac‑
tory advanced 
solid tumors with 
BRAF V600 muta‑
tions

Phase II NCT03220035

Dabrafenib + trametinib MULTISARC Phase III NCT03784014

Dabrafenib + trametinib BRAF V600E‑ mutated 
rare cancers

Phase II NCT02034110

MEK1/2 Binimetinib + pexidartinib Advanced GIST Phase I completed NCT03158103 [A]
[B]
[C]

Trametinib Advanced solid 
tumors with BRAF 
mutations

Phase II NCT02465060

Cobimetinib + MPDL3280A Locally advanced or 
metastatic solid 
tumors

Phase I NCT01988896

GDC‑0941 + GDC‑0973 Locally advanced or 
metastatic solid 
tumors

Phase II NCT00996892

ERK1/2 Ulixertinib STS, OS, EWS Phase I/II NCT03520075 [C]

PI3K/AKT/mTOR 
signaling

PIK3CA/mTOR Samotolisib STS
GIST

Phase I/II NCT02008019 [C]
[76]

Pediatric sarcoma Phase II
MATCH trial

NCT03458728
NCI MATCH EAY131‑Z1F

[77]
[78]

GDC‑0941 Locally advanced or 
metastatic solid 
tumors

Phase I NCT00876109 [A]

GDC‑0980 Locally advanced or 
metastatic solid 
tumors

Refractory solid 
tumors

Phase I NCT00876122NCT00854152
NCT00854126

[A]

AKT/ERK ONC201 Desmoplastic small 
round cell tumor

In vitro [C]

GDC‑0973 + GDC‑0068 Locally advanced or 
metastatic solid 
tumors

Phase I NCT01562275 [A]

mTOR Sirolimus + pexidartinib STS MPNST Phase I/II NCT02584647 [79]
[80]
[A]Rapamycin + gemcitabine OS Phase II completed NCT02429973

nanoparticle albumin‑bound 
rapamycin + pazopanib

Advanced nonadi‑
pocytic soft tissue 
sarcomas

Phase I/II trial NCT03660930

Lenvatinib + everolimus Refractory pediatric 
solid tumors

Phase I/II NCT03245151

CCI‑779 STS/GIST Phase II NCT00087074

Cixutumumab + temsiroli‑
mus

Locally advanced, 
metastatic, or 
recurrent STS or 
bone sarcoma

Phase II NCT01016015

CP‑751,871 + RAD001 Advanced sarcomas 
and other malig‑
nant neoplasms

Phase I NCT00927966

Everolimus RAD001/progressive 
sarcoma

Phase II NCT00767819
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diverted into serine and glycine metabolism in mela-
noma; this was due to the amplification of the PHGDH 
gene [136], also elevated in high-risk EWS patients [100]. 
Serine or glycine can provide one carbon to tetrahy-
drofolate initiating the folate cycle. The enhancement 
of one-carbon metabolism, considered as an integrator 
of nutrient status [97], boosts the interconnected folate 
and methionine cycles leading to enhanced NADPH and 
nucleotide synthesis. NADPH regulates ROS-depend-
ent death and methyl transfer contributes to epigenetic 
modifications. Knockdown of PHGDH recapitulated the 

effect of anti-metabolite chemotherapies and had a major 
effect on cell growth and epigenetic control. Two studies 
investigated the sensitizing effect of methionine restric-
tion on chemo- or radio resistant models of RAS-driven 
colorectal cancer and STS, respectively [137, 138]. In 
the FSF  KrasG12D/+; Tp53−/− STS mouse model, tumor 
development was triggered by the intramuscular injec-
tion of an adenovirus carrying the FlpO recombinase. In 
these aggressive tumors, only the combination of diet and 
radiation delayed tumor growth. By combining tumor 
metabolomics and metabolite tracing with a time-course 

Table 2 (continued)

Biomarker target Therapeutic agent Tumor type Biomarker 
relevance/clinical 
trial phase

N° Clinical trial References

HIPPO YAP/TAZ Verteporfin High histological 
grade

Reduced EWS meta‑
static potential

[81]
[82]
[83]
[84]

TCA CYCLE IDH 1 IDH 1—AG‑120 Chondrosarcoma Phase I NCT02073994 [85]
[86]
[87]IDH 1—FT‑2102 Advanced solid 

tumors
Active NCT03684811

IDH 1—IDH305 Advanced malignan‑
cies with IDH1R132 
mutations

Phase I NCT02381886

IDH 1—BAY1436032 IDH1‑mutant 
advanced solid 
tumors

Active NCT02746081

AG‑881 Advanced solid 
tumors with an 
IDH1 and/or IDH2 
mutation

Phase I NCT02481154

AG‑120 + nivolumab IDH1 mutant tumors Phase II NCT04056910

IDH2 IDH 2—AG‑221 Advanced solid 
tumors

Phase I/II NCT02273739

TCA cycle enzymes Devimistat STS FDA orphan drug 
designation

[D]

Amino acids ASS1 deficiency ADI‑PEG20 + gemcit‑
abine + docetaxel

STS, OS, EWS Phase II NCT03449901 [88]
[89]

PDK DCA FS Mice [90]

GLS CB‑839—glutaminase 
inhibitor

GIST Phase I completed NCT02071862 [59]

Telaglenastat NF1 mutation posi‑
tive MPNST

Phase II NCT03872427

Telaglenastat
 + talazoparib

Solid tumors Phase I + phase II NCT03875313

Heparan sulfate 
proteoglycans

Sulfen EWS Zebrafish model [91]

NAMPT FK866—MV87 inhibitors FS Mice [92]

Folate receptor α Pemetrexed STS Phase II NCT04605770 [C]

Lipid metabolism CPI‑613 CCS Phase II NCT01832857 [A]
[E]

[A] The Life Raft Group. Gisttrials. https:// gistt rials. org/ iLRG/ showf rstl ine. php. Accessed 16 June 2021

[B] NIH U.S. National Library of Medicine. Clinicalstrial.gov. https:// clini caltr ials. gov/ ct2/ home. Accessed 16 June 2021

[C] NIH. Cancer.gov. https:// www. cancer. gov/ about- cancer/ treat ment/ clini cal- trials/ search/ r? loc= 0&q= sarco ma& rl=1. Accessed 16 June 2021

[D] Rafael Pharmaceuticals, Inc. https:// rafae lphar ma. com/ resea rch- and- devel opment/ cpi- 613- drug. Accessed 16 June 2021

[E] ICH GCP. Good Clinical Practice Network. https:// ichgcp. net/ clini cal- trials- regis try/ NCT04 593758. Accessed 16 June 2021
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analysis of data, alterations were observed for nucleotide 
and redox metabolisms. Interestingly, the consequences 
of methionine restriction could be detected at the meta-
bolic level when applied to healthy individuals. These 
results indicated that a targeted dietary manipulation 
could improve tumor response to therapies.

Linking Wnt signaling alterations to metabolic rewiring
Physiologically, the canonical Wnt pathway participates 
to the maintenance of stem cell pools and cell fate, in part 
via the nuclear translocation of β-catenin, leading to its 
interaction with TCF/LEF transcription factors [139]. 
In a model of osteoblast differentiation, Wnt3a signal-
ing induces aerobic glycolysis by increasing the level of 
glycolytic effectors (HK2, LDHA, PDK1, GLUT1). This 
process requires LRP5-mediated mTORC2/AKT activa-
tion but not β-catenin [140]. Other studies showed that 
Wnt engagement also reduced nuclear acetyl coenzyme 
A (AcCoA) levels and consequently impaired osteoblastic 
gene expression [141]. In contrast, in mature osteoblasts, 
Wnt-LRP5 boosted fatty acid oxidation and was required 
for bone mass increase [142]. In osteosarcoma (OS), Wnt 
participates in bone remodeling, maintenance of stem 
cell niches and EMT in collaboration with TGF-β and 
BMP signaling (reviewed in [143, 144]). In EWS, syno-
vial sarcoma (SS), OS, and to a lesser extent in LMS [143, 
145], a high level of Wnt activation, scored by the nuclear 
localization of β-catenin or LEF-1, is associated with 
a poor clinical outcome [46]. In OS, deletion of Wnt-
related genes has been reported [146]. In some primary 
OS, the loss of the tumor suppressor RASSF1A enhanced 
Wnt activation through the AKT/GSK-3-Wnt/β-catenin 
pathway [147]. Other studies indicated that MEG3, a 
long non-coding RNA downregulated in OS, controlled 
the expression of several tumor suppressor genes and 
oncogenes including P53, RB, MYC and TGF-β; it also 
negatively regulated the expression of microRNA-184 
(miR-184) and down-stream effectors of the Wnt/β-
catenin pathway including β-catenin, TCF4 and c-MYC 
[148]. Therefore, downregulation of MEG3 attenuated 
its tumor suppressive effect and partly resulted in the 
upregulation of Wnt signaling. In this model, its impact 
on cell metabolism relied on mTORC1-mediated activa-
tion of the S6 kinase pathway and protein synthesis. In 
EWS, Wnt activation was also essential for the acquisi-
tion of a metastatic phenotype and controlled a proan-
giogenic switch via the secretion of specific extracellular 
matrix (ECM) proteins called angiomatrix in a TGF-β-
dependent context [47]. However, overexpression of 
sFRP2, a secreted Wnt antagonist, promoted osteosar-
coma invasion and metastatic potential [149]. Therefore, 
Wnt participates at various stages of STS progression.

Loss of tumor suppressors affects several metabolic 
pathways
Tumor suppressors interrupt cell cycle and growth in a 
stressed environment, in part by regulating access to 
trophic pathways. Patients and mice carrying a heredi-
tary defect in p53 (Li Fraumeni syndrome) or Rb1 (retin-
oblastoma) show a predisposition to sarcomas [49, 150]. 
In low/medium grade STS such as well-differentiated 
liposarcoma (WDLPS), the initial oncogenic event is the 
amplification of the p53 inhibitor MDM2. In DDLPS, 
MDM2 amplification synergizes with alterations affect-
ing genes that regulate growth such as CDK4 and FRS2 
[4], or that are required for adipocyte differentiation such 
as JUN, DDIT3, PTPRQ, YAP1 or CEBPA, or with altera-
tions of DNA methylation. More generally, in STS with 
complex genomes (LMS, UPS, MFS, LPS, MPNST), the 
accumulation of frequent somatic copy number altera-
tions (SCNAs) and/or focal mutations of TSGs leads to 
the deregulation of the PI3K/AKT/mTOR axis, mitosis 
and chromosomal maintenance [48]. As in most cancers, 
the timing of occurrence of p53 mutations affects tumor 
progression and prognosis [8, 151–153]. Similarly, in 
mice, the combined loss of p53 [154] or CDKN2A (Ink4/
Arf ) [66] TSGs with oncogenic RAS lead to the develop-
ment of undifferentiated STS. Conditional mutations in 
KRAS and p53 in muscle were sufficient to provoke high-
grade STS with myofibroblastic differentiation [155].

As highlighted in Fig. 2A, p53 and AKT exert a negative 
feedback loop on each other, through PTEN and MDM2 
regulation, respectively. Also, p53 indirectly counteracts 
AKT-dependent downstream effects on growth, apop-
tosis or metabolism [156, 157]. The tumor suppressive 
function of p53 depends on its role as transcription factor 
inducing cell cycle arrest or apoptosis via the CDKN1A 
(p21), or PUMA and NOXA effectors, respectively 
(Fig. 2A). However, in their absence, tumor suppression 
persists suggesting that additional mechanisms [158], 
including those with an impact on metabolism [156, 159] 
are also important (Fig. 3). Indeed, GLUT gene transcrip-
tion is enhanced in STS-bearing p53 mutations [160, 
161]. p53 is anti-glycolytic partly through the induction 
of the expression of TIGAR and PARK2 regulators [162, 
163]. TIGAR dephosphorylates fructose biphosphate 
(FBP) into fructose-6-phosphate (F6P), shifting glucose-
6-phosphate (G6P) back toward the pentose phosphate 
pathway (PPP). Furthermore, the cytosolic form of p53 
interacts with and inhibits G6P-dehydrogenase (G6PDH) 
by preventing the formation of the active dimer, there-
fore inhibiting PPP-dependent redox control and anabo-
lism [164] (Fig. 3). Since TIGAR expression is not strictly 
p53-dependent, the resulting p53 effect may be difficult 
to predict with regards the engagement of the PPP, but it 
globally interferes with glycolysis. In STS, deep deletions 
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or more frequently amplifications of TIGAR have been 
documented and high TIGAR expression correlates with 
a better outcome [50]. PARK2/Parkin is an E3 ubiquitin 
ligase regulating the degradation of mitochondrial pro-
teins. It cooperates with the mitochondrial serine/thre-
onine kinase PINK1 and contributes to mitochondrial 
fitness [163, 165]. p53-mediated mitochondrial homeo-
stasis also involves the quality control of mitochondrial 
DNA (mtDNA) and the expression of cell death regula-
tors [166]. Finally, p53 induces the expression of pyru-
vate decarboxylase (PDC) that regenerates mitochondrial 
oxaloacetate and reinitiates the TCA cycle, and that of 
isocitrate dehydrogenase 1 (IDH1) that converts cyto-
solic citrate into α-ketoglutarate. In a KRAS driven-
PDAC model, p53-dependent accumulation of cytosolic 
α-ketoglutarate activates aKGDD enzymes that regulate 
5-hydroxymethylcytosine-producing TET enzymes, 
allowing tumor cell differentiation and growth control 
[167] (Fig. 3).

Metabolic fluxes and mitochondrial fitness in STS
Metabolite fluxes between organelles regulate the effi-
ciency of various metabolic pathways in cells, but also 
contribute to the plasticity of metabolic adaptation.

Metabolic imbalances in STS
Through their evolution, most tumors tend to acquire 
metabolic features including an increase in nucleotide 
synthesis [168]. Investigations using PET-FDG uptake 
in STS patients confirmed the strong glycolytic bias 
documented in metastasized and poor prognosis STS 
[169, 170] such as ARMS [171] or ES [172]. However, 
these studies also revealed the considerable heterogene-
ity within a given tumor and between different tumor 
types, suggesting that the Warburg phenotype might 
be unstable and amenable to pharmacologic control 
[173]. Whereas the level of oxidative phosphorylation 
(OXPHOS) varies between tumors (Fig. 1), there is a gen-
eral correlation between reduced mitochondrial activ-
ity, an epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) gene 
signature and a poor prognosis [168]. Some STS tend 
to exhibit high levels of mitochondrial respiration com-
pared to carcinomas (Fig. 1) [55, 174]. In vitro analysis of 
OS and RMS cell lines showed differences in the reliance 
on glycolysis versus respiration of tumors, with ARMS 
being in general less oxidative than OS or ERMS [175]. 
The equilibrium between glycolysis and mitochondrial 
respiration can be affected by various oncogenic altera-
tions and/or metabolic requirements. Accordingly, the 
receptor tyrosine kinase Her4/ErbB4, an EGFR fam-
ily member, is upregulated in several cancers including 
OS [176]. Exploration of xenograft models using untar-
geted metabolomics and 18F-FDG microPET/CT scan 

approaches showed that Her4 overexpression boosted 
glycolysis, glutaminolysis and OXPHOS in tumors. This 
hypermetabolic phenotype contributed to sustained 
growth and ATP production while conferring chemore-
sistance, as also shown in PDAC [177].

The crosstalk between metabolic pathways can also 
be altered in cancer as discussed in the following exam-
ples. Firstly, the upstream reaction committing glucose 
to glycolysis is catalyzed by phosphofructokinase-1 (PFK-
1), itself allosterically inhibited by high ATP levels [178] 
(Fig.  3). Cancer cells express various PFK isoenzymes 
[179] such as the bifunctional 6-phosphofructo-2-kinase/
fructose-2,6-bisphosphatase (PFKFB) that produces 
F2,6-BP, thereby overriding ATP-dependent inhibition 
of PFK1 [180, 181] (Fig. 3). Reciprocally, an activation of 
a F1,6-biphosphatase such as FBP1 enhances the gluco-
neogenic flow and restrains glycolysis [174]. The FBP2 
isoform is frequently lost in STS including LPS, FS, LMS 
and UPS and lower FBP2 mRNA levels correlated with 
poor survival in LPS [55]. In the latter study, increasing 
FBP2 expression impaired sarcoma cell growth, through 
glycolysis inhibition and induction of mitochondrial bio-
genesis. The latter effect was due to FBP2 nuclear trans-
location where, independently of its enzymatic activity, 
it interacted with and inhibited c-Myc-driven transcrip-
tional activation of TFAM, an inducer of mitochondrial 
biogenesis [182].

Secondly, the maintenance of glycolytic flow requires 
the regeneration of NAD+ which originates from cyto-
solic lactate dehydrogenase (LDH) activity and from 
the malate aspartate shuttle between mitochondria and 
cytosol [183] (Fig. 2). By regulating NAD+ levels, mito-
chondrial activity limits glycolysis and consequently the 
Warburg effect [184]. This suggests that the persistence 
of mitochondrial activity can be beneficial to tumors. 
In addition, an LDH activity has been identified in the 
mitochondria where it catalyzes the aerobic oxidation 
of lactate into pyruvate. It is thought to contribute to the 
maintenance or enhancement of OXPHOS in glycolytic 
cells [185, 186]. Pyruvate oxidation in the mitochondria 
depends on PDH activity, itself inhibited by PDK. The 
inhibition of PDK by dichloroacetate (DCA) shifts metab-
olism from glycolysis to glucose oxidation and boosts 
ROS production as well as mitochondria-dependent 
apoptosis in tumors [187]. This effect is exploited in EWS 
and other tumors where DCA synergizes with apoptosis-
inducing drugs such as cisplatin. Manipulating ROS lev-
els appears to be a promising therapeutic approach [188]. 
Indeed, scavenging mitochondrial ROS (mtROS) induces 
p53, reduces the cell transforming potential of oncogenic 
RAS and in some fibrosarcoma (FS) and RMS model cell 
lines suppresses tumor growth [17, 189].
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Thirdly, the level of mitochondrial activity depends 
on the availability of coenzyme A (CoA) and the acety-
lated form, AcCoA. CoA synthesis requires the intracel-
lular phosphorylation of pantothenate (or vitamin B5) 
by pantothenate kinases [190]. Reciprocally, pantoth-
enate derives from the recycling of food-derived or cel-
lular CoA through an extracellular degradative process 
involving the vanin pantetheinases [191, 192]. Interest-
ingly, a high vanin1 (VNN1) level correlates with a better 
prognosis in STS patients [66]. Lack of Vnn1 in CDKN2A 
deficient mice enhanced the proportion of fibrosarco-
mas compared to that of other cancers. In RAS-driven 
mouse STS lines, Vnn1 exerted an anti-Warburg effect 
by enhancing CoA levels and mitochondrial activity 
to the detriment of glycolysis, and by maintaining cell 
differentiation.

Mitochondrial abnormalities disrupt the TCA cycle
Mitochondrial biogenesis depends on the transcrip-
tional coactivator PGC1α [193]. This process regulates 
the transition from myoblast growth to differentiation 
and requires a switch from the classical to the alterna-
tive NF-kB activation pathway. The latter controls PGC1α 
transcription [194], in cooperation with MyoD [195]. In 
RMS and OS models, an alteration in this switch leads to 
the induction of the pro-glycolytic HK2 isoform through 
the persistent activation of the classical NF-kB pathway 
[196] (Fig.  3). This might also contribute to the incom-
plete mitochondrial biogenesis observed in a rat RMS 
model featuring a deficiency in respiratory potential and 
poor mtROS control, thereby enhancing tumorigenesis 
[197].

Mutations in TCA enzymes SDH [198] and FH [95], 
found in STS [57], are frequent in wild-type GIST with-
out KIT or PDGFRA mutations [152]. They provoke an 
interruption of the TCA cycle, uncoupled from ATP pro-
duction. Consequently, excess succinate diffuses in the 
cytoplasm where it inhibits aKGDD enzymes involved in 
the regulation of epigenetic modifications, DNA repair 
[199] or HIF degradation, rewiring cells toward glycolysis 
[200]. In a mouse ovarian cancer model, targeted knock-
down of Sdhb resulted in enhanced proliferation and 
lead to a hypermethylated epigenome promoting EMT 
[198]. Using metabolic tracing and SeaHorse analysis, the 
authors documented an increased reliance on glutamine 
for cell survival and a reduced mitochondrial reserve 
capacity, rendering cells highly sensitive to the complex I 
inhibitor metformin.

Mutations in IDH1 and 2 lead to the production of 
2-hydroxyglutarate [201], an inducer of HIF1α stabiliza-
tion. HIF1a expression and hypoxia are associated with 
poor survival of sarcoma patients [68–70, 202–204]. 

Hypoxia regulates apoptosis resistance, cancer stemness, 
metastatic properties in RMS [71, 205] and is involved in 
ES, GIST and LPS progression [69, 70, 203, 204]. Uncou-
pling of electron transport chain (ETC) complexes from 
ATP production does not impede anaplerotic mitochon-
drial uptake of glutamine, transformed into glutamate 
via the activity of GLS to feed the reverse metabolic flow 
toward citrate production and anabolism [206] (Fig.  3). 
Accordingly, the growth of STS subtypes overexpressing 
GLS is sensitive to glutamine depletion in vitro and glu-
taminase inhibition in vivo [59].

Some components of the ETC are encoded by mtDNA. 
Therefore, alterations in mtDNA may lead to respiratory 
defects. In OS, insufficient or altered mtDNA is associ-
ated with stressed mitochondria and enhanced tumor 
invasiveness [207]. In an OS cell line, ethidium bromide 
induced-mtDNA depletion provoked a deficiency in 
cytochrome oxidase and OXPHOS, leading to enhanced 
glycolysis and EMT [208, 209]. Furthermore, mitochon-
drial dysfunction and loss of transmembrane potential 
provoked high cytosolic  Ca2+ levels, triggering calcineu-
rin-dependent mitochondria-to-nucleus retrograde sign-
aling that resulted in AKT activation and glycolysis [210]. 
In a tunable model of mitochondrial dysfunction using 
cytoplasmic hybrids [57], impairment of respiration lead 
to NADH accumulation and cytosolic recycling into 
NAD+ by the malate deshydrogenase pathway. NAD+ 
boosted glycolysis and ATP-dependent cell migration. 
This suggests that glycolysis-derived ATP might be pref-
erentially used during cell migration [211]. In conclusion, 
there is a high intra- and inter-tumor heterogeneity in 
mitochondrial activity, which can be enhanced or lost, 
depending on the tumor context.

Tumor metabolome impacts STS progression
Metastasis
Aerobic glycolysis induced by oncogenic or hypoxic 
signaling provokes changes in the tumor metabolome. 
Lactate excretion, hypoxia-associated hypercapnia and 
acidification of the extracellular milieu accelerate the deg-
radation of the extracellular matrix and facilitate metas-
tasis [212, 213]. Reciprocally, as shown in STS [214, 215], 
cancer-associated fibroblasts can produce lactate and 
3-hydroxybutyrate that boost cell growth, metastasis and 
angiogenesis when administered to tumor-bearing mice 
[216–218]. Lactate uptake by tumors feeds their oxidative 
metabolism [212, 216, 219] and requires the importer 
MCT1, a marker of mitochondrial activity and stemness 
in cancer and a target gene of the fusion protein ASP-
SCR1/TFE3 in alveolar soft part sarcoma (ASPS) [220]. 
The persistence of mitochondrial activity can enhance 
metabolic plasticity [221], mtROS-driven anoikis, metas-
tasis [222, 223] or resistance to therapy as shown for LPS 
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[224]. Metabolic plasticity, required during EMT transi-
tion [225], is still incompletely documented in poorly 
polarized and migration-prone mesenchymal tumor 
cells such as sarcoma cells [226]. Indeed, hybrid epithe-
lial/mesenchymal (E/M) phenotypes or switching from 
E- to N-cadherin and vimentin expression contribute to 
aggressiveness, metastatic properties and drug resist-
ance [226–229]. In addition, fusion protein events and 
translocations, frequent in childhood STS, can regu-
late epithelial differentiation [230, 231]. EMT is induced 
by cytokines such as FGFs, PDGF, TGF-β that enhance 
glycolysis and TCA activity [232]. TGF-β signaling syn-
ergizes with the AKT and NF-kB pathways, both potent 
drivers of glycolysis [233], but also antagonizes PDK4, 
thereby allowing pyruvate entry into the TCA. YB-1, an 
enhancer of HIF1α translation, is overexpressed in high-
risk human sarcomas and promotes EMT and metastasis 
[234]. Hypoxia regulates the expression of several intra-
cellular collagen-modifying enzymes, particularly OGDH 
enzymes that hydroxylate proline and lysine residues, 
contributing to the quality of collagen folding and the 
stiffness of the tissue, and thereby affecting cell migration 
[235]. In a UPS model, HIF1α enhances the expression 
of the intracellular enzyme procollagen-lysine, 2-oxoglu-
tarate 5-dioxygenase 2 (PLOD2). Loss or overexpression 
of PLOD2 abrogates or restores, respectively, the meta-
static potential of HIF1α-deficient tumors and human 
sarcomas show elevated HIF1α and PLOD2 expression 
in metastatic primary lesions [236]. Finally, HIF can 
enhance ECM degradation through the induction of vari-
ous metalloproteases such as MMP or PLAUR, facilitat-
ing invasiveness.

Immunoreactivity
Several features including the level of infiltration of cyto-
toxic CD8+T cells or of myeloid cells, the expression of 
markers of immune-stimulation or -depression and the 
localization of these cells within the tumor, emerge as 
landmarks of tumor immunogenicity [8, 237–240]. STS 
display low mutational burden as compared to other 
cancer types and are generally considered to be poorly 
immunogenic and poorly responsive to immune check-
point blockade [8, 241]. Synovial sarcoma, soft tissue 
and undifferentiated LMS are the three subtypes with 
the lowest CNV [8, 237] and display reduced immune 
infiltration, virtually devoid of lymphocytes [242–245]. 
In contrast, STS with several SCNAs, nucleotide and 
chromosome instabilities, such as undifferentiated LPS, 
MPNST [246–248], AS and GIST [243] and OS [244] 
can present high levels of lymphoid infiltration includ-
ing CD8+ T cells. Consequently, STS display a wide 
range of immunophenotypes [238, 249, 250]. The meta-
bolic rewiring imposed by tumors generates a situation 

of competition for essential energetic resources. This 
concerns glucose, vitamins and essential amino acids 
(serine, leucine, methionine, etc.) leading to impairment 
of immune cell functions and memory [19, 251, 252]. 
The exchange of fatty acids is required for the survival of 
immunosuppressive myeloid cells [253] or Tregs [254], 
particularly under conditions of activation of the PI3K/
AKT/mTOR axis that boosts lipogenesis [255]. Other 
metabolites such as extracellular nucleotides released 
upon cell death can induce immunosuppression via vari-
ous mechanisms [256–258]. Altogether, metabolic dis-
turbances imposed by tumor cells directly contributes 
to the reorganization of the microenvironment but an 
exhaustive analysis of the immune landscape in STS is 
still lacking. Techniques such as Met-Flow [31] or SCEN-
ITH [32] should help dissecting the metabolic status of 
immunocytes.

Conclusions
Unraveling the complexity of sarcoma genetics has 
benefited from the development and improvement of 
multi-omics strategies. The phenotypic and molecular 
description of genomic alterations can now be comple-
mented with the identification of prognostic mechanis-
tic signatures in patients. The heterogeneity and scarcity 
of STS originally limited the description of their meta-
bolic landscapes but PET-FDG analysis has contributed 
to their staging, prognostication and evaluation of their 
response to therapy. Several cell-autonomous pathways 
or environmental factors influence the degree of con-
version toward aerobic glycolysis, justifying the use of 
drugs that antagonize these processes. Nevertheless, 
the classic distinctions between glycolytic and oxidative 
tumors must be carefully reconsidered; hybrid pheno-
types may confer more adaptable behaviors to STS cells. 
Several important metabolic pathways associated with 
STS progression such as those of one carbon and argi-
nine metabolisms, or the PGI pathway might provide 
novel therapeutic options in combination with conven-
tional therapies. In addition, the development of novel 
animal models or 2D/3D culture systems has highlighted 
the metabolic plasticity of these tumors that may impact 
their energetic resources. However, these adaptations 
may have a price, rendering tumor cells more sensitive to 
combined therapies.

Oncogenic signals can lead to the expression of iso-
forms of glycolytic enzymes that display new functions 
tilting the balance between glycolysis and mitochon-
drial activity. Similarly, p53 can also act as a regulator of 
G6PDH activity, impacting biosynthetic pathways. Some 
metabolites such as α-ketoglutarate have emerged as key 
effectors of p53 action, whereas others behave as onco-
metabolites leading to alterations of genome integrity, 
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metastatic behavior and therapeutic response. The bal-
ance between glycolysis, glutaminolysis and OXPHOS 
depends on the respective availability of key metabolites, 
such as amino acids, NAD+/NADH, lactate or VitB5, 
that regulate STS progression or differentiation. Metabo-
lomic studies have already shown that novel metabolite 
signatures will complement conventional biomarkers 
and help stratifying prognosis and therapeutic options. 
The stability of the glycolytic phenotype also depends 
on mitochondrial activity. Alterations of mitochondrial 
fitness observed in STS upon alterations of mtDNA or 
TCA enzymes aggravate the prognostic of tumors or can 
affect their chemoresistance. An unstable tumor metabo-
lome has tumor-intrinsic or extrinsic effects causing it to 
be pro-metastatic or immunosuppressive. Therefore, the 
combination of drugs targeting different metabolic path-
ways should impact both tumor and immune cells in a 
concerted manner to reinvigorate anti-tumor immunity 
while tilting the balance toward cell differentiation over 
growth.
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Figure 5 : Isoformes des enzymes glycolytiques 

Certaines enzymes glycolytiques présentent des isoformes issues d’un codage par différents 

gènes, d’un épissage alternatif, de modifications post-traductionnelles ou encore présentant 

une sensibilité différentielle à des mécanismes de régulation allostériques. Figure adaptée de 

la référence (10). 
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B) Reprogrammation métabolique tumorale 

Les altérations génétiques, épigénétiques ou protéiques présentes dans les cellules 

cancéreuses vont modifier la régulation du cycle cellulaire en augmentant les capacités 

prolifératives, les voies de croissance mais aussi les voies énergétiques. Nous allons voir dans 

ce chapitre comment les altérations tumorales initient le changement du métabolisme et 

comment cette reprogrammation métabolique est au bénéfice de la cellule cancéreuse 

notamment par l’apport des blocs de construction d’une cellule fille, aussi appelés building 

blocks. 

1) Hétérogénéité de l’utilisation du glucose 

 

Les gènes associés à la glycolyse sont les plus souvent dérégulés et amplifiés dans les 

cancers (11,12). En plus des altérations génétiques, l’expression d’isoformes d’enzymes de la 

glycolyse est souvent retrouvée. Elles proviennent de la transcription de différents gènes, de 

formes d’épissage différentes, de modifications post-traductionnelles ou encore de 

régulations allostériques (Figure 5). Ces isoformes se distinguent de la forme sauvage par leur 

affinité pour leurs substrats (ex : HK), leur vitesse de catalyse (ex : PK), leur régulation 

allostérique (ex : PFK) et leurs fonctions régulatrices indépendantes de leur activité 

catalytique, notamment par translocation dans le noyau. Par exemple, la PKM2 peut 

augmenter la synthèse de lactate et de macromolécules une fois entrée dans le noyau. La 

PGK1 possède également la capacité de translocation nucléaire (13,14). L’hétérogénéité de 

l’utilisation du glucose permet le maintien de l’homéostasie dans l’ensemble de l’organisme, 

notamment l’expression d’isoformes spécifiques au sein des tissus, la garantie d’une réponse 

rapide en cas de stress sur la disponibilité de glucose et d’oxygène et enfin de soutenir une 

consommation de glucose accrue (10). Dans les tumeurs, ce sont notamment des isoformes 

de la PK, PFK ou encore LDH qui sont principalement trouvées.  
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Figure 6 : Glycolyse et voies dérivées 

La glycolyse désigne l’ensemble des réactions permettant la transformation de la molécule de 

glucose en pyruvate. Plusieurs intermédiaires de la glycolyse sont des carrefours métaboliques 

à l’origine des voies dérivées de la glycolyse aussi appelées voies branchées à la glycolyse que 

sont les voies des pentoses phosphates, la voie des hexosamines et la synthèse lipidique.    
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2) Les voies anaboliques dérivées de la glycolyse 

Pourquoi l’augmentation de l’utilisation du glucose est-elle bénéfique au sein des 

tumeurs ? La réponse est la suivante. De nombreux intermédiaires de la glycolyse donnent 

naissance à une arborescence des voies de biosynthèse pour former des acides nucléiques, 

des protéines et des lipides (Figure 6) :  

- la voie des pentoses phosphates permet la génération des riboses à partir du 

glucose-6-phosphate. Les riboses sont nécessaires à la formation des nucléotides, constituant 

des acides nucléiques et du NADPH. Le NADPH permet le maintien du glutathion à l’état réduit 

nécessaire à la détoxication d’espèces réactives de l’oxygène et les mécanismes de réparation 

moléculaire (15). Le maintien du pouvoir Redox est essentiel et déterminant pour la 

progression tumorale et les processus métastatiques afin d’échapper à une mort cellulaire 

induite par divers types de stress (ex : anoïkis). 

- la voie des hexosamines est nécessaire à la glycosylation des protéines via 

l’intermédiaire fructose-6-phosphate.  

- la voie de synthèse lipidique via la conversion du dihydroxyacétone-phosphate en 

glycérol alimente la synthèse des phospholipides et des triglycérides (16,17). 

- la voie sérine-glycine qui enclenche le métabolisme 1C, permet la génération de 

glutathion, de nucléotides et d’approvisionner les mécanismes de méthylation. Elle peut 

contribuer à la synthèse lipidique via la génération de céramides qui vont permettre la 

synthèse des sphingolipides.  

La surexpression des gènes liés à ces voies de biosynthèses dérivées de la glycolyse est 

fréquemment observée dans les tumeurs, notamment concernant les gènes associés à la voie 

des purines et des pyrimidines (11). La consommation des intermédiaires de la glycolyse en 

amont du cycle de Krebs va limiter l’apport de pyruvate à la mitochondrie. De même, la part 

plus importante de pyruvate convertie en lactate par la lactate déshydrogénase (LDH) va 

renforcer cet effet.  
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Figure 7 : L'effet Warburg 
 
L’effet Warburg désigne l’utilisation du glucose vers une conversion en lactate en condition 
aérobie. Cela permet l’accumulation des intermédiaires de la glycolyse en amont et la 
disponibilité pour leur utilisation dans les voies dérivées de la glycolyse, la régénération de 
NAD+. Une fraction réduite de pyruvate entre dans le cycle de Krebs. Certaines intermédiaires 
du cycle de Krebs vont contribuer à la synthèse cellulaire, processus aussi régulé par l’import 
mitochondrial de métabolites par anaplérose.   
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3) Pourquoi l’Effet Warburg ? 

L’effet Warburg désigne un état métabolique dans lequel les cellules présentent une 

forte consommation de glucose, une forte production de lactate et cela même si la 

concentration en oxygène est suffisante pour garantir la respiration mitochondriale (18). L’un 

des grands débats de la communauté scientifique fut de savoir, comme le postulait 

initialement Warburg (19), si les altérations mitochondriales parfois observées dans les 

cellules cancéreuses étaient à l’origine de l’effet Warburg. En effet, l’altération de l’expression 

de certaines enzymes mitochondriales va conduire à la réorientation des flux métaboliques. 

Cette réorientation des flux notamment des intermédiaires du cycle de Krebs vers les voies de 

biosynthèses permet d’éviter une forte production de ROS par la chaîne de transports des 

électrons (Figure 7). Pourtant, ce n’est pas seulement l’altération des voies mitochondriales 

qui explique la plus forte consommation de glucose et la production de lactate. D’ailleurs, les 

mitochondries cellules tumorales contribuent toujours au métabolisme malgré un 

dysfonctionnement potentiel. Plusieurs études utilisant des isotopes lourds ont prouvé que 

les carbones présents dans les différentes sources énergétiques comme le glucose, le lactate 

ou encore la glutamine peuvent se retrouver dans des intermédiaires du cycle de Krebs (20).  

C’est donc un ensemble d’altérations internes et externes à la mitochondrie ainsi 

qu’une modification des besoins énergétiques qui vont renforcer l’effet Warburg.  

Premièrement, comme nous l’avons vu dans le chapitre précédent, l’altération de 

l’expression d’oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeurs va favoriser certaines voies 

de signalisation comme PI3K/AKT associées à la prolifération. L’activation de ces voies de 

signalisation va promouvoir la transcription des gènes des enzymes glycolytiques ou des 

régulateurs positifs ou négatives de celle-ci. Par exemple, certaines tyrosines kinases peuvent 

impacter la fonction de PKM2, favorisant la conversion du pyruvate vers le lactate. L’utilisation 

de l’effet Warburg renforce également l’apport des building blocks, nécessaire et limitant, 

pour la prolifération cellulaire (Figure 7). 

 Il est également intéressant de noter qu’en cas de forte demande énergétique, 

comme c’est le cas des cellules cancéreuses, la production de lactate va être favorisée malgré 

un apport réduit en ATP. L’apport réduit en ATP d’origine mitochondriale peut être en partie 

compensé par l’augmentation du flux glycolytique permettant le maintien de la prolifération 

cellulaire (17). En effet, bien que certaines réactions de synthèse de biomasse nécessitent de 

l’ATP, ce n'en est pas pour autant le substrat principal. De nombreux cofacteurs peuvent 

devenir limitants dans des cellules cancéreuses. 
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Figure 8 : Implication du NADP et de l’acétyl-CoA dans le métabolisme tumoral 

Les cofacteurs NAD, NADP et acétyl-coA interviennent dans de nombreuses réactions, la 

balance entre leur consommation et leur génération est finement régulée. Le NAD+ est produit 

lors de la génération de lactate et au cours des réactions de la chaîne de transports des 

électrons. Le NADH est généré au cours de la glycolyse, du cycle de Krebs et l’oxydation des 

acides gras. La conversion NADP+/NADPH intervient dans la voie des pentoses phosphates et 

le NADPH est consommé lors des réactions anaboliques et des défenses antioxydantes. 
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Les cellules prolifératives vont avoir besoin d’une grande quantité de NADPH et 

d’acétyl-CoA. En effet, une molécule de glucose suffira pour l’apport de tout l’ATP nécessaire 

à de multiples réactions alors que l’utilisation de plusieurs molécules de glucose ou d’autres 

sources de carbones seront nécessaires pour la régénération du NADPH et de l’acétyl-CoA 

(Figure 8). La glutaminolyse désigne la conversion de la glutamine en glutamate puis en 

alpha-cétoglutarate. L’alpha-cétoglutarate va être converti en succinate, fumarate puis 

malate. La malate déshydrogénase NADP+ spécifique va convertir le malate en pyruvate 

permettant la régénération d’une molécule de NADPH. Le NADPH peut être régénéré 

également par l’activité de la glucose-6-phosphate déshydrogénase, de la conversion de 

l’isocitrate en alpha-cétoglutarate ou au cours du shunt pentose phosphate du 6-P-gluconate 

vers la synthèse des acides nucléiques. (Figure 8). 

 Enfin, la mise en place de l’effet Warburg nécessite un maintien de la glycolyse forte 

consommatrice de NAD+. Plusieurs réactions cytosoliques ou mitochondriales vont participer 

à ce mécanisme de régénération (Figure 8). En effet, les tumeurs possèdent un ratio élevé de 

NAD+/NADH (21). La conversion du pyruvate en lactate va contribuer à régénérer le NAD+ sans 

faire intervenir des processus mitochondriaux. La régénération du NAD, FAD peut également 

provenir de la synthèse d’alanine, de la navette malate-aspartate ou encore de la voie des 

pentoses phosphates 

4) Le lactate : un métabolite central du métabolisme tumoral  

À l’état physiologique, le lactate est la source principale d'énergie dans certains 

organes notamment le cœur, le cerveau ou les muscles squelettiques. Au niveau du foie, il 

peut être converti en glucose dans un processus que l’on nomme le cycle de Cori. Le lactate 

joue également le rôle de navette de carbone entre différents organes, différentes cellules et 

donc possède également ce rôle de navette dans les tumeurs. L’export du lactate en dehors 

d’une cellule permet de garantir l’homéostasie cellulaire notamment par le maintien du pH 

intracellulaire et ainsi limiter sa toxicité cellulaire. Il est un métabolite central dans plusieurs 

processus biologiques, par exemple en alimentant le cycle de Krebs (22). La source principale 

de lactate dans les cellules cancéreuses est le pyruvate issu de la glycolyse bien que la 

glutamine puisse également générer le pyruvate. C’est la lactate déshydrogénase A 

cytosolique qui va catalyser la conversion du pyruvate. Son expression est souvent élevée dans 

les tumeurs et associée à un mauvais pronostic. Certaines tyrosines kinases surexprimées dans 

les tumeurs contribuent à la phosphorylation de la LDHA ayant pour conséquence une 

augmentation de son activité catalytique (23). Enfin, la LDHA peut produire un 

oncométabolite, le L-2-HG. Une autre isoforme, la lactate déshydrogénase B pourrait être 

située dans la membrane interne de la mitochondrie. Il est supposé que le lactate entre dans 

la mitochondrie via le récepteur MCT afin d’être converti en pyruvate et potentiellement 

alimenter le cycle de Krebs.  
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Ce phénomène, appelé effet Warburg inversé, décrit une situation où des cellules 

stromales comme les fibroblastes associés aux cellules cancéreuses présentent un 

métabolisme fortement glycolytique (Figure 9). Le lactate sécrété va être consommé par les 

cellules cancéreuses, entrer dans la mitochondrie et alimenter le cycle de Krebs. Les cellules 

cancéreuses vont présenter un métabolisme énergétique différent selon qu’elles se situent en 

zone de normoxie ou d’hypoxie, conduisant à une modification du fonctionnement 

mitochondrial. Ainsi, une symbiose métabolique peut s’instaurer entre des cellules 

cancéreuses en hypoxie et productrices de lactate et les cellules cancéreuses en normoxie qui 

peuvent utiliser le lactate comme source de pyruvate et renforcer l’utilisation de leur 

mitochondrie (Figure 9).  

Le lactate présent dans le microenvironnement tumoral peut également être 

consommé par différentes cellules immunitaires infiltrant les tumeurs et altérer leurs 

fonctions (Figure 9) (24,25). Le lactate va notamment avoir pour effet une diminution de la 

glycolyse au sein des cellules dendritiques, des cellules T CD8 et des macrophages. Leur 

maturation et leur production cytokinique vont également être altérées. Les CD8 comme les 

cellules NK vont perdre leur potentiel cytotoxique. La consommation de lactate sera 

bénéfique pour les fonctions des cellules immunitaires immunosuppressives telles que les 

cellules T régulatrices, les cellules myéloïdes immunosuppressives dérivées des monocytes 

(MDSC) ou les mastocytes (25). Cependant, le lactate peut promouvoir dans certains cas, les 

fonctions cytolytiques dans les cellules T CD8 en renforçant leurs propriétés cellules souches 

en inhibant l’activité des histones désacétylases (26). 

 

◄ Figure 9 : La consommation de lactate dans le microenvironnement tumoral 

Panel haut : Le glucose apporté par les vaisseaux sanguins présent dans les tumeurs va pouvoir 

être consommé par les cellules du microenvironnement tumoral. Dans les cellules cancéreuses 

en normoxie, le glucose va être converti en pyruvate et alimenter le métabolisme 

mitochondrial. Dans les fibroblastes associés au cancer (acronyme CAF en anglais) ainsi que 

dans les cellules cancéreuses en zone hypoxique, le glucose consommé sera converti en lactate 

et sécrété dans le microenvironnement tumoral. Ce dernier pourra être réutilisé par les cellules 

cancéreuses en normoxie par un phénomènes d’effet Warburg inversé ou par symbiose 

métabolique.  

Panel bas : la consommation de lactate par les différents types de cellules immunitaires 

infiltrant les tumeurs va avoir des conséquences variables sur leur activation, leur 

fonctionsmétabo cytolytique ou encore leur maturation. La conséquence sera une diminution 

des fonctions des cellules immunitaires anti-tumorales et l’augmentation de la maturation et 

des fonctions des cellules immunosuppressives et protumorales, contribuant ainsi à la 

progression tumorale. Figure adaptée Caslin et al 2021. 
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Figure 10 : Voie de signalisation HIF1a 

La perception de l’hypoxie s’effectue par la régulation du facteur de transcription HIF1α via 

par hydroxylation dépendantes des prolylhydroxylases PHDs. Une fois hydroxylé, HIF1α est 

ubiquitinylé par l’enzyme VHL et adressé au protéasome pour dégradation. En condition 

hypoxique, HIF1α transloque dans le noyau où il se fixe sur un élément HRE sous forme de 

dimère avec HIF-1β et permet la transcription de différents gènes impliqués dans le 

métabolisme, l’angiogénèse, le processus de métastase ou encore la survie cellulaire. Figure 

adaptée de la référence (27). 
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5) Hypoxie et vascularisation 

La présence d’oxygène dans les tissus est indispensable au bon fonctionnement de 

différentes réactions biologiques, notamment lors de la respiration mitochondriale où il est 

l’accepteur final d’électrons de la chaîne respiratoire. Les cellules ont la capacité de percevoir 

le niveau d’oxygène dans leur environnement afin de pouvoir s’adapter. Cette capacité de 

mesurer le niveau d’oxygène passe par le relargage de ROS mitochondriaux et ne nécessite 

pas le fonctionnement de la chaîne de transports d’électrons (28,29). Les tumeurs possèdent 

une vascularisation anarchique ce qui contribue à la formation de zones hypoxiques. De plus, 

les altérations fréquentes du fonctionnement mitochondrial conduisent à l’accumulation 

d’espèces réactives de l’oxygène, un défaut du potentiel de membrane mitochondrial et un 

détournement des voies de production énergétique. Le manque d’oxygène va permettre la 

stabilisation d’une famille de facteurs de transcription hétérodimériques connus sous le nom 

de facteurs inductibles par l’hypoxie, HIFs en anglais (30). En normoxie, les prolylhydroxylases 

vont conduire à l’hydroxylation du facteur HIF1α (Figure 10). La forme hydroxylée d’HIF1α va 

être reconnue par le complexe VHL, favorisant son ubiquitination et sa dégradation par le 

protéasome. En condition hypoxique ou en cas d’élévation de succinate ou de L-2HG, ce 

processus est inactivé ;  HIF1α va pouvoir transloquer dans le noyau et induire l’expression de 

nombreux gènes impliqués dans le métabolisme, l’angiogenèse, l’identité, la prolifération et 

la différenciation cellulaire (24) (Figure 10). Le manque d’oxygène va non seulement modifier 

les propriétés intrinsèques et le métabolisme des cellules cancéreuses mais également celles 

de tout le microenvironnement (32).  

  

66



  

Figure 11 : Structure interne de la mitochondrie 

La mitochondrie est une organelle présente dans les cellules eucaryotes. Elle est composée 

d’une membrane externe et d’une membrane interne séparées par l’espace intermembranaire. 

La membrane interne forme des replis désignés sous le terme de crêtes mitochondriales. La 

matrice constitue l’espace le plus interne de la mitochondrie. 
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II) La mitochondrie 

La mitochondrie est désignée par la communauté scientifique comme le générateur 

énergétique de la cellule. Le spectre de processus biologiques dépendant tout ou partie de la 

mitochondrie est très large. C’est une organelle centrale, connectée aux autres composants 

cellulaires, senseur du stress cellulaire et véritable carrefour décisionnel. Ses fonctions sont 

hautement régulées impliquant des modifications fonctionnelles comme une réorientation 

des flux énergétiques, de la polarité et de la perméabilité de ces membranes mais aussi 

structurales. La structure de la mitochondrie est assez complexe, reflet de son origine 

endosymbiotique. Elle est composée d’une membrane externe et d’une membrane interne, 

qui délimitent respectivement l’espace intermembranaire du cytosol et la matrice de l’espace 

intermembranaire (33) (Figure 11). Les nombreux replis de la membrane interne délimitent 

ce qu’on appelle les crêtes mitochondriales. La taille et l’aspect des crêtes peuvent également 

être très différents en fonction du stress tissulaire perçu (34). Les mitochondries sont souvent 

représentées comme des objets individualisés, allongés et ronds. Pourtant, leur organisation 

peut varier d’un réseau complexe et continu à de petites mitochondries individualisées. Le 

passage de l’un à l’autre dépend des mécanismes de fusion et fission mitochondriale qui 

nécessitent l’intervention de nombreux régulateurs dont les principaux acteurs sont OMA1 et 

OPA1 en situation de réponse au stress.   
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Figure 12 : le Cycle de Krebs 

Le cycle de Krebs désigne un ensemble de 8 réactions enzymatiques permettant la génération 

de NADH et FADH2.  Figure traduite et adaptée du livre (35). 
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A) Hub énergétique 

Nous pouvons différencier deux grands modes de fonctionnement métabolique de la 

mitochondrie. Un mode catabolique qui va conduire à la conversion du glucose en pyruvate 

alimentant le cycle de Krebs, la chaîne de transport des électrons et à la production via l’ATP 

synthase, d’une grande quantité d’ATP. Le fonctionnement anabolique quant à lui favorise 

l’accumulation d’intermédiaires du cycle de Krebs, favorisant leur utilisation dans les voies 

anaboliques. Ce sont ces processus que nous allons voir plus amplement dans les sous-parties 

qui suivent. 

1) Mode catabolique et phosphorylation oxydative 

Le catabolisme regroupe l’ensemble des processus liés à la dégradation de molécules 

carbonées comme le glucose ou les acides gras en une forme d’énergie utilisable par la cellule 

comme l’ATP. Après la conversion du glucose en pyruvate, celui-ci va entrer dans la 

mitochondrie et initier le cycle de Krebs (aussi appelé cycle des déshydrogénases). La première 

réaction est la décarboxylation du pyruvate en acétyl-CoA. Le pyruvate n’est pas la seule 

source d’acétyl-CoA cellulaire (Figure 12). Lors de la dégradation des acides gras par β-

oxydation, une molécule d’acétyl-CoA sera générée à chaque cycle dégradatif. L’acétyl-CoA va 

être assemblé à l’oxaloacétate pour former le citrate. Par processus d’isomérisation, le citrate 

va devenir l’isocitrate, qui, après oxydation et décarboxylation, va donner l’alpha-

cétoglutarate. Par décarboxylation oxydative, l’alpha-cétoglutarate va être converti en 

succinyl-CoA puis phosphorylé en succinate. Le succinate va être oxydé en fumarate, lui-même 

converti en malate après déshydratation. Enfin, l’oxydation du malate permet la régénération 

de l’oxaloacétate (Figure 12). L’ensemble de ces réactions vont conduire à la génération de 

trois molécules de NADH, une molécule de FADH2, de l’ATP, deux protons H+ et une molécule 

de coenzymeA. C’est le couplage du cycle de Krebs à la chaîne de transport des électrons qui 

permettra de régénérer les cofacteurs consommés lors du cycle et de produire une grande 

quantité d’ATP (36).  
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Figure 13 : La chaîne de transport des électrons  

La chaîne de transport des électrons est constituée de 5 complexes protéiques insérés dans la 

membrane interne de la mitochondrie. Les électrons libérés lors de l’oxydation du NADH ou de 

la conversion du succinate en fumarate vont être conduits dans les différents complexes et 

résulter en la formation d’H2O. L’ensemble permet l’établissement d’un gradient de protons H+ 

permettant l’activation de l’ATP Synthase et la production d’ATP.  
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2) La chaîne de transport d’électrons  

La membrane interne mitochondriale possède un rôle de barrière pour les protons H+ 

séparant l’espace intermembranaire, où ils s’accumulent, de la matrice mitochondriale. 

L’homéostasie de la mitochondrie et la production d’ATP dépendent du maintien de ce 

gradient de protons. La chaîne de transport des électrons joue un rôle essentiel dans le 

maintien de ce gradient et régule les processus de vie et de mort cellulaire. Elle est constituée 

de quatre complexes protéiques. Les complexes I, III et IV pompent directement les protons 

de la matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire (Figure 13). Les molécules de 

NADH produites lors des réactions du cycle de Krebs vont se fixer sur le complexe I de la chaîne 

de transport d’électrons. Le NADH va être oxydé en NAD+ et libérer un proton H+. Ce proton 

va réduire la quinone présente dans le complexe I. Les électrons également libérés par la 

réaction vont passer successivement par plusieurs centres redox Fe-S au sein même du 

complexe I. L’énergie libérée par le transfert d’électrons va donner l’énergie nécessaire au 

complexe pour pomper des protons de la matrice vers l’espace intermembranaire. Après leurs 

passages successifs par plusieurs centres redox, les électrons vont être capturés par la 

Coenzyme Q qui va transférer ces électrons au complexe III. Le complexe II fonctionne d’une 

manière similaire bien que les molécules participant à la réaction d’oxydo-réduction soient 

différentes et qu’il ne possède pas d’activité protomotrice. Le complexe II n’est autre que 

l’enzyme SDH, seul enzyme du cycle de Krebs liée à la membrane mitochondriale, qui catalyse 

la conversion du succinate en fumarate couplée à la réduction du FAD+ en FADH2. Les 

électrons seront, comme pour le complexe I, acheminés vers le complexe III. Un électron va 

être recyclé et les autres capturés par le cytochrome c qui va les conduire au complexe IV. 

C’est dans ce complexe que se termine la réaction, les électrons vont être utilisés dans la 

conversion de l’oxygène en molécule d’eau. La réaction va utiliser quatre protons de la matrice 

et permettre le passage de quatre autres dans l’espace intermembranaire. Les protons 

contenus dans l’espace intermembranaire vont regagner la matrice mitochondriale via l’ATP 

synthase, générant ainsi une grande quantité d’ATP. L’ATP est formée par ajout d’un 

groupement de phosphate inorganique à l’ADP. C’est à cette réaction que l’on fait allusion 

lorsque que nous employons le terme de phosphorylation oxydative ou l’acronyme OXPHOS 

en anglais. L’étude de l’activité mitochondriale se fait via l’utilisation de différentes drogues 

qui viennent prévenir l’activité de certains complexes de la chaîne de transport d’électrons. 

La roténone vient inhiber le complexe I, l’antimycine le complexe III, le cyanide le complexe IV 

et l’oligomycine, l’ATP synthase. On parle également d’agents découplants comme le 

carbonylcyanure m-chlorophénylhydrazone ou CCCP, qui est un protonophore. Il va dissiper 

le gradient de protons, diminuant ainsi l’efficacité du complexe ATP synthase et donc, sous 

action prolongée, induire la mort cellulaire (37). 
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Figure 14 : Anaplérose et cataplérose mitochondriales  

Les intermédiaires du cycle de Krebs constituent des carrefours métaboliques, leur 

consommation et renouvellement sont régis par les principes de cataplérose et anaplérose 

respectivement. Les sources anaplérotiques renouvèlent l’alpha-cétoglutarae, le succinate, 

l’oxaloacétate ou le fumarate. Les métabolites pouvant alimenter la biosynthèse sont le 

citrate, l’oxaloacétate et le succinate. Enfin, certains intermédiaires comme l’oxaloacétate, 

l’α-cétoglutarate et le malate peuvent intervenir dans des réactions de cataplérose. 

Abréviations : ALAS : δ-aminolévulinique acide synthase; ALT : alanine aminotransférase; 

AST :aspartate aminotransférase; BCAAs : acides aminés à chaînes branchées; BCAAT :  acides aminés 

à chaînes branchées aminotransférase; CiC : citrate-isocitrate transporteur; CS :citrate synthase; FAH : 

fumarylacétoacétate hydrolase; Fas : acides gras ; FH, fumarate hydratase; GOT : glutamique-

oxaloacétique transaminase; IDH : isocitrate déshydrogénase; MDH : malate déshydrogénase; ME : 

enzyme malique; MMUT : méthylmalonyl-CoA mutase; OAA : oxaloacétate; OGDH : 2-oxoglutarate 

déshydrogénase; PC : pyruvate carboxylase; PCC : propionyl-CoA carboxylase; PEP : 

phosphoénolpyruvate; PEPCK : phosphoenolpyruvate carboxykinase; redox :  réduction–oxydation; 

SDH : succinate déshydrogénase; TCA, Acides tricarboxyliques. Figure traduite de la référence (38). 
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3) Anaplérose et cataplérose 

 Au-delà de leurs fonctions dans le cycle de Krebs, certains intermédiaires sont des 

carrefours métaboliques qui permettent de réguler les flux vers les voies de biosynthèse en 

jouant sur l’apport des précurseurs des réactions chimiques dans lesquelles ils sont impliqués, 

de la même manière que les voies de synthèse dérivées de la glycolyse. Ainsi, selon les 

conditions, les intermédiaires du cycle de Krebs peuvent être renouvelés par le principe 

d’anaplérose ou exportés par cataplérose (Figure 14).  Ces deux modes de fonctionnement 

peuvent être au bénéfice de la plasticité du métabolisme tumoral. Dans des modèles 

génétiques où le complexe III de la chaîne de transport d’électrons est absent mais où le cycle 

de Krebs est fonctionnel, la croissance tumorale est favorisée, montrant que le cycle de Krebs 

et la chaîne de transport des électrons peuvent soutenir la progression tumorale 

indépendamment des réactions de phosphorylation oxydative (20,36). Comme nous l’avons 

vu, pour initier le cycle de Krebs, le pyruvate va entrer dans la mitochondrie et être converti 

en acétyl-CoA, cependant, une autre conversion est possible, celle du pyruvate en 

oxaloacétate, réaction anaplérotique catalysée par la pyruvate carboxylase. L’oxaloacétate 

peut regénérer le phosphoénolpyruvate ce qui contribue à la biosynthèse de nombreux 

glucides par néoglucogénèse, comme le glucose, le glycogène, les triglycérides et par les voies 

de synthèse dérivées de la glycolyse, la synthèse des nucléotides et des phospholipides (38–

40). L’oxaloacétate peut être également renouvelé par transamination de l’aspartate ou via le 

pyruvate (provenant lui-même du lactate ou de l’alanine). La réaction de transformation 

d’aspartate en oxaloacétate étant réversible, ce dernier peut contribuer à la synthèse des 

nucléotides et des amino-acides. La glutaminolyse est un autre exemple de voie 

anaplérotique. En condition d’inhibition du transporteur MPC ou d’un accès restreint au 

glucose, la glutamine est convertie en glutamate et en ammoniaque. Le glutamate va être 

converti en alpha-cétoglutarate par déshydrogénation. De nombreuses études ont pu 

démontrer l’importance de la glutaminolyse dans la progression tumorale et plusieurs 

thérapies ont été développées sur l’inhibition de cette voie métabolique. Le citrate participe 

aux voies de synthèse des acides gras notamment par sa conversion en acétyl-CoA dans le 

cytosol (17). Le citrate peut également régénérer l’oxaloacétate qui sera converti en malate 

puis pyruvate, générant du NAD+. Le succinyl-CoA peut être régénéré à partir du propionyl-

CoA afin de participer à la synthèse des porphyrines précurseurs des hèmes.  
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B) Adaptation métabolique et perception du microenvironnement tumoral 

1) Altérations des mitochondries  

Plusieurs altérations peuvent subvenir dans les cellules cancéreuses et entraîner le 

dysfonctionnement de la chaîne de transport d’électrons, le cycle de Krebs mais aussi la 

balance redox. Les mutations de gènes codant pour des enzymes du cycle de Krebs sont 

rarement observées dans les tumeurs cependant leur dérégulation peut avoir plusieurs 

conséquences sur le métabolisme des cellules cancéreuses. La mutation de la SDH va conduire 

à l’accumulation de succinate qui sera exporté dans le cytosol. La forme mutée de la FH 

entraîne une augmentation du fumarate et une inhibition de la SDH, complexe II de la chaîne 

de transports des électrons. La perte de fonction des enzymes FH peut également favoriser 

les réactions dépendantes de la glutamine comme source de régénération de l’alpha-

cétoglutarate et du NADH. Cela va également promouvoir l’accumulation d’adénylosuccinate 

(41). Le fumarate peut être exporté dans d’autres compartiments cellulaires comme le noyau 

ou relargué dans le milieu extracellulaire pour prévenir la cellule de sa toxicité. L’IDH 

mitochondriale peut subir des mutations de type gain de fonction.  Ces mutations vont 

produire un oncométabolite, le D-2-hydroxyglutarate à partir de l’alpha-cétoglutarate. Le D-

2HG peut également être impliqué dans la promotion de l’hypersuccinylation. 

 L’accumulation du succinate, du fumarate ou du D-2HG, participe à l’inhibition de 

l’activité des dioxygénases dépendantes du 2-oxoglutarate (OGDOs). Les OGDOs sont une 

famille regroupant notamment les enzymes TET1-3, les déméthylases KDM2-7, les 

prolylhydroxylases (PHDs 1-3), les P3Hs, P4Hs et OGFOD1. L’altération des enzymes TETs et 

des KDMs change la balance entre méthylases et déméthylases favorisant les attaques par 

hyperméthylation au niveau de l’ADN et des histones. L’inhibition des PHDs va conduire à une 

stabilisation du complexe HIF. La synthèse de collagène va être impactée par l’altération des 

enzymes P3Hs, P4Hs. Enfin, les fonctions altérées de l’OGFOD1 vont moduler la synthèse 

protéique (42). Lorsque ces mutations de type gain de fonctions surviennent, l’usage 

d’inhibiteurs de ces enzymes est utilisé en thérapie notamment des inhibiteurs d’IDH2, d’IDH1 

(43).   

Enfin, les altérations du fonctionnement du métabolisme mitochondrial peuvent 

provenir de mutations qui touchent l’ADN mitochondrial. En effet, cette organelle possède 

son propre génome qui code 37 gènes chez l’Homme codant pour 13 protéines impliquées 

dans la production énergétique.   La mutation de l’ADN mitochondrial va engendrer un défaut 

de fonctionnement de la chaîne de transport des électrons, une augmentation de la 

production de lactate et donc contribuer à la progression tumorale (44). 
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Figure 15 : Production de ROS mitochondriaux à partir de la chaîne de transport d’électrons 

Les composés réactifs de l’oxygène (acronyme ROS en anglais) sont le produit de réactions 

enzymatiques dans les péroxysomes, la mitochondrie, le réticulum endoplasmique ou le 

cytosol. La génération de ROS peut également provenir de stress extracellulaire comme les 

radiations ou l’absorption cellulaire microbienne.  
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2) ROS mitochondriaux 

Les échanges dynamiques et séquentiels d’énergie au sein de la chaîne de transport 

d’électrons peuvent conduire à une fuite d’électrons. Ces électrons seront capturés par la 

molécule d’oxygène et formeront des ions superoxydes qui peuvent avoir de nombreuses 

conséquences au niveau du métabolisme mais également du stress cellulaire voire aboutir à 

la mort cellulaire. Les ions superoxydes font partie de la famille des ROS, de l’anglais reactive 

oxygène species qui signifie « espèces réactives de l’oxygène ». En effet, ces radicaux libres 

peuvent oxyder des lipides, des protéines ou encore l’ADN. Au cours du cycle de Krebs, de 

nombreuses réactions d’oxydo-réduction ont lieu. Les enzymes qui participent à ces réactions 

possèdent des groupements prosthétiques flavines ou un cluster Fe-S. Ces enzymes du cycle 

de Krebs ou de la chaîne de transports d’électrons sont impliquées dans des réactions 

séquentielles et n’échangeront qu’un seul électron à la fois. Ainsi, un radical libre transitoire 

est généré et si l’arrivée du second électron est retardée, il va être capturé par l’oxygène qui 

possède une plus grande affinité que les complexes protéiques pour les électrons et donc être 

source de ROS (45). D’autres compartiments cellulaires comme le réticulum endoplasmique, 

les peroxysomes, ou certaines enzymes comme les NADPH oxydases (NOXs) ou les 

superoxydes dismutases (SOD), peuvent être source d’une autre forme de radicaux libres 

qu’est l’H2O2 (Figure 15). Il est intéressant de noter que mis à part les produits dérivés de 

l’oxygène, d’autres types de composés existent comme les lipides hydropéroxydés : le peroxyl 

et l’alkoxyl. La génération de composés oxydants au niveau cellulaire peut également être la 

conséquence d’exposition à des agents environnementaux comme les rayonnements (UVs, 

Rayons X, radiations ionisantes) ou liés aux comportements individuels (tabac, alcool, 

drogues) (46–48). L’effet Warburg et les ROS sont le talon d’Achille des cellules cancéreuses. 

La dégradation du glucose et le pyruvate vont être détournés du cycle de Krebs et de la chaîne 

de transport des électrons, découplant ainsi la production énergétique du catabolisme du 

glucose et une modification de l’utilisation de métabolites mitochondriaux. Modifier l’usage 

de la mitochondrie ou altérer les flux glycolytiques va freiner la progression tumorale et cela 

d’une manière plus ou moins directement liée à la génération de ROS. Les ROS présents dans 

le microenvironnement peuvent être des facteurs de l’évolution tumorale tant par leurs rôles 

dans les mutations génétiques que leur potentiel d’activateur du système immunitaire. 

 

La relation structure/fonction est au cœur de l’homéostasie mitochondriale, en effet, 

la grande majorité des fonctions que nous avons vu nécessitent une compartimentalisation 

des complexes protéiques de la chaîne de transport des électrons mais aussi de différents 

composés comme les protons et les électrons. La régulation de l’organisation structurale des 

mitochondries est essentielle pour le maintien de ses fonctions, notamment par fusion, fission 

et processus de mitophagie.  
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Figure 16 : Fusion et fission mitochondriale 

Les processus de fusion et fission mitochondriale sont des mécanismes dynamiques 

étroitement régulés par la balance entre la forme longue et la forme courte d’OPA1 mais aussi 

par l’activation des enzymes YMEL1 et OMA1. La forme longue d’OPA1 appelée L-OPA1 est 

promotrice de la fusion mitochondriale. YMEL1 est activable par de hauts niveaux d’ATP et 

OMA1 par de bas niveaux d’ATP mais aussi une perte de potentiel mitochondrial (ΔΨm), la 

chaleur, la présence d’oxydants ou encore des stimuli apoptotiques. L’activation de ces 

enzymes va conduire au clivage de L-OPA1 en S-OPA1 acteur de la fission mitochondriale. 

Abréviations : OMM : membrane mitochondriale externe ; IMM : membrane interne 

mitochondriale.  
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3) La fusion et fission mitochondriale comme réponse au stress 

 La mitochondrie va subir des stress de nature variée au cours de la progression 

tumorale. Il peut s’agir de mutations du génome nucléaire ou mitochondrial, de la privation 

ou l’abondance d’un substrat métabolique, de la présence d’ions calcium et fer ou encore de 

facteurs environnementaux tels que certaines toxines, les chimiothérapies, les UVs ou des 

inhibiteurs de la chaîne de transports d’électrons. La mitochondrie dispose donc d’un spectre 

large de réponses au stress. Il peut s’agir de la motilité de la mitochondrie, de signalisation 

rétrograde vers le noyau, de l’établissement de différents points de contact avec d’autres 

organelles comme le réticulum endoplasmique, de la réponse UPR, de la sécrétion de vésicules 

mitochondriales, de processus mitophagiques ou la formation de pores. Il peut s’agir 

également de remodelage des crêtes mitochondriales et des processus de fusion et fission des 

membranes internes et externes. Ce sont ces deux derniers points que nous allons développer 

dans ce paragraphe. Cette dynamique de fusion/fission permet d’assurer la distribution des 

métabolites dérivés de la mitochondrie dans le reste de la cellule et d’exercer le contrôle 

qualité des mitochondries. En condition de stress ou en période de jeûne, la fission 

mitochondriale va être inhibée favorisant la formation d’un réseau mitochondrial 

interconnecté (49–51). La fragmentation mitochondriale va se produire après perception de 

dommage ou dépolarisation mitochondriale (52). Le processus de mitophagie éliminera les 

mitochondries endommagées. Si le stress persiste, cela peut conduire à l’induction de mort 

cellulaire par apoptose ou nécrose (53,54).  La fusion des membranes externes 

mitochondriales est médiée par les mitofusines MFN1 et MFN2 alors que la fusion des 

membranes internes est médiée par la GTPase OPA1 (Figure 16). OPA1 est présent sous deux 

formes, l’une courte et l’autre longue, c’est le ratio entre ces deux formes qui régule l’équilibre 

entre fusion et fission mitochondriale. L’accumulation de la forme S-OPA1 survient après 

perception du stress, permettant la fission mitochondriale (55). Le clivage d’OPA1 est médié 

par les i-AAA protéases, YMEL1 sur le site S2 et la metalloendopeptidase OMA1 sur le site S1. 

OMA1 a été identifié historiquement chez la levure par ses fonctions similaires aux m-AAA 

protéases. Plusieurs stimuli ont été identifiés comme initiateurs de la fission mitochondriale, 

par exemple le niveau d’ATP intramitochondrial ou le potentiel de membrane à travers la 

membrane interne. Il a été démontré que c’est l’enzyme redox-sensible OMA1 qui catalyse le 

clivage d’OPA1 en condition de stress (Figure 16). OPA1 fait également partie du complexe 

protéique MICOS régulant notamment la morphologie et la dynamique des crêtes 

mitochondriales (56,57).  
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III) Déclenchement et limites d’une réponse antitumorale 

Ce chapitre va aborder la réponse immunitaire antitumorale de la reconnaissance de 

la nature altérée d’une cellule cancéreuse à sa destruction. Nous allons discuter des 

changements fonctionnels et métaboliques au cours de cette réponse ainsi qu’aux 

adaptations multiples du système immunitaire dans un contexte de coévolution et de 

compétition d’accès aux ressources énergétiques. La reconnaissance et l’élimination d’une 

tumeur par le système immunitaire suit le concept d’immunoédition composé de trois phases 

distinctes, les 3 « E », référence aux termes anglais : elimination, equilibrium et escape (58,59). 

A) Établissement de la réponse immunitaire et immunoédition 

1) Développement tumoral et présentation antigénique 

Les cellules cancéreuses vont croître de manière incontrôlée et former une masse 

tumorale envahissant les tissus adjacents. Ce processus va compartimenter la tumeur en 

fonction d’un accès différentiel aux ressources requises à la formation de nouvelles cellules. 

Progressivement, l’hypoxie et l’accumulation de mutations d’oncogènes et de gènes 

suppresseurs de tumeurs permettent la sélection de sous clones tumoraux présentant un 

phénotype plus agressif, par exemple par la sécrétion de molécules pro-angiogéniques, par la 

perte de contrôle des signaux de régulations intra- et extra-cellulaires et par un changement 

métabolique impliquant notamment une consommation accrue de métabolites énergétiques 

comme le glucose, la glutamine, le lactate, etc. 

 

Figure 17 : Présentation antigénique et mécanistique présentation antigénique 
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La reconnaissance d’une cellule altérée tumorale dépend du processus de présentation 

antigénique, sous forme de peptides « altérés » associés aux molécules du complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH). L’antigène va être à la fois exprimé à la surface de la cellule 

cancéreuse sur le CMH de type I mais aussi à la surface de cellules présentatrices d’antigènes 

(CPA) professionnelles comme les cellules dendritiques, les macrophages et les cellules B (60). 

Les CPA vont capturer les antigènes dans les tissus, les internaliser avant de les présenter sur 

leurs molécules du CMH de type II. Par ailleurs, les CPA ont la possibilité de réaliser une 

présentation antigénique dite croisée, assurant la présentation d’antigènes extracellulaires 

sur les molécules du CMHI, notamment par certaines sous populations de cellules 

dendritiques de type cDC1 (61). La présentation antigénique sur le CMHI ou le CMHII va 

respectivement permettre l’activation d’un lymphocyte T CD8 ou CD4 (Figure 17).   

La présentation antigénique peut être altérée pour plusieurs raisons dans les tumeurs. 

Différents complexes protéiques interviennent dans le chargement des peptides sur le 

complexe CMH et les gènes codant pour ses acteurs peuvent être mutés dans les tumeurs. Les 

mutations ou perte d’hétérozygotie les plus fréquentes touchent les gènes HLA-I et le gène de 

la 2 microglobuline (62,63). L’uprégulation des voies des MAPK ou de MYC, l’expression de 

DUX4 vont altérer l’expression des gènes associés à la présentation antigénique. L’expression 

de SND1, MAL2 ou ATG4B va inhiber les processus de dégradation des protéines. Les ARNs 

non codant peuvent également interférer avec les ARN messagers comme mir148a-3p, mir-

125a-5p ou LINK-A. Certaines régulations épigénétiques peuvent avoir lieu sur les promoteurs 

des gènes HLA, β2M et TAP1. Toutes ces altérations vont conduire à une diminution de la 

présentation antigénique sur les cellules cancéreuses. D’autres types d’altérations peuvent 

prévenir le recrutement et les fonctions des cellules dendritiques notamment les cDC1s. Les 

cDC1s sont recrutées sur le site tumoral par la sécrétion des chimiokines comme CCL4 ou CCL5 

par les cellules cancéreuses ou les cellules NK intratumorales. Cependant, la voie de 

signalisation de la -caténine dans les cellules cancéreuses peut inhiber la sécrétion de ces 

chimiokines et donc réduire le nombre de cellules dendritiques infiltrant les tumeurs et par 

conséquence, celle des cellules T également. D’autres composés peuvent avoir des rôles 

similaires comme la PGE2, le VEGF, l’IL6, le TGF et l’IL10 qui joue sur la différenciation, la 

maturation des cellules dendritiques et même la conversion vers un phénotype tolérogène 

(64,65). Le dysfonctionnement peut également affecter la capacité de présentation croisée 

comme par exemple en présence d’un taux élevé de lipides oxydés dans les cellules 

dendritiques.  

 

◄ Légende Figure 17 : Les cellules présentatrices de l’antigène (APC) possèdent deux 

mécanismes principaux de présentation antigénique (CMH I et CMH II). Les protéines 

cytosoliques dégradées par le protéasome génèrent des peptides antigéniques qui seront 

chargés sur le complexe du CMHI via les protéines du réticulum endoplasmique TAP. Le 

complexe CMHI peptide sera alors exprimé à la surface par transport vésiculaire. Les protéines 

extracellulaires seront dégradées par la voie endosomale et les peptides générés seront 

présentés sur le CMHII avant d’être exprimé à la surface.   

82



 

Figure 18 : Antigénicité tumorale 

L’antigénicité tumorale désigne la présentation sur les complexes majeurs d’histocompatibilité 

de nouveaux peptides ou de nouveaux épitopes. 
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2) Antigénicité tumorale 

 

L’antigénicité tumorale est définie comme l’ensemble des antigènes qu’une cellule 

cancéreuse va exprimer à sa surface sur son complexe majeur d’histocompatibilité de type I. 

Certains antigènes d’une cellule saine du corps humain peuvent être perdus par les cellules 

cancéreuses et d’autres de nouveau exprimés (66).  On distingue 3 principaux types 

d’antigènes tumoraux (65). Il y a d’une part les antigènes associés à la tumeur, issus de 

mutations somatiques, c’est-à-dire de protéines du soi, qui sont préférentiellement exprimés 

pendant le processus de carcinogénèse. C’est le cas par exemple des Melanoma Associated 

Antigens pour le mélanome, de LAGE-1 exprimé dans le mélanome, les carcinomes du poumon 

à petites cellules, cancer de la vessie, de la prostate, de la tête et du cou (67)) ou encore de 

NY-ESO2 dans le cancer ovarien épithélial ou NY-ESO1 dans le mélanome, cancer ovarien ou 

cancer du col de l’utérus (68,69). C’est également à cette catégorie qu’appartiennent les 

antigènes de différenciation cellulaire, les antigènes surexprimés par les cellules cancéreuses 

(HER2, hTERT, CEA), les antigènes oncofétaux et les antigènes associés à des protéines virales 

(Figure 18). D’autre part, on distingue les néo-antigènes ou antigènes spécifiques tumoraux ; 

ils sont le résultat d’anomalies intrinsèques à la cellule cancéreuse notamment de l’instabilité 

génomique, des variations nucléotidiques simples, insertion-délétions (indel), fusion de gènes 

ou encore d’anomalies de l’épissage ou de changement de cadre de lecture sous l’effet 

d’interruption de la traduction en cas de déficit en certains aminoacides. Ces néo-antigènes 

sont anormaux par nature et donc non connus du répertoire lymphocytaire. L’antigénicité 

peut également provenir de cibles moléculaires ayant subi des modifications post-

traductionnelles telles que les glycosylations ou les phosphorylations. Ces modifications 

peuvent favoriser la présentation sur les complexes du CMH ou favoriser les interactions entre 

le récepteur des cellules effectrices le TCR et le CMH (70–72). C’est en sondant ces antigènes 

présentés sur le CMHI des cellules cancéreuses que les cellules immunitaires vont pouvoir 

déclencher une réponse antitumorale et cytotoxique. 
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3) Activation des cellules T et élimination de la tumeur 

L’activation des cellules immunitaires suit les étapes suivantes : i) Reconnaissance du 

fragment antigénique tumoral sur la CPA, ii) Activation du TCR par phosphorylations 

successives des motifs ITAMs des régions cytoplasmiques des chaînes du CD3 et des effecteurs 

en aval de la signalisation du TCR, iii) Co-stimulation via l’interaction entre CD28 et le 

récepteur B7 et l’émission de signaux cytokiniques.  

D’autres populations lymphocytaires comme les lymphocytes T  ne nécessitent pas 

la présentation de l’antigène pour leur activation tout comme les cellules tueuses naturelles, 

aussi appelées cellules NK. Les cellules T  seront capables d’avoir une activité cytotoxique 

après reconnaissance de phosphoantigènes sur le CMHI des cellules cancéreuses. Les cellules 

NK ont la capacité de reconnaître l’absence de CMHI et en présence de récepteurs activateurs 

avoir une activité cytolytique directe. Cette année, de Vries et al, a mis en évidence l’activation 

des cellules T  dans un contexte d’absence de CMHI.  

Une fois activés les lymphocytes T CD8 et CD4 vont sonder toutes les cellules de 

l’organisme à la recherche de l’antigène pour lequel ils ont été sélectionnés. Les lymphocytes 

T de type CD8 portent l’activité cytotoxique et les CD4 possèdent des fonctions de support, 

notamment des signaux cytokiniques régulatrices de la réponse primaire. Les lymphocytes T 

CD4 possèdent également un rôle essentiel effecteur dans la réponse tumorale (73). Lors de 

la phase effectrice, la production d’IFN, de cytokines et de chimiokines attractrices du 

système immunitaire (CXCL9, CXCL10, CXCL11) va augmenter dans le microenvironnement 

tumoral.  

 

 

Figure 19 : Immunoédition et mort immunogénique 
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Après reconnaissance des antigènes tumoraux, les cellules effectrices vont éliminer les cellules 

tumorales par cytolyse, dépendante de molécules appartenant à la famille des granzymes, des 

perforines ou encore par contact direct avec la cellule tumorale via des récepteurs de mort 

membranaires. Cette phase, dite d’élimination, va permettre la destruction des cellules 

cancéreuses (Figure 19).  

4) Équilibre et échappement 

Lors de la progression tumorale, les différentes cellules cancéreuses qui constituent la 

tumeur vont accumuler de nouvelles mutations selon l’environnement direct auquel elles sont 

confrontées. Ceci contribue à augmenter l’hétérogénéité clonale au sein d’une tumeur. 

Certains clones tumoraux seront résistants aux thérapies administrées, d’autres échapperont 

à l’action du système immunitaire. Le terme métastase désigne la capacité d’une cellule 

cancéreuse à migrer du site primaire où elle s’est initialement développée, à un site distant, 

dans un autre organe favorable à son établissement. Ce processus complexe implique de 

nombreux changements morphologiques et métaboliques favorisant son échappement vis-à-

vis du système immunitaire. La sélection exercée par le système immunitaire va conduire à la 

surreprésentation numéraire de clones au phénotype plus agressif. La persistance de la masse 

tumorale stimule l’activation chronique du système immunitaire et donc progressivement 

mener à sa perte de fonction. La lyse va devenir moins efficace et les sécrétions des cellules 

cytokiniques vont changer. Par ailleurs, la sélection d’un clone tumoral peut également 

présenter un sécrétome différent du clone tumoral majoritaire déjà éliminé. L’ensemble de 

ces modifications va conduire à un changement dans les cellules pouvant infiltrer les tumeurs, 

la plupart ayant des propriétés favorables à la progression tumorale. Ces cellules de 

phénotype régulateur ainsi que le changement du microenvironnement cellulaire vont 

conduire à l’expression de points de contrôle de l’immunité. L’activation des cellules 

effectrices va décroître lors de la liaison de ces ligands inhibiteurs. Cette étape s’accompagne, 

comme nous le verrons dans une prochaine partie, d’une modification de leur état 

métabolique conduisant progressivement à l’épuisement cellulaire.   

Certaines tumeurs, dès leur implantation, ne vont que faiblement déclencher une 

réponse immunitaire. C’est également dans les phases plus précoces que certaines cellules 

cancéreuses peuvent échapper au système immunitaire en gagnant d’autres organes par 

métastase. 

 

◄ Légende Figure 19 : L’immunoédition comporte 3 phases distinctes interdépendantes : la 

phase d’élimination, d’équilibre et d’échappement. Lors de ces 3 phases, l’infiltration par le 

système immunitaire va évoluer vers l’enrichissement en cellules immunitaires suppressives et 

en cytokines promotrices de la progression tumorale au dépend d’une réponse immunitaire 

anti-tumorale portée par les lymphocytes T CD8 et cellules NK. DC : cellules dendritiques, Mψ : 

macrophages, NK : natural killer ; MDSC : cellules myéloïdes dérivées des monocytes ; Trég : T 

régulateur. 
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Figure 20 : Métabolisme et fonction de l'infiltrat immunitaire 
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B) Immunométabolisme 

Chaque cellule immunitaire doit être être en mesure de répondre aux différentes 

stimulations rencontrées, acquérir des caractéristiques de cellule effectrice ou mémoire et 

migrer dans les tissus concernés afin de rétablir l’homéostasie. À chacune de ces étapes, le 

métabolisme joue un rôle crucial dans la mobilisation des différents acteurs moléculaires 

nécessaires au développement d’une réponse immunitaire adaptée. Dans le cas d’une 

tumeur, l’adaptation métabolique des cellules du système immunitaire doit soutenir leur 

prolifération et leur polarisation, la mise en place de nouvelles fonctions sécrétrices ou 

cytotoxiques dans un microenvironnement où la disponibilité des nutriments est limitée, ainsi 

que maintenir un ensemble de cellules mémoires. Par ailleurs, en cas de stimulation chronique 

dans un contexte tumoral, les transitions métaboliques vont accompagner le développement 

d’état d’épuisement ou d’anergie (Figure 20).  

 

◄ Légende Figure 20 : Les cellules immunitaires infiltrantes les tumeurs se divisent en deux 

catégories majeures contribuant à : l’activation immunitaire ou inflammatoire et 

l’immunosuppression. Chaque cellule du système immunitaire par ses fonctions est impliquée 

dans une réponse antitumorale ou au contraire soutient la progression des cellules 

cancéreuses ou altère les fonctions des cellules effectrices. Les sources énergétiques utilisées 

par ces cellules seront donc différentes selon leur fonction et auront ou non un potentiel 

compétitif avec les cellules cancéreuse pour les ressources, notamment le glucose. DAMPs : 

danger-associated molecular patterns.  Figure traduite de la référence (74) 

 

1) Le métabolisme des cellules T après activation et maturation 

Le plus souvent, l’interaction des complexes du CMHI/TCR sur le CD8 ou CMHII sur les 

CD4 ainsi que les signaux de costimulation vont conduire à une grande mobilisation du 

métabolisme des cellules T. Une grande quantité d’énergie est nécessaire pour assurer 

l’expansion clonale ainsi que la maturation vers des stades effecteurs. Cela se traduit par une 

forte augmentation de la glycolyse aérobie, par augmentation des transporteurs du glucose, 

mais aussi du cycle de Krebs et de la respiration oxydative. Cette reprogrammation 

métabolique dépend de la voie PI3K/AKT/mTOR notamment via les facteurs de transcription 

Myc et HIF-1 (indépendamment de son rôle dans l’hypoxie) (75). Ce sont les gènes associés à 

la glycolyse et à la voie des pentoses phosphates qui seront principalement exprimés lors de 

l’activation des cellules T (Figure 20) (74). La voie des pentoses phosphates dans les cellules T 

est nécessaire à la synthèse des acides gras pour la production des membranes plasmiques et 

au maintien du potentiel redox. Si les intermédiaires de la glycolyse ne sont pas consommés 

en amont par la voie des pentoses phosphates ou la voie serine-glycine, ils généreront du 

pyruvate. Il sera converti en lactate ou pourra alimenter via les intermédiaires du cycle de 

Krebs, les voies de cataplérose. Dans un contexte tumoral où le glucose peut être limitant, les 

cellules T activées peuvent accuser un déficit en phosphoénolpyruvate et limiter l’activation 
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des facteurs de transcription NFAT, essentiels à leur activation et leur fonction. Il a été montré 

in vitro qu’une diminution de la concentration de glucose dans le milieu de culture de 

lymphocytes contribue à augmenter la phosphorylation oxydative atténuant la voie mTOR. Ce 

changement empêche l’expression des fonctions effectrices des lymphocytes qui entrent dans 

un état de quiescence et diminuent leur production de cytokines telles que l’IFN, l’IL17 ou 

des molécules associées à la cytotoxicité comme le granzyme B. Dans certains cas, ces 

changements métaboliques peuvent favoriser leur polarisation vers un phénotype régulateur. 

L’un des phénotypes fréquemment retrouvé dans les populations lymphocytaires infiltrantes 

des tumeurs (TILs) est une diminution de la masse mitochondriale suggérant que les fonctions 

mitochondriales peuvent être également altérées. Les mitochondries des cellules T sont 

productrices d’une quantité élevée de ROS et sont hypopolarisées.  

Au-delà du métabolisme énergique, l’apport d’éléments essentiels tels que les acides 

aminés est nécessaire pour satisfaire l’activation des cellules. Ainsi, lors de leur activation les 

cellules T vont consommer de la leucine, de l’arginine, de la sérine ou encore du tryptophane 

(74). Certains de ces composants ont également la capacité de réguler la fonction même des 

lymphocytes par reprogrammation métabolique, notamment le tryptophane et l’arginine qui 

peuvent être associés à une perte des fonctions effectrices. La glutamine est également 

importante pour l’anaplérose dans les cellules immunitaires en permettant l’apport d’azote 

pour la synthèse des acides aminés et des acides nucléiques ; ainsi une restriction peut avoir 

des conséquences sur l’activation et les fonctions effectrices des cellules. Enfin, les cellules 

auront besoin de mobiliser la synthèse des lipides membranaires via les facteurs de 

transcription SREBP1 et SREBP2.  

L’un des aspects de la réponse immunitaire est lié au développement d’une réponse 

mémoire. Les besoins énergétiques de ce type de cellules est différent des cellules effectrices. 

Leurs besoins de production des cytokines et des molécules sont moindres et l’accent est mis 

sur leur longévité. Pour cela, les cellules mémoires vont principalement utiliser le glucose ou 

le glycérol pour la synthèse lipidique. L’oxydation des acides gras va permettre d’apporter les 

intermédiaires du cycle de Krebs. Ces cellules vont avoir une activité métabolique faible mais 

être en mesure d’établir une réponse immunitaire sur le long terme (75).  

En ce qui concerne les autres cellules de l’immunité, leur métabolisme va être 

majoritairement glycolytique dans les phases d’activation bien que certaines fonctions comme 

la présentation antigénique puissent nécessiter une part plus importante de l’utilisation 

d’OXPHOS. Certaines cellules au phénotype régulateur comme les macrophages de type M2 

ou les MDSC vont présenter un métabolisme analogue aux cellules tumorales. 
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2) L’épuisement des cellules T 

L’épuisement, ou exhaustion en anglais, des cellules T désigne un état de 

dysfonctionnement qui survient lors d’une stimulation chronique, comme par exemple dans 

les infections chroniques ou les cancers. Des études in vitro ont montré qu’une stimulation 

chronique en condition hypoxique induit l’épuisement des cellules T CD8. Ce mécanisme est 

dépendant de l’action répressive de Blimp1 sur le facteur de transcription PGC1, lui-même 

impliqué dans la biogénèse mitochondriale et l’activité antioxydante. Ainsi, les cellules CD8 T 

ne présentent plus de capacités d’adaptations à l’hypoxie et présentent des niveaux élevés de 

ROS (76). L’état d’épuisement des cellules T se traduit par une diminution de leur production 

cytokinique et l’augmentation de l’expression de récepteurs inhibiteurs à leur surface (77). 

Ces récepteurs font partie de la famille des points de contrôle immunitaire. Leur activation 

permet la régulation et le contrôle de la réponse immunitaire. Il est important de mentionner 

que l’expression de ces récepteurs n’est pas l’unique caractéristique de l’épuisement des 

cellules T et que cet état n’est pas non plus irréversible. En effet, bien que ces cellules soient 

dysfonctionnelles, elles n’en sont pas pour le moins anergiques. Elles peuvent encore produire 

certaines molécules effectrices, des cytokines ou encore des granzymes. On distingue alors un 

stade d’épuisement terminal qui va renforcer l’état d’hypo-réponse suite à la reconnaissance 

d’un antigène et réception des signaux de costimulation. Cet état est défini par l’expression 

de certains facteurs de transcriptions comme Eomesodermin (Eomes), TCF1, BATF, NFAT1, 

TOX et BLIMP1, susceptibles de modifier les fonctions mitochondriales et l’expression des 

marques épigénétiques, entraînant une déprogrammation cellulaire. Parmi ces facteurs de 

transcription importants, TCF1 semble jouer un rôle central dans l’orientation précoces des 

cellules T vers un phénotype d’épuisement terminal, la perte de son expression au profit de 

TIM3 définit le stade terminal d’épuisement des cellules T (78,79). Les facteurs de 

transcription TBET et TOX ont également été décrits comme possédant un rôle dans 

l’épuisement tardif des cellules T en agissant à la fois sur le transcriptome et l’épigénétique 

des cellules T (80,81). D’un point de vue métabolique, l’altération des fonctions 

mitochondriales est également une caractéristique des cellules T présentant un phénotype 

tardif d’épuisement. En effet, les cellules T accumulent de nombreuses mitochondries 

dépolarisées résultant de la diminution de leur capacité à renouveler leurs mitochondries via 

une activité mitophagique et une mitochondriogénèse insuffisante (82).  

Comme nous l’avons vu, certains métabolites générés par les cellules tumorales vont 

modifier le microenvironnement tumoral et impacter la fonctionnalité des TILs notamment en 

modifiant le contrôle des marques épigénétiques.  
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Figure 21 : Reprogrammation épigénétique dans les cellules T 

Le niveau d’expression des signatures liées à l’identité d’un cellule T évolue vers un stade 

d’épuisement et de stress du réticulum endoplasmique (RE). Ces transitions sont régulées par 

des variations de l’accessibilité à la chromatine sur des gènes donnés. Figure traduite de la 

référence (83). 

 

Figure 22 : L'épigénétique et le métabolisme sur l'épuisement des cellules T 

Différents intermédiaires de voies métaboliques peuvent jouer un rôle régulateur épigénétique 

conduisant à l’épuisement des cellules. Figure traduite de la référence (83) 
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3) Modifications épigénétiques lors de la différenciation et l’épuisement des 

cellules T 

Du stade naïf multipotent au stade activé et différencié, l’identité des cellules T varie 

et permet l’émergence de sous types cellulaires fonctionnellement distincts. Classiquement, 

nous distinguons quatre grandes catégories parmi les lymphocytes : les cellules T naïves, les 

cellules mémoires, les cellules activées ou effectrices et les cellules épuisées (84).  Les cellules 

T naïves possèdent une grande plasticité cellulaire et peuvent conduire à de multiples stades 

d’activation et de différenciation. Cette plasticité diminue avec l’acquisition des fonctions 

effectrices et de manière plus accentuée lors de l’épuisement. Les cellules mémoires, quant à 

elles, présentent encore des propriétés de plasticité cellulaire afin de renouveler le pool de 

cellules effectrices et maintenir leur longévité. Les cellules T une fois différenciées, présentent 

un état plus stable avec un faible potentiel de reprogrammation. Cette plasticité cellulaire 

dépend du contrôle des programmes transcriptionnels et de leur stabilité notamment grâce à 

la mise en place de marques épigénétiques (Figure 21). Cette régulation est influencée par la 

force du signal antigénique, la spécificité et l’affinité du TCR, les stimuli environnementaux et 

les mécanismes de tolérance immunitaire. Les cellules naïves vont présenter un taux élevé de 

méthylation de l’ADN sur les îlots CpG des gènes codant pour la production de cytokines et 

leurs récepteurs, de molécules effectrices et de leurs régulateurs. Les cellules mémoires 

possèdent un degré de méthylation moindre par rapport aux cellules naïves notamment sur 

les gènes de l’IFN et l’IL2 et une capacité de déméthylation plus rapide que les cellules naïves 

(85). Les cellules mémoires présentent également une méthylation sur les gènes associés à la 

mort cellulaire comme Noxa, favorisant la survie de ces cellules. Durant la différenciation 

cellulaire, les promoteurs de l’IFN et de l’IL2 chez les CD4 et IFN, la granzyme B et la perforine 

chez les CD8 présentent une hyperacétylation. Plusieurs modifications d’histones notamment 

des triméthylations sont importantes dans ces processus. La triméthylation de H3K4 et H3K27 

va respectivement permettre ou contraindre l’expression génique. Durant la différenciation 

des cellules T, le niveau d’H3K27m3 va diminuer au profit d’une augmentation du niveau 

d’H3K4m3. Ce sont les enzymes HRX qui catalysent la réaction de méthylation des histones et 

donc régulent l’expression des gènes associés à la différenciation cellulaire.  

Les cellules T épuisées présentent une hétérochromatinisation de loci de nombreuses 

cytokines comme l’IFN et de molécules effectrices. L’ouverture d’autres régions comprenant 

des gènes codant par exemple pour Pdcd1 renforcent l’état d’épuisement de ces cellules (86). 

Ces modifications de la chromatine sont étroitement liées à l’accumulation de différentes 

métabolites, reflet d’un métabolisme mitochondrial défectueux. Par exemple, la disponibilité 

en acétyl-CoA va permettre l’acétylation des histones dans les loci des gènes de l’IFN ou 

Tbx21. La hausse du métabolisme 1C dans les cellules immunitaires va augmenter la 

production de la S-adenosylméthionine (SAM) qui est une source de groupements méthyls 

pour l’ADN et les histones. Le lactate peut également être impliqué dans la modification de la 

chromatine par un processus appelé lactylation (Figure 22). Ainsi, épigénétique et 

métabolisme jouent un rôle interconnecté dans l’épuisement des cellules T.  
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C) Polarisation et reprogrammation métabolique 

 La reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses ainsi que leur forte 

demande en ressources énergétiques vont altérer les propriétés du microenvironnement. 

L’hypoxie et l’acidose du milieu extracellulaire vont augmenter suite aux processus suivants : 

la libération de protons H+, la production de lactate ou la formation d’HCO3-/H+ par conversion 

du CO2 par les carboniques anhydrases extracellulaires. Le lactate et la présence d’ions H+ vont 

diminuer la transcription du facteur NFAT dans les cellules T effectrices et par conséquent 

diminuer leur production cytokinique, prolifération, survie et cytotoxicité.  

La concentration de certains métabolites pourra devenir limitante pour assurer les 

fonctions biologiques de toutes les cellules en présence. Les tumeurs présentent des 

concentrations élevées d’adénosine, tryptophane, kynurénine, ornithine, de ROS et de 

potassium. Toutes ces modifications peuvent impacter directement les fonctions effectrices 

et régulatrices, l’activation et la polarisation du système immunitaire et donc potentiellement 

limiter la réponse anti-tumorale.  L’hypoxie, outre son rôle dans la diminution des fonctions 

effectrices des cellules T, augmente l’expression d’ectonucleotidases telles que CD39 et CD73 

qui vont catalyser la réaction de transformation de l’ATP extracellulaire immunostimulant en 

adénosine immunosuppressive dans le microenvironnement tumoral. L’adénosine va se fixer 

sur les récepteurs A2A et A2B exprimés par un large spectre de cellules immunitaires. La 

transduction du signal va inhiber les fonctions des cellules effectrices et la prolifération 

cellulaire. Le tryptophane sert de substrat à l’activité de l’enzyme IDO qui catalyse sa 

conversion en kynurénine. La kynurénine est un ligand du récepteur nucléaire Ahr sur les 

cellules T. Cette liaison va entraîner l’augmentation des voies de signalisation de signaux co-

inhibiteurs, comme PD1 et la diminution de production d’IFN mais aussi favoriser le 

développement de cellules T régulatrices. Les forts taux de nécroses présents dans les tumeurs 

engendrent des concentrations élevées de potassium pouvant directement impacter les 

fonctions des cellules T effectrices par une diminution de leurs capacités à consommer les 

nutriments présents dans le milieu extracellulaire. Cet état dysfonctionnel est également lié à 

une diminution de l’acétyl-CoA dans le cytoplasme (87). L’oncométabolite le L-2HG déjà 

évoqué précédemment peut avoir une influence sur la prolifération, l’activité de NFAT, la 

synthèse des polyamines et la signalisation du TCR dans les cellules T par régulations 

épigénétiques dépendantes des dioxygénases. Enfin, le lactate peut également influencer 

l’activation et le métabolisme des cellules T effectrices. La consommation de lactate par les 

cellules T effectrices va augmenter la proportion de NADH/NAD+. Le NADH va agir comme un 

inhibiteur des flux glycolytiques via son action inhibitrice sur la GAPDH. Les intermédiaires de 

la glycolyse situées après la GAPDH vont alors diminuer, notamment la sérine dérivée du 3-

phosphoglycérate. Le manque de sérine entraîne une diminution de la prolifération des 

cellules T effectrices, étant requise lors de ce processus (88). 

Ainsi, le métabolisme peut altérer les fonctions du système immunitaire. Pourtant, par 

certains aspects que nous allons détailler par la suite, il peut également initier une réponse 

immunitaire antitumorale, notamment par le relargage de certains composés 

mitochondriaux.  
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D) Signaux mitochondriaux impactant l’immunogénicité tumorale 

Il est intéressant d’évoquer que la mitochondrie est une organelle complexe qui peut 

jouer un rôle dans l’immunogénicité tumorale, c’est-à-dire la capacité d’une cellule 

cancéreuse à déclencher une réponse immunitaire. En effet, de nombreuses études se 

focalisent sur le génome nucléaire comme principale source d’antigènes tumoraux, 

cependant, les mitochondries possèdent elles aussi un génome qui est susceptible de subir 

des mutations lors du processus de cancérogénèse (89) et donc être un potentiel contributeur 

de l’immunogénicité et de la progression tumorale. La mitochondrie est également une 

organelle génératrice de multiples composés susceptibles d’activer le système immunitaire. 

1) Les Danger-associated molecular patterns (DAMPs) 

Certains composés intra- et extracellulaires sont capables d’être reconnus par le 

système immunitaire et d’induire son activation. Ces composés sont désignés par le terme 

anglophone DAMPs, comprendre « motifs moléculaires associés au danger ». On retrouve 

différents types de DAMPs dans les tumeurs provenant de plusieurs compartiments 

subcellulaires, exprimés à la membrane ou libérés dans le milieu extracellulaire. La 

mitochondrie peut relarguer de l’ATP, de l’ADN mitochondrial ou encore des peptides 

formylés. Le cytoplasme des cellules peut générer également des ions K+, de l’ATP, des miARNs 

ou de l’actine F. De la même manière, le réticulum endoplasmique contient également de 

l’ATP, des molécules HSP et de la calréticuline. Enfin, dans le noyau, nous retrouvons les 

molécules HMGB1, HMGN1 ainsi que les histones qui peuvent être exportées (90). Leur 

présence anormale dans le milieu extracellulaire sous forme libre, à l’intérieur de petites 

vésicules ou d’exosomes peut déclencher une réponse inflammatoire. D’autres seront 

reconnus à l’intérieur des cellules. Les DAMPs seront reconnus par des récepteurs spécialisés 

comme les TLRs (Toll Like Receptors), les récepteurs purinergiques ou les NLR (Nod Like 

Receptors) cytoplasmiques. La localisation subcellulaire de certaines protéines, cytoplasmique 

ou mitochondriale, peut également avoir une importance sur l’immunogénicité. En effet, la 

comparaison de modèles cellulaires tumoraux exprimant de l’OVA ou NY-ESO1 cytoplasmique 

ou mitochondriale montre que la localisation mitochondriale augmente significativement la 

présence de lymphocytes T spécifiques de l’antigène au sein de la tumeur en comparaison à 

leur analogue cytoplasmique (71). La reconnaissance de ces DAMPs va conduire à la sécrétion 

de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires dont certaines comme l’IL1α ou l’IL18 

dépendent de l’activation de l’inflammasome NLRP3. Certains DAMPs comme l’ATP, le 

succinate, les cardiolipines, des peptides formylés, l’ADN mitochondrial ou encore des 

molécules TFAMs peuvent également déclencher une réaction inflammatoire par des cellules 

non immunitaires (91). De même, ces molécules peuvent agir directement sur la progression 

tumorale, indépendamment de leur rôle dans l’inflammation (92).  
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L’adénosine, la S100 ou encore HMGB1 peuvent promouvoir les voies de signalisation 

immunosuppressives dans leurs cellules cibles comme les cellules T, les NKs, les MDSCs ou 

encore les DCs. Elles peuvent être également impliquées dans la prolifération des cellules 

tumorales. HMGB1 et IL1α peuvent être promotrices de l’angiogénèse. 

 

Il a été montré par un mécanisme encore inconnu que des cellules dendritiques 

peuvent capter des mitochondries endommagées, relarguées par les cellules cancéreuses 

dans le microenvironnement et les internaliser. Les molécules associées seront apprêtées et 

pourront être source de présentation antigénique (71). 

D’autres processus comme la fission mitochondriale peuvent être directement liés au 

niveau d’expression du CMHI à la surface des cellules tumorales (93). 

Enfin, les modifications épigénétiques peuvent contribuer à une diminution de 

l’immunogénicité tumorale par diminution de la présentation antigénique, de la génération 

de néo-antigènes, par régulation de la mort immunogénique ou encore de la modulation de 

la sécrétion de cytokines. 
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2) Morts immunogéniques 

La mort est dite immunogénique lorsque l’activation du système immunitaire et 

l’efficacité de la phase d’élimination vont augmenter, permettant de retarder ou d’éviter la 

phase d’équilibre voire même dans les meilleurs cas, de préserver une réponse immunitaire 

effectrice et mémoire contre les cellules cancéreuses. La plupart des thérapies ne vont pas 

induire une mort immunogène (94) ; ainsi différentes stratégies thérapeutiques ont été mises 

en place pour essayer d’en inverser l’effet. Les chimiothérapies sont souvent associées à une 

immunosuppression et au développement de multiples résistances par les cellules tumorales. 

Cependant, de récentes études ont montré qu’en fonction du protocole thérapeutique, 

certaines chimiothérapies peuvent promouvoir une réponse innée et adaptative antitumorale 

forte, c’est le cas de la doxorubicine, de la mitoxantrone et du cyclophosphamide (95). L’usage 

de ces chimiothérapies en amont d’un traitement par immunothérapie peut permettre une 

meilleure réponse thérapeutique (96). Parmi les autres traitements pouvant induire une mort 

immunogénique, nous retrouvons les anthracyclines, les anticorps monoclonaux anti-EGFR, le 

bortezomib, l’oxaliplatine ou la thapsigargine. Ces drogues déclenchent une mort 

immunogénique qui sera associée à un stress du réticulum endoplasmique et à l’induction 

d’autophagie. Cela va aboutir au relargage d’ATP, d’HMGB1 ou à l’expression à la surface des 

cellules cancéreuses de protéines normalement situées dans le lumen du réticulum 

endoplasmique comme la calréticuline. Plusieurs modulateurs épigénétiques peuvent 

contribuer à une mort immunogénique par plusieurs mécanismes (97). Les inhibiteurs des 

DMNTs, HDACs et EZH2 régulent par exemple des composantes de la machinerie de la 

présentation antigénique et augmentent la réponse à l’IFNγ. D’autres, comme les inhibiteurs 

de BET, peuvent jouer sur l’expression de molécules de point de contrôle inhibiteur comme 

PD-L1 ou sur l’expression de cytokines pro-inflammatoires comme les inhibiteurs de LSD1. 
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IV) Limites et contraintes de la réponse antitumorale 

A) Challenges thérapeutiques 

1) Accessibilité et infiltration immunitaire 

L’efficacité de la réponse immunitaire intra-tumorale dépend de manière critique de 

l’accessibilité des cellules immunitaires au sein de la masse tumorale. L’infiltration par des CPA 

est nécessaire à la capture de l’antigène avant leur migration dans les ganglions drainants la 

tumeur et l’initiation des réponses effectrice ou mémoire. Par ailleurs, la mise en jeu des 

fonctions effectrices cytotoxiques et notamment celles des cellules T CD8, nécessite leur 

pénétration au sein de la tumeur pour qu’elles exercent leur fonction cytotoxique au contact 

des cellules tumorales. Cependant, l’implantation de la tumeur dans un tissu peut 

s’accompagner d’une accessibilité limitée par le système immunitaire. Il peut s’agir de la 

formation d’une capside autour de la masse tumorale (98) ou encore d’une vascularisation 

ectopique des tumeurs ne permettant pas la circulation, la migration et l’extravasation des 

cellules immunitaires de manière optimale sur le site tumoral (99). Par ailleurs, la 

surexpression de protéines comme l’endothéline B récepteur peut influencer l’adhésion des 

cellules T à l’épithélium et donc diminuer la réponse immunitaire (100). 

 Au-delà de l’accessibilité du système immunitaire à la tumeur, c’est aussi 

l’organisation spatiale de la réponse immunitaire et notamment des cellules T infiltrant la 

masse tumorale qui jouera une importance. Cette organisation peut être la formation de 

structures secondaires, tertiaires ou de niches périvasculaires. Elle est également caractérisée 

par différents types d’infiltrats immunitaires : diffus dans la masse tumorale, en ligne 

d’invasion ou dans le stroma tumoral (101). L’index de Ball-Hall permet de classer ces motifs 

(102). 

Enfin, l’accessibilité des molécules thérapeutiques dans les tumeurs est aussi un 

paramètre critique. Il a été démontré que la diffusion de certaines thérapies n’est pas 

optimale dans les tumeurs en cause d’une vascularisation défective (103). 

2) Le microenvironnement tumoral  

Le microenvironnement tumoral est constitué d’acteurs cellulaires : les cellules 

cancéreuses, les cellules stromales incluant les fibroblastes, les cellules endothéliales, les 

péricytes ou encore le système immunitaire (104). La présence de ces cellules va avoir un 

impact direct sur la progression tumorale. Les fibroblastes peuvent participer activement à 

l’angiogenèse par sécrétion de VEGF, l’invasion ou encore supporter le développement des 

cellules souches tumorales. De nombreuses cellules stromales sous l’action de facteurs 

activateurs peuvent se transformer en fibroblastes associés au cancer (CAFs). Ainsi, les 

fibroblastes résidents, les cellules épithéliales, les cellules endothéliales, les cellules souches 

myéloïdes, hématopoiétiques et cancéreuses, les adipocytes, les péricytes ou encore les 

cellules stellaires peuvent être à l’origine des CAFs. Les facteurs favorisant l’activation des 

CAFs sont des facteurs de croissance : le TGF, le PDGF, l’HGF, le FGF ; des facteurs de 
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transcription : NF-B, HSF-1 ; des cytokines : IL1, IL6 ; les ROS ; des métalloprotéinases ; des 

protéines de signalisation comme Wnt-3a ; ou encore des exosomes (105). Ils vont sécréter 

des signaux promoteurs de la mitose, de la survie, de l’invasion et des processus métastatiques 

et apporter également un soutien métabolique aux cellules cancéreuses. Les adipocytes 

peuvent posséder des fonctions similaires pro-métastastiques et soutenir le métabolisme des 

cellules cancéreuses. Les cellules endothéliales peuvent être impliquées dans la sécrétion 

paracrine de facteurs trophiques, favoriser la dissémination des cellules cancéreuses ou 

encore prévenir l’inflammation. Les cellules immunitaires peuvent être associées à une 

diminution des actions cytolytiques des cellules effectrices comme les Th2, les Treg et les B 

cells, les macrophages de type M2, les MDSC ou encore les neutrophiles. D’autres vont 

moduler différents processus protumoraux, en favorisant la polarisation vers des phénotypes 

régulateurs, tolérogène ou anergique. Ces mécanismes dépendant notamment de la sécrétion 

de cytokines telles que l’IL10, le TGF, le M-CSF ou encore l’IL5, l’IL6, IL13, l’IL18, l’IL35. Enfin, 

ils peuvent contribuer à l’augmentation de processus tumoraux comme l’angiogenèse, 

l’inhibition de l’apoptose ou promouvoir la multiplication des cellules cancéreuses. Le 

microenvironnement tumoral est également composé de matrice extracellulaire dont les 

constituants principaux sont le collagène, la fibronectine, la laminine ou encore les acides 

hyaluroniques. Les tumeurs sont également associées au reste de l’organisme par la présence 

de vaisseaux sanguins, de fibres nerveuses et de la proximité des ganglions drainants. Elles 

possèdent divers mécanismes de communications comme les cytokines, les chimiokines, les 

acides nucléiques circulant et différentes sortes de vésicules (106). La connexion au système 

vasculaire, lymphatique ainsi que l’ensemble des facteurs solubles peut contribuer au 

développement d’une niche distante favorisant l’implantation de cellules cancéreuses 

métastatiques.  
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Figure 23 : Corrélation entre la charge mutationnelle et le score immunitaire 

Ce diagramme de corrélation représente le rang interquartile du score immunitaire tumoral 

(acronyme TIS en anglais) en fonction de la charge mutationnelle. Chaque type de cancer est 

représenté selon ces axes. Figure traduite de la référence (6) .  
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3) Tumeurs froides – tumeurs chaudes 

Ainsi, selon les niveaux d’antigénicité, d’immunogenicité, d’immunoédition et 

d’accessibilité, on peut distinguer deux catégories de tumeurs, appelées tumeurs « chaudes » 

et qui désignent un état inflammatoire prononcé et donc une présence forte du système 

immunitaire et par opposition des « tumeurs froides », véritable désert immunitaire. Les 

tumeurs froides sont associées à un mauvais pronostic et les tumeurs chaudes à un bon 

pronostic. Cependant, certaines tumeurs présentant un fort taux d’infiltration par le système 

immunitaire sont pourtant associées à un mauvais pronostic. Ce mécanisme est notamment 

dépendant des fonctions de la cyclooxygénase produisant de la prostaglandine E2, 

convertissant les fonctions de l’infiltrat myéloïde vers un phénotype pro-tumoral et changeant 

les profils cytokiniques des cellules T (107). 

Les tumeurs dites « froides » sont très peu immunogéniques et associées à un défaut 

d’infiltration par les cellules de l’immunité. Ce sont des tumeurs agressives de mauvais 

pronostic. De plus, une tumeur chaude, après immunoédition ou après d’autres changements 

métaboliques, peut devenir une tumeur froide. C’est notamment le cas lors d’une polarisation 

et d’une conversion du système immunitaire par les cellules cancéreuses. Si l’on étudie 

l’ensemble des types de cancers, il existe un fort lien entre l’antigénicité tumorale, de forts 

taux de mutations, l’expression du CMHI et l’infiltration du système immunitaire et donc de 

réponses aux immunothérapies. Par exemple, les mélanomes présentent un taux important 

de mutations et un taux de réponse aux immunothérapies élevé. En opposition, certains 

cancers comme celui de la prostate et du pancréas sont des déserts immunitaires et ils 

présentent une faible charge mutationnelle (108). Cependant, certains types de cancers 

dérogent à la règle  d’une corrélation entre charge mutationnelle et infiltration immunitaire, 

basée sur la Tumor inflammation signature (TIS) (6). Si nous prenons l’exemple du sarcome, 

considéré comme une tumeur froide, avec une charge mutationnelle modérée voir faible, la 

TIS est elle proportionnellement plus élevée. Ainsi, la présence d’une charge mutationnelle 

suffisante est nécessaire à une survie améliorée des patients en présence d’un infiltrat 

immunitaire dans les sarcomes et ostéosarcomes (109–111). 
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Figure 24 : Caractéristique de l'impact du microbiote sur le cancer 

Le microbiote produit plusieurs composés qui peuvent influencer les réponses immunitaires. 

Les effets médiateurs ou mécanismes associés à une réponse antitumorale sont listés sans 

symbole, alors que ceux associés à un état pro-tumoral sont indiqués par un astérisque. Les 

effets médiateurs ou mécanismes dépendant du contexte sont indiqués par deux astérisques. 

Abréviations : MAMPs : de l’anglais motifs moléculaires associés aux microorganismes. Figure 

traduite de la référence (112). 
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4) Microbiote  

D’un point de vue structurel, les tumeurs peuvent être considérées comme des 

organes à part entière (113). Ce sont des organes anormaux composés de plusieurs sous types 

cellulaires, ayant leur propre matrice et vascularisation et qui peuvent héberger en leur sein 

un microbiote telles que des bactéries. Certaines bactéries intratumorales peuvent 

promouvoir la résistance des tumeurs aux traitements comme par exemple une résistance à 

la gemcitabine (114).  La nature du microbiote, intratumoral ou non, est liée à la progression 

tumorale. Certains composés dérivés du microbiote peuvent doper la réponse immunitaire ; 

c’est le cas d’acides gras à chaînes courtes (SCFa) qui vont promouvoir des réponses de type 

mémoire (115). Au contraire, le microbiote peut contribuer à la résistance aux 

immunothérapies anti-PD1 ou anti-CTLA4 (116,117). 

 Les organismes présents dans l’intestin peuvent moduler les réponses immunitaires 

par plusieurs mécanismes : compétition écologique inter-espèces, stimulation des PRR 

(pattern recognition receptors), modulation des hormones intestinales, modulation 

métabolique des ressources via l’apport de vitamines B et de polyamines ou induction d’une 

réponse immunitaire par réaction croisée d’une réponse immunitaire anti-microbiote contre 

une cellule cancéreuse (112). 
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Figure 25 : Les points de contrôle de l’immunité ou immune checkpoints 

Les points de contrôle de l’immunité ou immune checkpoints en anglais désigne un couple 

ligand récepteur entre une cellule présentatrice de l’antigène (Antigen-presenting cell en 

anglais et une cellule T (T cell en anglais) impliqué dans le rétrocontrôle de l’activation 

cellulaire. Figure de la référence (118) 

5) Les points de contrôle de l’immunité, immunothérapies et métabolisme 

À l’état physiologique, les réponses immunitaires possèdent une phase de 

rétrocontrôle négatif sur l’activation des cellules effectrices. Celle-ci est nécessaire au bon 

fonctionnement de la réponse immunitaire et limite les potentielles conséquences délétères, 

souvent observées dans les cas d’auto-immunité. Ce système de régulation, qu’il soit 
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moléculaire ou cellulaire, est souvent enrichi dans un contexte tumoral. Ainsi, plusieurs 

ligands inhibiteurs ou compétitifs de l’activation des cellules T vont être exprimés et sécrétés 

sous forme de petites vésicules par les cellules tumorales. Ces couples ligands récepteurs sont 

appelés les points de contrôle de l’immunité. On retrouve sans en faire une liste exhaustive, 

les couples ligands/récepteurs suivants : PD-L1/PD1, CD80/CTLA4, GAL9/TIM3 et CMH/LAG3 

parmi les plus décrits (69). Les immunothérapies cherchent à prévenir ces signaux inhibiteurs 

et restaurer une réponse immunitaire antitumorale. De nombreux anticorps monoclonaux 

bloquants ont été développés à cet usage et ont démontré une grande efficacité notamment 

dans le mélanome. Cependant, l’efficacité des immunothérapies possèdent ses limites dans 

les cancers métastatiques ou les tumeurs froides et peuvent présenter dans certains cas des 

effets secondaires de type auto-immun.  

Au-delà de l’impact sur l’activation des cellules effectrices, la liaison engendre des 

voies de signalisation dans les deux cellules impliquées dans l’interaction. Du côté 

immunitaire, l’interaction va impacter l’activation des fonctions effectrices et l’expression des 

molécules activatrices mais également conduire l’altération métabolique de ces cellules, 

notamment par inhibition des processus mitochondriaux d’oxydation des acides gras et de 

lipolyse au détriment de la glycolyse (119,120). Ces changements vont amener les cellules 

immunitaires vers un état dysfonctionnel et d’épuisement irréversible. Plusieurs acteurs 

cellulaires et moléculaires ont été décrits pour leur implication dans ces processus avec des 

rôles complexes dépendant de la temporalité de la progression tumorale. C’est le cas pour la 

présence de cellules myéloïdes comme les macrophages associés aux tumeurs (121), du TGF 

(122,123) ou encore de l’IFN (124) 

L’expression des points de contrôle de l’immunité est étroitement liée au métabolisme 

et cibler ce dernier peut favoriser la réponse aux immunothérapies. Par exemple, 

l’augmentation de l’expression de CD36, un transporteur de lipides, peut diminuer la fonction 

des cellules T CD8 par peroxydation des lipides. Ainsi, l’inhibition de PD1 et de CD36 favorise 

l’efficacité thérapeutique (125). D’autres thérapies ont été développées ciblant :  

- la glycolyse et l’effet Warburg : transporteurs du glucose, enzymes glycolytiques, 

métabolisme du lactate (MCT1 inhibiteurs, LDHA inhibiteurs), AMPK 

- le métabolisme des lipides : inhibiteurs d’ACAT, agonistes de PPARα, activateurs de 

CPT1  

- la biogénèse mitochondriale :  PGC1α 

- le métabolisme des acides aminés : inhibiteurs des récepteurs de la glutamine, de la 

méthionine, inhibiteurs d’Ahr, TG2, GAD1, ASNS 

- le métabolisme de l’adénosine : inhibiteurs de CD73 et CD39, d’A2aR, CD38  

 

Dans les précédentes parties, nous avons vu la relation étroite entre le métabolisme, 

son implication dans l’agressivité des cellules cancéreuses et son lien avec la réactivité du 

système immunitaire. Nous avons vu aussi que la mitochondrie, l’organelle énergétique y joue 

un rôle central et que l’altération de ses fonctions peut être génératrice de 
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dysfonctionnement cellulaire mais également altérer les propriétés du microenvironnement 

tumoral. Ainsi, cibler la mitochondrie émerge comme une opportunité thérapeutique.  

B) Cibler la mitochondrie 

1) L’implication d’OMA1 et d’OPA1 dans la progression tumorale 

OMA1 et OPA1 sont les principaux acteurs de la fission mitochondriale en réponse à 

un stress, ainsi s’interroger sur leur expression dans les tumeurs est une question pertinente. 

La corrélation entre l’expression d’OMA1 et OPA1, la progression tumorale et la survie est 

assez complexe, compte tenu de l’hétérogénéité même de l’utilisation des mitochondries 

dans les tumeurs. Par exemple, dans le cancer ovarien, il a été montré que la voie de 

signalisation PHB2/OMA1/DELE1 couplée au stress du réticulum endoplasmique est associée 

à une meilleure réponse aux chimiothérapies (126). Dans le cancer colorectal, OMA1 contrôle 

une reprogrammation métabolique sous hypoxie associée à un effet pro-tumoral (127). D’une 

manière similaire l’inhibition d’OPA1 diminue la prolifération de cellules de cancer du sein 

triple négatif, leur migration et leur potentiel invasif (128). La régulation de l’activité d’OMA1 

dépend d’un pont disulfure initialement découvert chez la levure. En utilisant la technologie 

du prime editing, nous avons inséré, dans une lignée de sarcome murin, une mutation 

ponctuelle dans la séquence codante d’OMA1, remplaçant l’une des cystéines constitutives 

du pont disulfure, par une alanine. Après avoir caractérisé les conséquences de la mutation 

sur la maturation d’OMA1, le clivage d’OPA1 et les processus de fusion/fission, nous nous 

sommes intéressés aux conséquences physiologiques, métaboliques et tumorales. Enfin, nous 

avons établi que la présence de cette mutation altérait la croissance de la cellule chez la souris 

en augmentant l’activation du système immunitaire. Cette activation est dépendante du 

relargage d’ADN mitochondrial par les cellules mutantes et nécessite la présence des cellules 

dendritiques cDC1, dotée de la capacité de cross-priming, et des cellules T CD8.   
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An OMA1 redox site controls mitochondrial homeostasis,
sarcoma growth, and immunogenicity
Richard Miallot1, Virginie Millet1, Yann Groult1, Angelika Modelska1, Lydie Crescence2, Sandrine Roulland1,
Sandrine Henri1 , Bernard Malissen1,3, Nicolas Brouilly4, Laurence Panicot-Dubois2 , Renaud Vincentelli5,
Gerlind Sulzenbacher5, Pascal Finetti6, Aurélie Dutour7, Jean-Yves Blay7,8, François Bertucci6, Franck Galland1,
Philippe Naquet1

Aggressive tumors often display mitochondrial dysfunction. Upon
oxidative stress, mitochondria undergo fission through OMA1-
mediated cleavage of the fusion effector OPA1. In yeast, a redox-
sensing switch participates in OMA1 activation. 3D modeling of
OMA1 comforted the notion that cysteine 403 might participate in
a similar sensor in mammalian cells. Using prime editing, we
developed a mouse sarcoma cell line in which OMA1 cysteine 403
was mutated in alanine. Mutant cells showed impaired mito-
chondrial responses to stress including ATP production, reduced
fission, resistance to apoptosis, and enhancedmitochondrial DNA
release. This mutation prevented tumor development in immu-
nocompetent, but not nude or cDC1 dendritic cell–deficient, mice.
These cells prime CD8+ lymphocytes that accumulate in mutant
tumors, whereas their depletion delays tumor control. Thus, OMA1
inactivation increased the development of anti-tumor immunity.
Patients with complex genomic soft tissue sarcoma showed vari-
ations in the level of OMA1 and OPA1 transcripts. High expression
of OPA1 in primary tumors was associated with shorter metastasis-
free survival after surgery, and low expression of OPA1, with
anti-tumor immune signatures. Targeting OMA1 activitymay enhance
sarcoma immunogenicity.

DOI 10.26508/lsa.202201767 | Received 13 October 2022 | Revised 21 March
2023 | Accepted 24 March 2023 | Published online 5 April 2023

Introduction

Mitochondria operate as major hubs regulating cell life and death.
By providing energy through the electron transport chain (ETC), they
also generate reactive oxygen species (ROS) that may be detri-
mental to tumor survival. Functional and/or structural alterations
in these organelles frequently occur in cancer and witness the

occurrence of mitochondrial stress (McBride & Soubannier, 2010;
Baker et al, 2014). These changes contribute to the metabolic
rewiring of cancer cells toward a glycolytic phenotype, a process
often driven by oncogenic alterations. Nevertheless, the preser-
vation of mitochondrial activity is required for themetabolic plasticity
of tumor cells. It contributes to NAD+ regeneration and to the
processing of alternative carbon sources such as glutamine for
anabolic pathways (Porporato, 2018).

To optimize their functionality, mitochondria undergo fusion and
fission processes, allowing cells to cope withmetabolic adaptations
and to scavenge damaged organelles. OPA1 is necessary for inner
membrane fusion (Alavi, 2019). This protein is highly expressed in
metabolically demanding tissues (Gilkerson, 2018). The abundance
of the L-OPA1 isoform is down-regulated by proteolytic cleavage at
the S2 or S1 sites generating distinct S-OPA1 isoforms by either the
constitutively expressed YMEL1 (Song et al, 2007) or the stress-
regulated OMA-1 proteases, respectively (Ehses et al, 2009; Head
et al, 2009). An additional YMEL1 cleavage site called S3 is involved
in the production of another S-OPA1 isoform that contributes to
mitochondrial elongation (Wang et al, 2021). Furthermore, the S2
site is required for OXPHOS-induced hyperfusion. The equilibrium
between L-OPA1 and S-OPA1 determines the inner membrane fu-
sion potential (Ishihara et al, 2006), whereas S-OPA1 alone con-
tributes to the maintenance of mitochondrial DNA, respiratory
complexes, and crista structure (Del Dotto et al, 2017). Upon mi-
tochondrial depolarization or oxidative stress, the activation of
OMA1 leads to the cleavage of several target proteins including
OPA1 at the S1 site (Baker et al, 2014; Murata et al, 2020) and DELE1
(Fessler et al, 2020; Guo et al, 2020), provoking mitochondrial fission
and integrated stress response, respectively. Then, the peripheral
mitochondrial division is triggered (Kleele et al, 2021) and leads to
the clearance of damaged mitochondria by mitophagy (Twig &
Shirihai, 2011). Furthermore, OMA1 links mitochondrial protein
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quality control to retrograde signaling that is required for the in-
duction of tolerance mechanisms to stress (Bohovych et al, 2016;
O’Malley et al, 2020).

OMA1 maturation is a tightly regulated process allowing its in-
tegration in the inner mitochondrial membrane; both proteolytic
and autocatalytic processes lead to the production of enzymatically
active OMA1 protein isoforms (Baker et al, 2014; Zhang et al, 2014;
Consolato et al, 2018). Interestingly, distinct regions of the OMA1
protein are involved in stress sensing. A recent report in yeast
identified a redox-sensing site required for the production of active
OMA1 upon mitochondrial depolarization and oxidative stress
(Bohovych et al, 2019). This regulation depends on the formation of
a disulfide bridge between cysteines 272 and 332 of yeast OMA1 and
contributes to the organization and function of the ETC. In this
model, the loss of OMA1 function results in increased ROS pro-
duction and impaired retrograde signaling required for cell sur-
vival. We reasoned that by interrupting OMA1 function in cancer
cells, one might interfere with the induction of stress response
pathways and enhance cancer cell death. Because the above-
mentioned Cys are conserved in the mammalian oma1 gene, we
decided to evaluate their contribution to the regulation of OMA1
activity and mitochondrial function in sarcoma.

Oma1 is a candidate modulator of cancer progression. Its
overexpression is of poor prognosis in gastric carcinoma (Amini
et al, 2020), and breast and squamous cell lung carcinoma (Alavi,
2019), but conversely associated with improved survival in lung
adenocarcinoma (Alavi, 2019) and breast carcinoma (Daverey et al,
2019). In colorectal cancer, OMA1 supports metabolic reprogram-
ming under hypoxic conditions (Wu et al, 2021). These results
indicate that OMA1 involvement in cancer depends upon the
context, suggesting a differential involvement of mitochondrial
activity in these tumors. We previously showed that preservation of
mitochondrial fitness limited mouse fibrosarcoma progression
(Giessner et al, 2018). In sarcoma patients, the contribution of
mitochondrial activity to tumor progression is still debated, an
issue complicated by the heterogeneity of these tumors (Miallot
et al, 2021). We therefore probed the involvement of the OMA1/OPA1
pathway in amouse sarcomamodel and tested whether the level of
OMA1 and OPA1 expressions was associated with clinical outcome
and immune variables in human soft tissue sarcomas (STS).

Results

The C403A mutation abrogates OMA1-dependent OPA1 cleavage
in a mouse sarcoma model

OMA1 processing is recapitulated in Fig 1A and based on a 3Dmodel
of the mouse 59-kD pre-pro-OMA1 protein available in the AlphaFold
database (https://alphafold.ebi.ac.uk/). This immature form un-
dergoes further proteolysis during mitochondrial insertion (see Fig 1
legend). Upon depolarization induced by the carbonyl cyanide
m-chlorophenyl hydrazine (CCCP) uncoupling drug, the mature
40-kD L-OMA1 isoform is autocatalytically cleaved at the C-terminal
end to generate the 35-kD S-OMA1. This isoform is catalytically
active on its target proteins, undergoes further C-terminus

cleavage, and is unstable (Baker et al, 2014; Zhang et al, 2014; Alavi,
2021). As shown in yeast, this activation process might involve redox
changes in cysteines 272 and 332, corresponding to cysteines 403
and 461 in mouse OMA1 (Bohovych et al, 2019). Because mutation of
yeast Cys332, equivalent to mouse Cys461, provoked a loss of OMA1
stability, we focused our efforts on Cys403. We addressed the
contribution of these cysteines to OMA1 activation using bio-
chemical andmolecular approaches. We first produced a recombinant
OMA1 protein displaying only the outer membrane domain that
contains the catalytic site, coupled to the protein disulfide-isomerase
DsbC to optimize the production inbacteria (Fig S1A). The recombinant
OMA1 protein cleaved an artificial substrate based on a short OPA1
peptide containing the OMA1-specific cleavage site (Tobacyk et al,
2019). However, the specificity of this cleavage has been questioned
(Alavi, 2022). Accordingly, the activity is only partially inhibited by
the N,N,N9,N9-tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylenediamine (TPEN), a
zinc chelator used as a negative control of the Zn-dependent OMA1
activity (Fig S1B). Unfortunately, the production of a protein in which
Cys403 was replaced by an Ala (C403A mutant) did not lead to the
production of a stable protein (Fig S1A). Because no experimental
3D structure of OMA1 is available, we took advantage of recent
developments in artificial intelligence (AI) and inspected the 3D
model of mouse OMA1 generated by the AlphaFold algorithm
(Jumper et al, 2021), which revealed that the disulfide bridge in
question is located far from the catalytic site and exposed at the
protein surface (Fig 1A). It is worth mentioning that significant
portions of the protein, mostly external loops, are modeled with
a very low confidence level, suggesting structural disorder and
plasticity. We then generated a model of the OMA1 C403A mutant
using DeepMind’s Colab notebook (Jumper et al, 2021). Comparison
of AlphaFold models between WT and mutated OMA1 revealed that
no major structural changes were induced by the C403A mutation.
It should, however, be noted that the model of the OMA1 C403A
mutant generated by DeepMind’s Colab notebook might be biased
toward the training provided by the model of native OMA1, not
accounting for subtle modifications engendering major structural
changes in vivo (Fig S1C).

We thenmutated Cys403 into Ala in the murine fibrosarcoma cell
line MCA205 by prime editing (Anzalone et al, 2019). We obtained
heterozygote and homozygote 403C>Amutant clones (named C403A
throughout the study) and control unedited cells (named CTRL
throughout the study; Fig S1D and E for DNA sequencing profile). We
performed several control experiments to validate the edition
process. First, as expected, Oma1 and Opa1 transcript levels were
unchanged in edited cell lines (Fig S1F). Furthermore, all edited
lines had a comparable although not equivalent growth rate in vitro
(Fig S1G). Although the experiments were performed with several
independent clones (Fig S1G), we chose representative CTRL and
C403A clones to illustrate our results.

We then evaluated the expression of OMA1 protein isoforms in
control or CCCP-treated cells. In MCA205 sarcoma cells at a steady
state, both the immature and the active S-OMA1 isoforms are
detectable in total cell extracts (Fig 1B and C). In mitochondrial
extracts, only L- and S-OMA1 were detected, with a predominance of
the S-OMA1 isoform (Fig 1D) that may witness the presence of an
endogenous mitochondrial stress associated with OMA1 autoca-
talysis in this tumor cell line. In C403A unstimulated total cell and
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Figure 1. C403A mutation alters OMA1 maturation and catalytic activity.
(A) OMA1 model, retrieved from the AlphaFold tool, and representation of the maturation processing of OMA1. OMA1 is a mitochondrial protein with a M48
metalloendopeptidase domain facing the mitochondrial intermembrane space. It probably exists as a homo-oligomeric complex, and the activation mechanism remains
incompletely understood (Levytskyy et al, 2017; Alavi, 2021). The cysteine residues of interest are highlighted in pink. OMA1 maturation follows the following steps: the
transit peptide in orange, facing themitochondrial matrix from pre-pro-OMA1, is cleaved between 79L and 80S residues to obtain the pro-OMA1 form. The propeptide in
dark green is then cleaved between residues 139Q and 140A and in the C-terminal region after residue 493, in brown. This process requires the AFG3L2 and YMEL1
proteases (Rainbolt et al, 2016; Consolato et al, 2018). The mature long form of OMA1 (L-OMA1) is autocatalytically cleaved into the S-OMA1 form through the cleavage of a

OMA1 role in sarcoma immunogenicity Miallot et al. https://doi.org/10.26508/lsa.202201767 vol 6 | no 6 | e202201767 3 of 17

108

https://doi.org/10.26508/lsa.202201767


mitochondrial extracts, the relative proportion of S-OMA1 was
significantly reduced compared with CTRL extracts (Fig 1B–D). Be-
cause OMA1 is subjected to autocatalysis, we tested whether
this activity was preserved in C403A OMA1. We performed a kinetic
analysis of OMA1 processing after CCCP exposure in both cell
types (Fig S1H). In CTRL mitochondrial extracts, the L-OMA1 isoform
progressively disappeared and 35- and 33-kD S-OMA1 isoforms
progressively appeared after 1 h of treatment in agreement with the
autocatalytic activity. In C403A cells, the 35-kD S-OMA1 isoform was
present in reduced amounts, and at late time points, the shorter
OMA1 isoformswere not detectable. Thismight be due to the fact that
C403A cells show more signs of damage after prolonged CCCP
treatment than CTRL cells. These results indicate that the C403A
mutation enhances S-OMA1 instability and might affect its auto-
catalytic activity.

We then investigated whether the C403A mutation prevented the
cleavage of the OMA1–target protein OPA1. At the steady state, the
OPA1 long isoform (L-OPA1) is cleaved by YMEL1 at the S2 or S3 site
into a short 80- to 90-kD isoform (S-OPA1), thereby contributing to
the regulation of the homeostatic fusion/fission process (Song
et al, 2007; Head et al, 2009; Wang et al, 2021). This explains the
presence of comparable levels of L- and S-OPA1 isoforms under
basal culture conditions of the cell line (Fig 1E). Activated S-OMA1
cleaves L-OPA1 at the S1 site to generate another short inactive
S-OPA1 isoform (Song et al, 2007). We evaluated the proportion of
S-OPA1 and L-OPA1 as an indicator of CCCP-induced OMA1 acti-
vation in total cell extracts. Under CCCP-induced stress, OPA1 was
fully converted into S-OPA1 (Fig 1E and F). In contrast, untreated or
CCCP-treated C403A cells displayed a constant proportion of S- and
L-OPA1 isoforms. These results were confirmed usingmitochondrial
extracts (Fig 1G). Therefore, C403A OMA1 is unable to cleave its
mitochondrial OPA1 substrate upon stress. Unexpectedly, extracts
from both CTRL and C403A cells could cleave the reporter peptide
with equivalent efficacy, and this cleavage was inhibited by TPEN
(Fig S1C) (Tobacyk & MacMillan-Crow, 2021). Keeping in mind the
poor specificity associated with the reporter peptide, this finding
suggested that modifications induced by the C403 mutation might
be preventing the engagement of OMA1 with its target proteins.

The OMA1 and OPA1 proteins are part of the mitochondrial
contact site and crista organizing system (MICOS) complex that
regulates crista structure (Glytsou et al, 2016; Huynen et al, 2016;
Viana et al, 2021). The lack of OMA1 was shown to reduce the stability
of the MICOS complex (Viana et al, 2021). BN-PAGE analysis revealed
no significant changes between control and C403A cells in the
proportion of the mitochondrial bridging (MIB) complex and MICOS
supramolecular complexes under basal or CCCP-treated condi-
tions, showing that the C403A mutation does not prevent their
formation (Figs 1H and S1I). OPA1 could be detected in the MICOS
complex, and interestingly, its proportion was reduced after CCCP

treatment of control but not C403A cells, as expected because of the
lack of OMA1-mediated cleavage.

Loss of mitochondrial homeostasis in stressed OMA1 mutant cells

We evaluated the impact of the C403A OMA1 mutation on mito-
chondrial organization. We performed a high-resolution confocal
analysis of MCA205 cells stained with MitoTracker Deep Red and
reconstructed the mitochondrial network in 3D. Under basal con-
ditions, both CTRL and C403A OMA1 cells showed a complex mix of
small individual mitochondria and tubular mitochondrial networks
(Fig 2A). After CCCP-induced mitochondrial membrane depolar-
ization, CTRL cells showed an increased mitochondrial fission index
in agreement with OPA1 inactivation. In contrast, the mitochondrial
network and index remained unchanged in CCCP-treated C403A
cells (Figs 2A and B and S2A for data on additional edited clones).
Because MitoTracker Deep Red depends on transmembrane po-
tential for uptake (Xiao et al, 2016), we confirmed our results using
translocase of the outer mitochondrial membrane 20 (TOMM20)
staining on fixed and permeabilized cells (Nakashima-Kamimura
et al, 2005). As shown in Fig S2B, C403A cells showed a network of
hypertubular mitochondria that were unaffected by CCCP treatment
unlike that of CTRL cells. This result confirmed the loss of stress-
induced adaptation of mitochondrial reorganization.

Because OMA1-dependent regulation is required for the main-
tenance of mitochondrial fitness, we scored several parameters of
mitochondrial function in vitro. Despite higher basal ECAR and OCR
in C430A versus CTRL cells (Fig S2C), the ATP rate index reflecting
mitochondrial versus glycolytic-dependent ATP production was
reduced in C403A compared with CTRL cells (Fig 2C and S2D).
Overall, this indicated that whereas the lack of mitochondrial
fragmentation could be associated with a relative increase in
OXPHOS (Wu et al, 2021), C403A cells rather relied on glycolysis to
sustain their hypermetabolic profile. Quantification of mitochon-
drial ROS overproduction after inhibition of complex III of the ETC
complex by antimycin A showed that C403A cells had a reduced
leakage of mitochondrial ROS compared with CTRL cells (Fig 2D). We
then quantified mitochondrial depolarization and mass using the
MitoTracker Deep Red (MDR) and MitoTracker Green (MG) probes,
respectively (Xiao et al, 2016). As shown in Fig S2E, CTRL and C403A
clones showed comparable levels of MDR and MG staining in
culture. In vitro CCCP treatment provoked a major reduction in
mitochondrial mass and polarization in both cell types. Interest-
ingly, the MDR/MG ratio tended to increase in CTRL but to decrease
in C403A cells (Fig 2E), suggesting that mitochondria from C403A
cells might be more susceptible to CCCP-induced depolarization.

OMA1-deficient cells were previously shown to be resistant to
apoptosis because of the reduced leakage of cytochrome c (Jiang
et al, 2014; Gilkerson et al, 2021). We treated CTRL and C403A cells

second peptide approximately in the region 443–452, in turquoise (Baker et al, 2014; Zhang et al, 2014). (B, C, D, E, F, G)Western blot analysis of OMA1 (B, C, D) and OPA1 (E,
F, G) proteins prepared fromWT, unedited, and C403A total MCA205 cell (panels B and E) or mitochondrial extracts (panels D and G) exposed for 1 h or not to the uncoupling
agent CCCP. Quantification included data obtained from analysis of two WT and four C403A samples (source data), as shown in panels C for OMA1 and F for OPA1 using
actin or TOMM20 as control cell or mitochondrial protein (n = 2). Mann–Whitney test; * P < 0.05. (H) BN-PAGE analysis of native proteins prepared from CTRL and C403A
cell mitochondrial extracts. MIB and MICOS complex composition was analyzed using anti-MIC60, anti-MIC19, and anti-OPA1 antibodies (n = 2).
Source data are available for this figure.
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Figure 2. Evaluation of mitochondrial fitness.
(A) Untreated or CCCP-treated CTRL and C403A MCA205 cells were labeled with mitochondrial depolarization (MDR) (5 µM), and the mitochondrial network was
reconstructed by 3D modeling as described in the Materials and Methods section. Yellow and blue dots represent individual mitochondria and network, respectively.
Scale bar: 5 µm (n = 2). (B) Mitochondrial fission index was calculated in WT, CTRL, and C403A cells in the presence or the absence of CCCP stimulation (n = 2). Two-way
ANOVA Tukey’s multiple comparisons test was performed for statistical analysis (****P < 0.0001 and * P < 0.05). (C) ATP rate index of WT and C403A MCA205 cells was
assessed using Seahorse XFp (n = 2). Mann–Whitney test; * P < 0.05. (D) Mitochondrial ROS were evaluated by flow cytometry. Data were represented as the mean
fluorescent intensity of the MitoSOX probe on CTRL and C403A clones. Mann–Whitney test; ***P < 0.001 and **P < 0.01. (E) Flow cytometry quantification of MDR and mass
(MG) from untreated or CCCP-treated CTRL and C403A cells. The MDR/MG ratio was calculated (n = 5). Mann–Whitney test; **P < 0.01. (F) Flow cytometry evaluation using
Annexin V and SYTOX Blue staining of staurosporine-induced CTRL and C403A cell death at 24 h. (G) Quantification of apoptosis by holotomographic microscopy of CTRL
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with the apoptosis-inducing agent staurosporine and quantified by
flow cytometry the fraction of apoptotic cells 24 h later. As shown in
Fig 2F, C403A cells were more resistant to apoptosis than CTRL cells.
This result was confirmed by live-imaging holotomographic mi-
croscopy recording over the first 12 h post-CCCP treatment (Fig 2G).
Similar results on apoptosis induction were obtained upon ex-
posure to bortezomib (Fig S2F), an inducer of ER stress and cell
death. In contrast, the proportion of stress-induced cell necrosis
was higher in C403A than in CTRL cells (Fig S2F and G). The dis-
organization in the crista structure is a consequence of OMA1
deficiency (Viana et al, 2021). To define qualitative changes in
mitochondrial and crista organization, we performed a transmis-
sion electron microscopy (TEM) analysis on in vitro–grown, un-
treated, or CCCP-stressed cell lines. As shown in Fig 2H, CTRL cell
lines illustrated the mitochondrial distribution, electron density,
and crista ultrastructure observed under untreated conditions. The
number of mitochondria–ER membrane contact sites (MCS) per field
of view was quantified (Fig 2I). CTRL cells showed a high proportion
of well-structured mitochondria and frequent MCS, up to 8 per
field. Upon CCCP treatment, mitochondrial morphology was more
heterogeneous and often displayed structural abnormalities in
the matrix. In edited cell lines, we observed a 60% reduction in
the proportion of MCS and addition of CCCP further exaggerated
the accumulation of mitochondrial alterations. We then analyzed the
organization of cristae as described in Lam et al (2021). Whereas CCCP
treatment reduced the area of cristae in CTRL cells, that of CCCP-
treated C403A cells remained significantly larger in agreement with
the loss of OMA1-induced mitochondrial fission (Figs 2J and S2H).

Grafted C403A tumor cells show impaired growth in
immunocompetent mice

Metabolic rewiring of mitochondrial activity may have a significant
impact on tumor growth (Giessner et al, 2018; Miallot et al, 2021).
Because tumor development is often associated with mitochon-
drial stress (O’Malley et al, 2020), we quantified the growth of CTRL
versus C403A cells in nudemice to limit the contribution of adaptive
immunity. Both CTRL and C403A grafted clones developed tumors.
Although interclonal variability in their growth rate was apparent, it
was unrelated to their genotype (Fig 3A). In conclusion, the C403A
mutation had no significant impact on their intrinsic growth po-
tential in vivo.

We then quantified OMA-1 expression and proteolytic activity on
its targets in tumors grown in nude mice. We performed a Western
blot analysis on protein extracts from enriched CD45-negative
tumor cells to monitor the expression of OMA1, OPA1, and DELE1
isoforms involved in the handling of mitochondrial and ER
stress, respectively (Fessler et al, 2020). As observed with cul-
tured cells, S-OMA1 expression was preponderant in CTRL but almost

undetectable in C403A tumor cells (Fig 3B). Similarly, the 90-kD
S-OPA1 isoform predominated over the 120-kD L-OPA1 isoform in
CTRL but not C403A tumors (Fig 3B and C). The situation with DELE1
was more heterogeneous between tumors, but overall, the pro-
portion of the S-DELE1 isoform was higher in CTRL versus C403A
tumor cells (Fig S3A and B for quantification). To directly test
whether C403A OMA1 could contribute to the proteolysis of the 65-
kD L-DELE1 into the cytosolic 56-kD S-DELE1 isoform, we exposed
cultured cells to oligomycin and monitored the appearance of the
S-DELE1 isoform in total cell extracts. As shown in Fig S3C, the L-
and S-DELE1 isoforms were detected even in the absence of
oligomycin. In C403A cells, the S-DELE1 isoform was predominant
in all conditions. This suggested that in mutant tumor cells, C403A
OMA1 or other proteases might be able to cleave DELE1 under
basal conditions. Altogether, these results demonstrate that the
C403A mutation prevents stress-induced OMA1 activation and
downstream cleavage of OPA1.

We then tested the growth of various clones grafted in immu-
nocompetent mice. Interestingly, whereas CTRL cells grew expo-
nentially, edited cells failed to expand (Fig 3D). To test the potential
of C403A cells to grow in immunocompetent mice, we combined
them with CTRL cells and followed the growth of chimeric tumors
containing a mix of CTRL and C403A cells. In these experiments, 3 ×
105 cells of each type were injected to enhance the detection of
small or slowly growing tumors (Fig 3E). Interestingly, the addition
of an equivalent number of C403A to CTRL cells slowed down the
growth of the latter until day 18. To quantify the relative proportion
of CTRL versus C403A cells, we designed a PCR assay able to dis-
criminate their respective contribution to mixed cultures or chi-
meric tumors (Fig 3F and S3D). On day 12 post-grafting, both CTRL
and C403A cells were detected although CTRL cells were more
abundant. On day 21, C403A cells were barely detectable in most of
the tumors. These results suggest that although C403A cells could
grow in immunocompetent mice, their development was rapidly
impaired and delayed the growth of CTRL cells, possibly through the
release of immunogenic signals.

OMA1 C403A edition induces a mitochondrial stress associated
with the development of anti-tumor immune responses

Immunogenic cues may derive from increased mitochondrial stress
within the tumor. We scored mitochondrial polarization and mass,
ROS, and mtDNA release in CD45− cells extracted from CTRL and
C403A tumor masses. CD45− cells from C403A tumors showed sig-
nificantly reduced mitochondrial polarization and mass (Fig 4A).
Whereas total ROS levels were comparable in both types of tumors
(Fig 4B), the abundance of cytosolic mtDNA was higher in C403A
versus CTRL CD45− cells (Fig 4C). Dendritic cells but not macro-
phages can sense tumor mtDNA, a process leading to enhanced

and C403 cells after 12-h staurosporine stimulation (n = 2). (H, I, J) EM analysis of CTRL and C403A MCA205 cells. Cells were treated for 1 h with CCCP and fixed for TEM
acquisition. Scale bars: 200 nm (n = 2). Quantification was performed on 16 independent fields obtained from CTRL and C403A MCA205 cells. (I)We scored MCS (panel I) per
field in untreated or CCCP-treated conditions. (J) Additional analyses were performed to evaluate crista area (panel J). Mann–Whitney test; ****P < 0.0001, ***P < 0.001, and
**P < 0.01.
Source data are available for this figure.
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cross-presentation of tumor antigen (Xu et al, 2017). Furthermore,
the XCR1+ cDC1 cell subset cross-presents antigen and primes anti-
tumor CD8+ cytotoxic lymphocytes (Ferris et al, 2020). To test the
contribution of these processes to the control of tumor growth in
immunocompetent mice, we grafted CTRL and C403A tumor cells in
Xcr1DTA mice that lack cDC1 cells (Wohn et al, 2020). As shown in Fig
4D, CTRL and C403A cells developed tumors at the same rate in
these mice; furthermore, the difference in C403A tumor growth
between immunocompetent (Fig 3D) and Xcr1DTA mice (Fig 4D)
confirmed the major role of DC in sensing tumor-derived stress for
the initiation of immune responses.

We then characterized by flow cytometry the immune infiltrate at
days 12 (Fig S3E) and 21 (Fig 4E) after grafting. The proportion of
CD45+ cells represented around 40–60% of the tumor mass, but this
proportion increased significantly in C403A compared with CTRL
tumors. Among CD45+ cells in non-edited tumors, CD11b+ myeloid
cells represented 40% on day 12 and up to 60% of infiltrating cells
on day 21. In C403A tumors, CD11b− cells were preponderant and
reached 60% of the immune infiltrate. More specifically, CD8+, CD4+,
and NK1.1+ cells predominated and were twice more abundant in
edited tumors on day 21, whereas the proportion of tumor-
associated macrophages was significantly reduced (Fig 4F). We

then tested whether the treatment from days 13 to 20 with an anti-
CD8mAb would rescue the growth of edited tumors. As shown in Fig
4G, the enhancing effect was only transient and most of the edited
clones disappeared. This suggested that in addition to intrinsic
C403A cell death, CD8+ T cells and probably other cytotoxic cells
contributed to the control of tumor growth.

High OPA1 expression correlates with poor prognosis in sarcoma
subtypes

Results obtained in the mouse model suggest that the loss of
mitochondrial adaptation to stress may generate immunogenic
signals that enhance anti-tumor immunity. We searched for cor-
relations between OMA1 and OPA1 mRNA expressions and clini-
copathological and immune variables in our merged cohort of
complex genomic STS. It included 921 clinical samples from non-
metastatic and operated primary tumors, comprising 726 samples
informative for OMA1 expression and 845 for OPA1. Their charac-
teristics are summarized in Table S1. OMA1 and OPA1 mRNA ex-
pressions were heterogeneous across the whole cohort with a
range of intensities over 5 and 4 units in the log2 scale, respectively
(Fig 5A), allowing the search for correlations with other variables. No

Figure 3. Growth potential of C403A and CTRL tumor cells in vivo.
(A) Tumor growth in nude mice. 105 WT and C403A MCA205 cells were subcutaneously grafted in the two flanks of mice, and tumor volume was quantified (n = 10).
(B) Western blot analysis of total protein extracts from CD45-negative cells isolated from WT or C403A tumors at day 21 post-cell engraftment. (C) OMA1 and OPA1
expressions were evaluated and quantified in panel (C), as in Fig 2 (n = 4). (D, E) Tumor growth in C57BL/6 mice. 3 × 105 CTRL, 3 × 105 C403A, or a mix of 3 × 105 CTRL and 3 × 105

C403A MCA205 cells were grafted in the two flanks ofmice, and tumor volumewas quantified (n = 10). Two-way ANOVAwith Šı́dák’smultiple comparisons test; ****P < 0.0001,
***P < 0.001, **P < 0.01, and *P < 0.05. (F) PCR screening to evaluate the proportion of the C403A MCA205 cell in chimera tumors at day 12 and 21 post-cell engraftment (n = 2).
Source data are available for this figure.
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significant correlation existed with patients’ age and gender, and
pathological grade (Table S1). Correlations were found with the
pathological subtype and the tumor site, with more leiomyo-
sarcomas (LMS) and less undifferentiated pleomorphic sarcomas
(UPS) among “OMA1-high” tumors than among “OMA1-low” tumors
(P = 6.87 × 10−6) and more LMS and less liposarcomas and myxo-
fibrosarcomas among “OPA1-high” tumors than among “OPA1-
low” tumors (P = 9.25 × 10−8). OPA1 expression was also associated
with the Complexity INdex in SARComa (CINSARC) risk with more
“high risk” among “OPA1-high” tumors (P = 3.53 × 10−3). Because
OMA1 regulation of activity depends on post-translational modi-
fications, variations in OMA1 transcripts might have a modest im-
pact on prognosis as confirmed by the analysis of metastasis-free
survival (MFS) in OMA1-high or OMA1-low patients (Fig 5B). The 5-yr
MFS was 48% (95% CI 40–57) in the “OMA1-high” class versus 59%
(95% CI 53–67) in the “OMA1-low” class (P = 0,062, log-rank test; Fig
5B). In contrast, variations in OPA1 levels might ultimately tune
mitochondrial fusion potential. Accordingly, the prognostic ana-
lyses (Fig 5C) showed that an “OPA1-high” status was associated
with reduced MFS in univariate (P = 1.11 × 10−2, Wald’s test) and
multivariate (hazard ratio (HR) = 1.35, 95% CI 0.96–1.91, P = 0.089)

analyses (Table S2), and 5-yr MFS was 48% (95% CI 40–57) in the
“OPA1-high” class versus 60% (95% CI 52–69) in the “OPA1-low” class
(P = 5.48 × 10−3, log-rank test; Fig 5C).

Then, we investigated whether OPA1 expression was associated
with immune variables in our clinical samples (Fig 5D). First, we
compared the composition and functional orientation of tumor-
infiltrated immune cells using the 24 immune cell types defined as
the immunome. Significant differences existed between “OPA1-
high” and “OPA1-low” classes; “OPA1-low” tumors displayed a
higher infiltrate than “OPA1-high” tumors in 12 immune cell types
(P < 0.05) including T cells, Tem cells, Th1 cells, Th17 cells, cytotoxic
cells, CD56dim NK cells, dendritic cells (DC, iDC, aDC, and pDC),
macrophages, and neutrophils. Second, “OPA1-low” tumors dis-
played higher expression of many signatures related to antigen
presentation (Table S3). Finally, “OPA1-low” samples displayed a
higher immune cytolytic activity score (P = 4.39 × 10−6) and ICR score
(P = 1.60 × 10−5), which reflect an anti-tumor cytotoxic immune
response, than “OPA1-high” samples, and higher scores for sig-
natures associated with response to immune checkpoint inhibitors
(ICI): T cell–inflamed signature (TIS) (P = 2.86 × 10−6) and tertiary
lymphoid structure score (P = 5.66 × 10−7). Altogether, these results

Figure 4. Evaluation of mitochondrial alterations and immune infiltrate in C403A tumors.
(A)Quantification of mitochondrial depolarization andmass by flow cytometry in CD45-negative cells fromWT and C403A MCA205 tumors at day 12. Mann–Whitney test; *
P < 0.05 and **P < 0.01 (n = 4–5). (B, C) Relative proportion of total ROS production in CTRL and C403A tumors (n = 4) (C). Relative proportion of cytosolic mtDNA (Nd1) by PCR
in CD45-negative cells isolated from CTRL and C403A tumors. Mann–Whitney test; **P < 0.01 (n = 5–6). (D) Tumor growth in Xcr1DTA mice. 3 × 105 CTRL or C403A MCA205 cells
were subcutaneously grafted in the two flanks of mice, and tumor volume was quantified (n = 8). (E, F) Analysis of the immune infiltrate of CTRL or C403A tumors in WT
mice at day 21 post-cell engraftment. Mann–Whitney test; **P < 0.01 and * P < 0.05 (n = 8–10). (G) Tumor growth of C403A tumors in CD8 T cell–depleted mice after day 13
(n = 6). Two-way ANOVA with Šı́dák’s multiple comparisons test; *P < 0.05.
Source data are available for this figure.
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obtained in complex genomic STS reinforce the notion that vari-
ations in OMA1/OPA1 expression might condition the development
of immune responses.

Discussion

Tumor development is progressively associated with mitochondrial
stress that triggers several compensatory mechanisms (O’Malley
et al, 2020). Preservation of mitochondrial fitness depends on the
induction of cytoprotectivemitochondrial proteins via the retrograde

mitochondria–nuclear signaling and on the tight balance between
fusion and fission (da Cunha et al, 2015). Ultimately, damaged mi-
tochondria are scavenged by mitophagy. Through the regulation of
its proteolytic activity, the OMA1metalloprotease is a major sensor of
mitochondrial stress (Ehses et al, 2009; Baker et al, 2014). A redox
molecular switch involving a disulfide bridge between two cysteines
has been identified in yeast OMA1 (Bohovych et al, 2019). We con-
firmed in murine sarcoma cells that the mutation of cysteine 403
abrogatedOMA1 proteolytic activity toward theOPA1 protein and also
possibly its autocatalytic activity. Indeed, the production of the long
and short OMA1 isoforms is the result of a complex interplay between

Figure 5. OMA1 and OPA1 expressions in clinical samples of STS with complex genomics.
(A) Violin plots showing the distribution of mRNA expression levels of OMA1 and OPA1 in 921 tumor samples. (B, C) Kaplan–Meier MFS curves according to OMA1 and OPA1
expressions. The P-values are for the log-rank test. (D) Correlations between OPA1 expression-based classification and immune variables. Forest plots of correlations
between OPA1-high and OPA1-low expressions and immune features including the 24 Bindea’s innate and adaptive immune cell subpopulations, the TIS signature and the
TLS signature associated with response to immune checkpoint inhibitors, the ICR score and the cytolytic activity score associated with anti-tumor cytotoxic immune
response, and several antigen-processing signatures. The P-values are for the logit link test.
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the YMEL1 and OMA proteases (Wang, MCB 21). In contrast, we could
not obtain conclusive results concerning DELE1 processing by C403A
OMA1. Although the role of this disulfide bridge is not fully under-
stood, results in yeast suggest that itmay participate inOMA1 stability
and/or interaction with other proteins (Bohovych et al, 2019). Indeed,
OMA1 participates in the stability (Viana et al, 2021) and function of
the MICOS complex in the control of cell bioenergetics and inter-
membrane contacts (Bohovych et al, 2015; Sakowska et al, 2015; Burke,
2017; Wollweber et al, 2017; Viana et al, 2021). Furthermore, the MICOS
complex is sensitive to variations in the oxidation status of several
proteins including OMA1 (Bohovych et al, 2019) and MIC19 (Sakowska
et al, 2015). Although we could not detect the presence of OMA1 in the
complexes because of the lack of appropriate antibodies, the ab-
sence of cysteine 403 did not impair complex formation but pre-
vented the proteolysis of OPA1 within the MICOS complex. OPA1 is
positioned upstream of MICOS and regulates crista junction width
(Glytsou et al, 2016) and cell death (Burke, 2017). Interestingly, the
C403A mutation had a functional impact on mitochondrial organi-
zation, leading to the accumulation of abnormal cristae, depolarized
mitochondria, reduced MCS, and mitochondrial ATP production.

Our results show that the C403A mutation does not impair tumor
cell growth in immunodeficient mice. Growth depends on the met-
abolic rewiring occurring in the competitive tumor environment.
C403A cells showed a preferential use of glycolysis over respiration for
ATP production. In vivo, this phenotypic bias should favor the de-
velopment of a Warburg phenotype that enhances tumor aggres-
siveness, particularly in the absence of a potent anti-tumor immunity
(Giessner et al, 2018). The modalities of cell death are known to in-
fluence tumor immunogenicity (Kroemer et al, 2013). Interestingly,
C403A cells, while more resistant to apoptosis induction, showed
increased stress-induced cell death in vitro associated with mtDNA
release in the cytosol. Because S-OPA1 contributes to the mainte-
nance of mtDNA and cristae (Del Dotto et al, 2017), the inability to
maintain a correct proportion between the L-OPA1 and S-OPA1
isoforms in C403A cells may explain this result. mtDNA is a major
immunostimulating danger-associated molecular pattern, which
participates in endocellular inflammasome-mediated (Nakahira et al,
2011; Tschopp, 2011; Galluzzi et al, 2012; Zhong et al, 2018) or extra-
cellular neutrophil-mediated (Zhang et al, 2010; Oka et al, 2012) trig-
gering of inflammation. The consequences of mtDNA release in tumor
microenvironment vary depending on the nature of infiltrating
immunocytes, associated with the neutrophil-mediated worsening of
tumor progression (Singel et al, 2019) or, reciprocally, with the stim-
ulation of the cross-priming potential of cDC1 cells for the develop-
ment of anti-tumor cytotoxic CD8 cells (Xu et al, 2017). Our results
support this latter hypothesis because over time, edited tumors were
enriched in NK1.1+ and CD8+ lymphocytes, and furthermore, in the
absence of cDC1 cells, C403A clones grew in immunocompetent mice.
In addition, the presence of mutant tumor cells in a chimeric tumor
slowed down the growth of the non-edited clones and was associated
with the accumulation of an immune infiltrate.

The relevance of our findings in a mouse sarcoma model was
questioned by exploring the levels of expression of the transcripts
coding for OMA1 and OPA1 in a large series of STS with complex
genomics, documented in various databases. Whereas the level of
expression of these proteins is relatively independent from their
activation status, few contradictory studies reported an association

of OMA1 levels with susceptibility to cancer (Alavi, 2019). The OPA1
protein regulates tumor growth through the modulation of angio-
genesis and apoptosis, but its contribution to tumor cells themselves
has not been documented (Herkenne & Scorrano, 2020). Our results
in sarcoma suggest that the expression level of OMA1 andOPA1 varies
significantly among sarcoma subtypes with complex genomics. This
may reflect an adaptation to mitochondrial stress in tumor clones
allowing the selection of the fittest variants. Furthermore, the
complex functions of various OPA1 isoforms on the control of crista
structure and fission would justify to complete our study with a
biochemical analysis of OPA1 protein on tumor samples. The most
significant observation was to show the good prognosis value of low
OPA1 expression for MFS in STS and the associated presence of
immune signatures linked to IFN-γ signaling, MHC expression, and
infiltration by immune cells with potential anti-tumor functions. This
type of signature evokes that found in the OMA1 mutant model that
was developed in which stress-induced OPA1 cleavage is prevented,
limiting adaptation to mitochondrial stress of tumor cells and ex-
posing to increased immunogenic cell death. One might hypothesize
that a reduced level of OPA1 could lead to a similar result under
stress conditions. One report showed that the use of an OPA1 in-
hibitor (MYLS22) could limit tumor growth (Herkenne et al, 2020).
However, in this report, the authors concluded in favor of angiogenic
alterations. Because the effect of this inhibitor in vivo is not clarified,
the interpretation of these results must be cautious. Based on our
results, one could propose to design modulators of OMA1 or OPA1
activation targeting the redox switch or the fusiogenic function of
OPA1 to enhance tumor cell fragility and immunostimulation.

Materials and Methods

Animals

8–10-wk-old female C57BL/6 and NMRI-nu mice were purchased
from Janvier Laboratories. Few experiments were performed on
male mice. Xcr1Cre-mTFP1 and Rosa26LSL−DTA (B6.129P2-Gt(ROSA)
26Sortm1(DTA)Lky/J) were previously described (Voehringer et al,
2008; Wohn et al, 2020). Xcr1Cre-mTFP1 mice were crossed to
Rosa26lsl−DTA mice in which Cre-mediated excision of a loxP-
flanked transcriptional STOP element triggers the expression of
diphtheria toxin fragment A (DTA), and results in the constitutive
ablation of cDC1 in Xcr1DTA. Mice were housed under a standard 12-h:
12-h light–dark cycle with ad libitum access to food and non-acid
water, 22°C ± 1°C, and 45–60% humidity, and were maintained under
specific pathogen-free conditions at the animal facility of the Centre
d’Immunologie de Marseille-Luminy (F1305510). Experimentations
were authorized by the Ethical Committee for Animal Experimen-
tation (#30566–2021032215496999 v2; APAFIS). Collaborative experi-
ments using Xcr1DTA mice (Wohn et al, 2020) were performed in B.
Malissen’s laboratory (#26488–2020070612584424 v2; APAFIS).

Cell lines

The MCA205 cell line was kindly provided by E Vivier at Centre
d’Immunologie de Marseille-Luminy and cultured in DMEM/F-12
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(Gibco) supplemented with 10% FBS (Gibco), 100 μg/ml penicillin–
streptomycin (Gibco), 2 mM of L-glutamine, and 1 mM of sodium
pyruvate at 37°C with 10% CO2. Mitochondrial stress was triggered
by incubating cells in 20 µM CCCP for 1 h at 37°C. Mycoplasma
status was checked using MycoAlert Lonza Detection Kit, and cells
were used at low passage. For cell number quantification, 105 cells
were seeded at low density in a 12-well plate, and cells were
harvested every 2 d with trypsin and counted with a cell counter
(CASYton).

Edition of the Oma1 gene

Mutated C403A clones were obtained using the prime editing (PE)
technique as described (Anzalone et al, 2019). CTRL OMA-1 corre-
sponds to cells that were subjected to the editing process but did
not internalize the mutation. PE (#132775; Addgene) produces
template-directed local sequence changes in the genome without
the requirement for DSBs or exogenous donor DNA templates. We
designed the pegRNA sequences using the pegFinder online tool
(Chow et al, 2021) to target the desired genomic sequence. Cells
were first edited using the PE2 system that edits only one DNA
strand and is expected to have a maximum editing efficiency of
50%. To obtain homozygous mutants, heterozygote clones were
submitted to the PE3 editing system that uses an additional sgRNA
to direct SpCas9H840A to nick the non-edited DNA strand and
encourages the edited strand to be used as a repair template
by DNA repair factors, leading to a further increase in editing
efficiency.

Plasmids expressing pegRNA were constructed by Golden Gate
assembly. Sequences of sgRNA and pegRNA are listed in the
Supplemental Data 1. The oligonucleotides corresponding to the
pegRNA spacer, pegRNA 39 extension, and pegRNA scaffold were
annealed and assembled into the BsaI-digested pU6-pegRNA-GG
acceptor vector (#132777; Addgene). For the PE3 editing system, the
sgRNA was cloned in the pLKO.1-puro-GFP vector (Phelan et al,
2018). All vectors for mammalian cell experiments were purified
using EndoFree Plasmid Maxi Kit (QIAGEN). The pCMV-PE2 and the
pU6-pegRNA-GG-acceptor were a gift from David Liu (Addgene
plasmid #132775; http://n2t.net/addgene:132775; RRID:Addgene_132775;
Addgene plasmid #132777; http://n2t.net/addgene:132777; RRID:
Addgene_132777).

8 × 105 MCA205 cells were seeded in six-well plates, and
transfections were conducted when cells reached ~70% confluency
after 16–20 h. Cells were transfected with jetOPTIMUS reagent
(Polyplus) following the manufacturer’s instructions. For PE2 ex-
periments, cells were transfected with 2 µl of jetOPTIMUS, 1,5 μg of
PE2 plasmid (#132775; Addgene), 500 ng of pegRNA plasmid (#132777;
Addgene), and 200 ng of peGFP-C1 vector plasmid (Clontech). The
transfected cells were collected after 72 h of culture and GFP-
positive cells sorted in single clones in 96-well plates. After ge-
nomic DNA extraction (QIAGEN), clones were screened by PCR
(Supplemental Data 2) for the presence of mutation. 12% of the
clones were positive for the mono-allelic mutation and confirmed
by sequencing (Fig S1E). For PE3, cells were transfected with 2 µl of
jetOPTIMUS, 1,5 μg of PE2 plasmid, 500 ng of pegRNA plasmid, and
200 ng of pLKO-GFP-sgRNA plasmid. The transfected cells were
collected after 72 h of culture and GFP-positive cells sorted in single

clones in 96-well plates. Clones were screened by PCR for the
presence of mutation and the absence of WT sequence. Four of 40
clones presented the bi-allelic mutation, confirmed by sequencing.

Tumor experiments

MCA205 cells (105 or 3 × 105 depending on experiments) were
subcutaneously grafted in the flanks of C57BL/6, Xcr1DTA, or nude
mice. For tumor growth monitoring, mice were anesthetized with
2.5% isoflurane every 2 d. Tumor size was assessed with a caliper by
measuring the length (L) and width (W) of the tumor. Tumor vol-
umes were calculated using the following formula: (L × W)2/2. A limit
point was settled when tumor volume was above 1,000 mm3. Tu-
mors were harvested between D10 and D26 post-implantation, each
tumor being considered as an experimental unit referred to as n.
Animals were euthanized when severe bleeding or scars were
detected on the tumor implantation site or when they presented
symptoms of poor health (weight loss, prostration). In vivo CD8+ cell
depletion was achieved by injecting the purified anti-CD8 mAb
(clone 53–5.8) intraperitoneally from day 13 and every 3 d at 200 µg
per mouse, respectively. Rat-IgG1 anti-horseradish peroxidase
(clone HRPN) was used as an isotype CTRL after the same dosage.

Tumors were mechanically and enzymatically digested using the
Miltenyi Biotec gentleMACS Octo Dissociator technology. Samples
were filtered through a 70-µm Cell Strainer (Becton Dickinson) to
remove cell clumps and submitted to red blood cell lysis (eBio-
science buffer). Cell suspensions were analyzed by flow cytometry.
Alternatively, CD45-negative cellswere isolated using CD45microbeads
from Miltenyi Biotec and the MultiMACS Cell24 separation on LS
columns according to the manufacturer’s protocols.

Analysis of OMA1 and OPA1 expressions in soft tissue sarcoma
clinical samples

We analyzed our database (Bertucci et al, 2022) including clinico-
pathological and normalized gene expression data of clinical STS
samples gathered from 16 public data sets (Table S4). All samples
were from an operative specimen of previously untreated primary
tumors. The gene expression profiles had been generated using
DNA microarrays or RNA sequencing. Because our mouse model
represented a sarcoma with complex genomics, our analysis was
limited to the 921 cases of STS with complex genomics. The most
frequent pathological types were LMS and UPS, and 56% of cases
were high-risk CINSARC. OMA1 and OPA1 mRNA expressions were
analyzed as discrete variables (high versus. low) using their mean
expression level of the whole series as cutoff. Based on the link we
observed in our mouse model between OMA1/OPA1 and immunity,
we searched for correlations between OPA1 tumor expression and
immunity-related variables. These latter were represented by the
following multigene classifiers/scores: the 24 Bindea’s innate and
adaptive immune cell subpopulations (Bindea et al, 2013), several
antigen-processing machinery signatures (Tables S1, S2, and S4),
two signatures associated with anti-tumor cytotoxic immune re-
sponse (the Immunologic Constant of Rejection classifier (Bertucci
et al, 2018) and the cytolytic activity score (Rooney et al, 2015)), and
two metagenes associated with response to immune checkpoint
inhibitors (the T cell–inflamed signature (Ayers et al, 2017) and the
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tertiary lymphoid structure signature (Coppola et al, 2011)). We also
applied the CINSARC signature, now recognized as the most rele-
vant prognostic signature in STS (Chibon et al, 2010) that identifies
patients as either high risk or low risk of relapse. The correlations
between OMA1 or OPA1 expression-based classes and clinico-
pathological variables and molecular signatures were measured
using Fisher’s exact test or a t test when appropriate. The endpoint
of prognostic analysis was the MFS, calculated from the date of
diagnosis until the date of metastatic relapse or death from any
cause, whichever occurred first. The follow-up was measured from
the date of diagnosis to the date of last news for event-free pa-
tients. Survival rates were estimated using the Kaplan–Meier
method and curves compared with the log-rank test. Uni- and
multivariate prognostic analyses were done using the Cox re-
gression analysis (Wald’s test). The variables tested in univariate
analysis were the patients’ age and gender, pathological tumor type
(UPS, LMS, pleomorphic liposarcomas, myxofibrosarcomas, others),
pathological grade (2–3, 1), tumor site (extremities, head and neck,
internal trunk, superficial trunk), CINSARC-based risk (high, low),
and the OMA1- or OPA1-based classification (high, low). Multivariate
analysis incorporated all variables with a P-value inferior to 5% in
univariate analysis. The correlations between molecular immune
variables and OPA1-based classification were assessed by logistic
regression analysis with the glm function (R Statistical Package;
significance estimated by specifying a binomial family for models
with a logit link). All statistical tests were two-sided, and the sig-
nificance threshold was 5%. Analyses were done with the survival
package (version 2.43) from R software (version 3.5.2).

Flow cytometry

Cell death was evaluated using the LIVE/DEAD Fixable Blue flow
cytometry, and unspecific labeling was prevented by incubation
with anti-CD16/CD32 mAb in PBS/2 mM EDTA for 30 min. Cell
surface antibody labeling was performed in FACS buffer for 1 h at
4°C. For intracellular staining, the Foxp3/Transcription Factor
Staining Buffer Set (eBioscience) was used. Cells were analyzed on
BD LSR Symphony or Fortessa (Becton Dickinson). Data analysis
was done using FlowJo 10.8 software. To evaluate mitochondrial
depolarization and mitochondrial mass, cells were stained with
MDR (10 nM) and MitoTracker Green (100 nM) for 20 min at 37°C
(Thermo Fisher Scientific) in serum-free RPMI. For staining of
cultured cells, we used 100 nM MDR. CD8 and CD4 T cells were
quantified within CD45+ CD11b− NK1.1- cells, and tumor-associated
macrophages, within CD11b+ Ly6G− NK1.1− Ly6Clow MHCII+ CD64+

F4/80+ cells.

Annexin V/SYTOX Blue assay

3 × 105 CTRL and C403A cells were seeded in a six-well plate. After
24 h of 1 µM staurosporine (used as a positive control) or 1 µM
bortezomib stimulation, cells were harvested and stained for
20 min with 1 µM SYTOX Blue in PBS. Apoptotic cells were stained
with Annexin PE for 20 min and immediately analyzed on
FACSCalibur/Canto II. Data analysis was done using FlowJo 10.8
software.

Recombinant protein production

We produced a truncated version of OMA1 protein starting on amino
acid 213 (SPVTGR …) corresponding to the beginning of the outer
membrane region. The corresponding sequence carrying or not the
C403A mutation in a synthetic gene (codon optimized for E. coli
expression) was cloned into a prokaryotic expression vector. The
OMA1 fusion proteins produced in E. coli contain a signal sequence
to export the protein to the E. coli periplasmic space, followed by a
hexahistidine tag for purification, a protein disulfide-isomerase
(DsbC) fusion to help disulfide bridge formation, and a TEV rec-
ognition sequence to allow cleavage and isolation of the OMA1
alone if necessary. The gene synthesis and cloning were outsourced
(Twist Bioscience). For the production phase, the proteins were
transformed in T7 express strains (NEB) and grown in 400 ml TB
media for 24 h at 25°C (induction with 1 mM when O.D was at 0.8).
Cells were centrifuged and frozen in purification buffer A (Tris
50 mM, NaCl 300 mM, and imidazole 10 mM, pH 8) with the addition
of 0.5 mg/ml of lysozyme. After thawing, the lysed bacterial pellets
were treated with DNase, sonicated (6*30 s), and centrifuged for
40 min at 20,000g. Supernatants were run on AKTA xPress on a 5-ml
Nickel HisTrap FF crude column (Cytiva), washed in buffer A with
50 mM imidazole, and eluted in a buffer containing 250 mM im-
idazole. The eluted material was dialyzed in PBS overnight and
purity-confirmed by SDS–PAGE analysis. A protein with the expected
molecular weight was obtained only for the WT sequence and not
the mutated version that could not be purified. The purified OMA1
protein (His-DsbC) was used for enzymatic characterization.

Structure prediction

The mouse OMA-1 amino acid sequences were obtained from
ENSEMBL (ENSMUSG00000035069). With the advent of powerful
AI implementations, the AlphaFold Protein Structure Database
(https://alphafold.ebi.ac.uk/) and DeepMind’s Colab notebook
(Jumper et al, 2021) have been used for structure prediction. Figures
representing structural renderings were generated with the PyMOL
Molecular Graphics System (version 2; Schrödinger, LLC).

Electron microscopy

The cells were fixed with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate
buffer for 30 min. After three washes over 15 min in the same buffer,
the cells were post-fixed with 1%OsO4 in the same buffer. After three
washes over 15 min in water, the cells were dehydrated in 50%
ethanol for 10 min and 70% ethanol for 10 min and incubated in
uranyl acetate 2% in 70% ethanol for 30 min. Dehydration was then
pursued with a single bath of 95% ethanol, three baths of pure
ethanol, and three baths of acetone (10 min each). The cells were
then infiltrated with Epon resin in acetone (1:2, 2:2, 2:1, and pure resin,
1 h each) and pure resin overnight. The next day, the pellets were
embedded in fresh pure Epon resin and cured for 48 h at 60°C. 70-nm
ultrathin sections were performed on a Leica UCT Ultramicrotome
(Leica) and deposited on formvar-coated slot grids. The grids were
contrasted using lead citrate and observed in a FEI Tecnai G2 at 200
KeV. Acquisition was performed on a Veleta camera (Olympus).

OMA1 role in sarcoma immunogenicity Miallot et al. https://doi.org/10.26508/lsa.202201767 vol 6 | no 6 | e202201767 12 of 17

117

https://alphafold.ebi.ac.uk/
https://doi.org/10.26508/lsa.202201767


BN-PAGE

CTRL and C403A OMA1 mutant cells were stimulated with 20 µM
CCCP or DMSO control for 1 h. Mitochondria were purified using the
mitochondrial isolation kit for cultured cells (89874; Thermo Fisher
Scientific) according to the manufacturer’s instructions. Samples
were lysed in NativePAGE sample buffer with 2% digitonin. 75 µg or
20 µg of non-denatured mitochondrial proteins was prepared with
NativePAGE 5% G-250 Sample Additive, separated on precast
NuPAGE 3–12% Bis–Tris Mini Protein Gel, and transferred to PVDF
membrane. Protein ladder was revealed with Imperial Blue
staining, and membranes were immunoblotted with the indi-
cated antibodies.

Immunoblotting

Cell lysates were prepared in ice-cold RIPA buffer, supplemented
with a protease inhibitor cocktail. Samples were centrifuged at
10,000g for 5 min at 4°C and supernatants collected. Protein
concentrations were determined using the Pierce BCA assay.
Laemmli buffer was supplemented with β-mercaptoethanol and
incubated for 5 min at 95°C. 5 μg of total proteins was loaded on a
4–12% SDS–PAGE run at 150 V and then transferred to PVDF
membranes during 1 h at 100 V. Membranes were saturated in PBS/
Tween/5% BSA overnight at 4°C, followed by incubation with either
mouse anti-OMA-1, anti-OPA1, anti-DELE1, anti-TOM20, and anti-
actin antibodies at 4°C (see Supplemental Data 1). Membranes were
washed and incubated with HRP-linked goat anti-rabbit IgG or HRP-
linked goat anti-mouse IgG for 1 h at RT. The antigen–antibody
complex was detected using ECL, according to the manufacturer’s
instructions. Images were captured on autoradiography films and
scanned using Samsung Digital Presenter with a 720P HD document
camera with a 14× optical zoom and 3× digital zoom. Signals were
quantified with ImageJ software and normalized using actin signal
intensity as a reference.

Enzymatic activity

The OMA1 activity assay relies on a fluorogenic 8-mer peptide
derived from the OPA1 sequence containing the OMA1 cleavage site
(Ishihara et al, 2006). Using a final 200 µl reaction volume, the
reagents were quickly added in the following order in a black 96-
well plate: (1) OMA1 activity assay buffer (50 nM of Tris–HCl, pH 7.5,
and 40 mM of KCl); (2) 5 μg of protein sample with or without 200 μM
zinc chelator N,N,N9,N9-tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylenediamine
(TPEN); and (3) the OPA1 fluorogenic reporter substrate (5 μM).
Relative fluorescence was recorded (excitation and emission, re-
spectively, at 320 and 405 nm) every 5 min for 30 min at 37°C using a
fluorescent plate reader (TECAN). For statistical analysis, the av-
erage fluorescence of the OPA1 fluorogenic reporter substrate
alone was measured (<200 relative fluorescence units).

Immunofluorescence analysis

C403A and CTRL MCA205 cells were seeded in eight-well Nunc Lab-
Tek plates (Thermo Fisher Scientific) and labeled with MDR at 100
nM at 37°C in prewarmed DMEM/F-12 without phenol red for 30 min.

Airyscan imaging was performed using a commercial Zeiss confocal
microscope LSM 880 equipped with an Airyscan module (Carl Zeiss
AG), and images were taken with a 63x/1.40 NAM27 Plan-Apochromat
oil objective. In this mode, the emitted light was projected onto an
array of 32 sensitive GaAsP detectors, arranged in a compound eye
fashion. MDR-labeled samples were excitedwith a 633-nmbeam, and
emissionwas recorded using BP 570–620 + LP 645 filters. Images were
processed using Zen Black 2.3 software. For TOMM20 staining, cells
were seeded on glass coverslips, treated with 20 µM CCCP for 45 min,
then fixed in PFA 4% for 10min, and permeabilized in PBS/3% Triton/
10% DKS (donkey serum) for 30 min. Mitochondria were stained
overnight using a rabbit anti-TOMM20 antibody (186734-1/500;
Abcam) and revealed with Alexa Fluor 594–AffiniPure Donkey Anti-
Rabbit IgG. Coverslips were prepared using DAPI-containing Fluo-
romount. The Airyscan processing performs filtering, deconvolution,
and pixel reassignment to improve SNR. The filtering (the Wiener
filter associated with deconvolution) was set to the default filter
setting of 6.1 in 2D. Microscopy images were analyzed using Imaris
5.104 software. To model MDR-labeled mitochondria in 3D, we used
the plugin “structure.” The threshold was positioned at the curve
inflexion point. The mitochondrial volume of fragmented mito-
chondria varies between 0.08 and 0.53 μm3, and that of fused mito-
chondria is set over 0.53 μm3. To quantify fission potential, we calculated
themitochondrial fission index as log10 (� 0.08 μm3<Vmit<0.53 μm3/
� Vmit>0.08 μm3).

Holotomographic microscopy

The holotomographic microscopy—Nanolive CXA—allows to capture
the real, kinetic response of cells without imaging-induced artifacts.
CTRL and C403A cells were recorded during 16 h with an interval of
25 min in the presence or in the absence of staurosporine 1 μM
diluted in DMSO (final concentration 0.1% DMSO in regular medium
condition). The control condition was performed in the presence of
DMSO 0.1% diluted in regular medium condition. All the captures
were analyzed with the LIVE Cell Death Assay module. The results
are expressed by the percentage of apoptosis over time. Experi-
ments were performed in duplicate.

Seahorse

Agilent Seahorse XFp Real-Time ATP Rate Assay Kit was used to
measure OCR and ECAR using a Seahorse XFp Extracellular Flux
Analyzer. Cells were seeded at 5 × 104 cells/well for 16 h at 37°C in
10% CO2. One hour before measurement, the cell culture medium
was replaced with Seahorse DMEM, pH 7.4, supplemented with
10 mM of glucose, 1 mM of pyruvate, and 2 mM of glutamine, and the
miniplate was incubated for 1 h at 37°C in a non-CO2 incubator.
Cells were stimulated with 1.5 μM of oligomycin and 0.5 μM of
rotenone/antimycin A. The ATP rate index corresponds to the
mitoATP production rate divided by glycoATP production rate at a
given time point.

qRT–PCR analysis

Total mRNA from cells was purified using RNeasy Mini Kit (QIAGEN).
For qRT–PCR analysis, 0.5 µg RNA was reverse-transcribed with the
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SuperScript II RT kit (Life Technologies). Amplification was
performed on a 7,500 Fast Real-Time PCR system (Applied Bio-
systems) using SYBR Green Master Mix (Takara) and specific
primer pairs. Expression levels were normalized to the control
gene actin.

Quantification of cytosolic mitochondrial DNA

To evaluate the content of cytosolic mitochondrial DNA, WT or
C403A OMA1 tumors were harvested at day 12 post-cell engraftment
and processed as described. Two tumors from the same mice were
pooled, and CD45-negative fractions were split into two equivalent
fractions and processed for total or cytosolic DNA extraction. For
total DNA extraction, 50 mM NaOH was added and cells were in-
cubated at 95°C for 15 min. The reaction was stopped by adding 1 M
of Tris–HCl, pH 8. For cytosolic DNA extraction, cells were incu-
bated with cytosolic extract buffer (150 mM NaCl, 50 mM Hepes,
and 25 mg/ml digitonin) for 10 min on ice. Cells were centrifuged
at 410g for 5 min. The supernatant was centrifuged at 16,000g for
10 min. The total and cytosolic extracts were then used for DNA
extraction using DNA Blood & Tissue Kit. Total DNA abundance was
evaluated using the Qubit assay. Nd1 (mitochondrial DNA) and
POLG1 (nuclear DNA) expression was quantified using ONEGreen
Fast qPCR Premix on a 7,500 Fast Real-Time PCR system (Applied
Biosystems). For each gene, cycle threshold (Ct) values were
obtained on cytosolic and total DNA fractions and their ratio
normalized using the amount of total DNA as shown in the for-
mula:

CtNd1 cytosol
Ct Nd1 total

Ct Polg1 cytosol
Ct Polg1 total

x 1
DNAabundance.

ROS assay

Total CTRL and C403A tumors were snap-frozen, and total ROS
production was evaluated using the OxiSelect In Vitro ROS Assay kit
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, frozen tumors
were homogenized on ice. Catalyst was added to cell lysates or
hydrogen peroxide standards, mixed, and incubated for 5min. DCFH
(29, 79-dichlorodihydrofluorescein) solution was added to each well,
followed by a 45-min incubation at room temperature. Accumu-
lation of ROS in tumors was calculated by monitoring the fluo-
rescence intensity at excitation and emission wavelengths of 480
and 530 nm.

Statistics analysis

Sample size was designed to minimize the number of individual
experimental units (mice or samples), and obtain informative re-
sults and appropriate material for downstream analysis. This rep-
resents five mice per group, and experiments were typically
performed 2–3 times as stated in figure legends. Error bars represent
the standard error of the mean. GraphPad Prism 9 software was used
for statistical significance assessment. The Gaussian distribution
was tested using the D’Agostino–Pearson omnibus normality test.
When passing the normality test, a t test was used. Otherwise, a
Mann–Whitney U test was used. Differences were considered to be
statistically significant when ****P < 0.0001, ***P < 0.001, **P < 0.01,
and * P < 0.05.

Supplementary Information

Supplementary Information is available at https://doi.org/10.26508/lsa.
202201767
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Primer name Sequence 5’-3’

OMA1 screening WT F TTAACTCTGTGTTTAGGCATG 

OMA1 screening WT R TTAGTGGGGTTAGCTCACC

OMA1 screening C403A F TTAACTCTGTGTTTAGGCAGC

OMA1 screening C403A R TTAGTGGGGTTAGCTCACC 

OMA1 WT PCR F CATCTGCAAGGGTTCAGGCT

OMA1 WT PCR R AACACTACAAAGAGCAGTCCAAA

OPA 1 F TGGAAAATGGTTCGAAGTCAG

OPA1 R CATTCCGTCTCTAGGTTAAAGCG

POLG1 F GATGAATGGGCCTACCTTGA

POLG1 R TGGGGTCCTGTTTCTACAGC

ND1 F CAAACACTTATTACAACCCAAGAACA

ND1R TCATATTATGGCTATGGGTCAGG
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Table Expanded View 4

Table 1 : Clinicopathological characteristics of patients and samples in the whole population and according to OMA1 and OPA1-based classification

Characteristics All patients OMA1 OPA1
N N (%) N low high p-value N low high p-value

Age (years), median (range) 484
63.94 (11-

93) 468 61.86 (11-91) 62.77 (11-93) 0,519 409 62.19 (11-92.12) 59.72 (11-91) 0,118
Gender 0,474 0,886

female 262 262 (49%) 237 134 (52%) 103 (49%) 229 119 (50%) 110 (51%)
male 270 270 (51%) 231 122 (48%) 109 (51%) 228 121 (50%) 107 (49%)

Pathological subtype 0,000 0,000
Undifferentiated 330 330 (36%) 294 187 (47%) 107 (33%) 288 152 (36%) 136 (32%)
Leiomyosarcoma 341 341 (37%) 289 130 (33%) 159 (49%) 312 117 (28%) 195 (46%)
Liposarcoma 81 81 (9%) 38 15 (4%) 23 (7%) 81 53 (13%) 28 (7%)
Myxofibrosarcoma 105 105 (11%) 59 37 (9%) 22 (7%) 100 66 (16%) 34 (8%)
Others 58 58 (6%) 40 28 (7%) 12 (4%) 58 30 (7%) 28 (7%)

Pathological grade 0,088 0,302
2-3 371 371 (98%) 361 204 (99%) 157 (96%) 296 167 (98%) 129 (96%)
1 9 9 (2%) 9 2 (1%) 7 (4%) 9 3 (2%) 6 (4%)

Tumor site 0,000 0,042
Extremity 199 199 (52%) 199 126 (61%) 73 (41%) 198 116 (57%) 82 (45%)
Head and neck 7 7 (2%) 7 3 (1%) 4 (2%) 7 5 (2%) 2 (1%)
Internal trunk 103 103 (27%) 103 34 (17%) 69 (39%) 103 44 (22%) 59 (33%)
Superficial Trunk 75 75 (20%) 74 43 (21%) 31 (18%) 75 37 (18%) 38 (21%)

CINSARC risk 0,607 0,004
Good 408 408 (44%) 364 203 (51%) 161 (49%) 368 204 (49%) 164 (38%)
Poor 513 513 (56%) 362 194 (49%) 168 (51%) 477 215 (51%) 262 (62%)

Follow-up (months), median 
(range) 433 28 (1-222) 413 28 (1-195) 25 (1-222) 0,857 365 27 (1-188) 25 (1-222) 0,663
MFS event 433 178 (41%) 413 84 (36%) 82 (46%) 0,055 365 62 (33%) 82 (47%) 0,008
5-year MFS [95%CI] 433 53% [48-59] 413 59% [53-67] 48% [40-57] 0,062 365 60% [52-69] 48% [40-57] 0,005

Table 2: List of soft tissue sarcoma data sets included in our analysis

Reference Source of data Technological platform N° of probe 
sets/genes All samples

complex STS primary 
tumor samples 
included in the 

present analysis 

Baird K et al., Cancer Res 2005 GEO database, GSE2553 Homemade,
spotted DNA/cDNA 12K 181 89

Barretina J et al.,
Nat Genet 2010 GEO database, GSE21124 Affymetrix,

array U133 A 22K 158 79

Beck A et al., Oncogene 2010 GEO database, GSE17555 Stanford,
spotted DNA/cDNA 24K 51 26

Chibon F et al., Nat. Med. 2010 GEO database, GSE21050 Affymetrix,
array U133 Plus 2.0 54K 310 237

Detwiller K et al., Cancer Res 2005 GEO database, GSE2719 Affymetrix,
array U133 A 22K 54 25

Gibault L et al., J Pathol 2011 GEO database, GSE23980 Affymetrix,
array U133 Plus 2.0 54K 171 34

Gobble R et al., Cancer Res  2011 GEO database, GSE30929 Affymetrix,
array U133 A 22K 140 20

Hadju M et al.,
J Pathol 2010 http://cbio.mskcc.org/public/SFT/ Affymetrix,

array U133 Plus 2.0 54K 56 5

Henderson S et al.,
Genome Biology 2005 Array Express database, E-MEXP-353 Affymetrix,

array U133 A 22K 96 15

Nakayama R et al., Modern Pathol 2007 GEO database, GSE6481 Affymetrix,
array U133 A 22K 105 48

Nielsen TO et al., Lancet 2002 GEO database, GSE3443 Stanford,
spotted DNA/cDNA 24K 46 21

Renner M et al., Genome Biol 2013 GEO database, GSE52392 Illumina,
array Human HT-12 V3.0 48K 94 48

Skubitz et al, Cancer 2012 Masonic Cancer Center Homemade,
spotted DNA/cDNA 16K 73 71

TCGA, Cell 2017 TCGA portal, https://tcga-data.nci.nih.gov Illumina,
RNA sequencing V2 25K 265 158

West R et al., PLoS Biology 2005 http://microarray-pubs.stanford.edu/tma-portal/DTF_SFTbreast Stanford,
spotted DNA/cDNA 24K 57 14

Ylipää A et al., Cancer 2011 http://www3.mdanderson.org/~genomics/sarcoma_data_matrix_for_su
pplemental.zip

Agilent,
array 44K G4112A (012391) 44K 68 31

Total 921

A

C

N HR [95%CI] p-value N HR [95%CI] p-value

Age (years) 316 1.00 [0.99-1.01] 0.911

Gender, Male vs. Female 316 1.10 [0.78-1.55] 0.589

Pathological subtype, Leiomyosarcoma vs. Undifferentiated 433 2.45 [1.74-3.43] 2.48E-06 365 2.1 [1.41-3.11] 2.25E-04

Liposarcoma vs. Undifferentiated 2.25 [1.29-3.92] 365 2 [1.10-3.62] 2.26E-02

Myxofibrosarcoma vs. Undifferentiated 1.11 [0.61-2.02] 365 1.1 [0.55-2.18] 0.793

Others vs. Undifferentiated 1.07 [0.43-2.68] 365 1.16 [0.46-2.93] 0.753

Pathological grade, 1 vs. 2-3 275 0.00 [0.00-Inf] 0.994

Tumor site, Head and neck vs. Extremity 283 0.00 [0.00- Inf] 0.147

Internal trunk vs. Extremity 1.42 [0.92-2.17]

Superficial Trunk vs. Extremity 0.71 [0.40-1.25]

CINSARC risk, Poor vs. Good 433 1.82 [1.34-2.47] 1.13E-04 365 1.84 [1.28-2.64] 9.64E-04

OMA1-high vs. OMA1-low 413 1.33 [0.95-1.85] 0.093

OPA1-high vs. OMA1-low 365 1.58 [1.11-2.25] 1.11E-02 365 1.35 [0.96-1.91] 0.089

MFS, Cox
Univariate Multivariate

B

127



Table 3: List of genes included in the MHC/HLA gene signatures analysed

Symbol Description Cytoband Entrez
Gene ID Category

HLA-A major histocompatibility complex, class I, A 6p22.1 3105 MHC I classic presenting
HLA-B major histocompatibility complex, class I, B 6p21.33 3106 MHC I classic presenting
HLA-C major histocompatibility complex, class I, C 6p21.33 3107 MHC I classic presenting
PSME1 proteasome activator subunit 1 14q12 5720 Proteasome
PSME2 proteasome activator subunit 2 14q12 5721 Proteasome
PSME3 proteasome activator subunit 3 17q21.31 10197 Proteasome
PSMB8 proteasome 20S subunit beta 8 6p21.32 5696 Proteasome
PSMB9 proteasome 20S subunit beta 9 6p21.32 5698 Proteasome
PSMB10 proteasome 20S subunit beta 10 16q22.1 5699 Proteasome
TAP1 transporter 1, ATP binding cassette subfamily B member 6p21.32 6890 Loading complex
TAP2 transporter 2, ATP binding cassette subfamily B member 6p21.32 6891 Loading complex
ABCB9 ATP binding cassette subfamily B member 9 12q24.31 23457 Loading complex
HSPA5 heat shock protein family A (Hsp70) member 5 9q33.3 3309 Loading complex
CANX calnexin 5q35.3 821 Loading complex
CALR calreticulin 19p13.13 811 Loading complex
PDIA3 protein disulfide isomerase family A member 3 15q15.3 2923 Loading complex
TAPBP TAP binding protein 6p21.32 6892 Loading complex
B2M beta-2-microglobulin 15q21.1 567 Loading complex

HLA-DOA major histocompatibility complex, class II, DO alpha 6p21.32 3111
TAP LMP presentation 
regulation

HLA-DOB major histocompatibility complex, class II, DO beta 6p21.32 3112
TAP LMP presentation 
regulation

HLA-DMA major histocompatibility complex, class II, DM alpha 6p21.32 3108
TAP LMP presentation 
regulation

HLA-DMB major histocompatibility complex, class II, DM beta 6p21.32 3109
TAP LMP presentation 
regulation

HLA-DPB1 major histocompatibility complex, class II, DP beta 1 6p21.32 3115 MHC II classic presenting
HLA-DQA1 major histocompatibility complex, class II, DQ alpha 1 6p21.32 3117 MHC II classic presenting
HLA-DQB1 major histocompatibility complex, class II, DQ beta 1 6p21.32 3119 MHC II classic presenting
HLA-DRA major histocompatibility complex, class II, DR alpha 6p21.32 3122 MHC II classic presenting
HLA-DRB1 major histocompatibility complex, class II, DR beta 1 6p21.32 3123 MHC II classic presenting
HLA-DRB3 major histocompatibility complex, class II, DR beta 3 6p21.3 3125 MHC II classic presenting
CTSS cathepsin S 1q21.3 1520 MHC II degradation
CTSB cathepsin B 8p23.1 1508 MHC II degradation
CTSL cathepsin L 9q21.33 1514 MHC II degradation
LGMN legumain 14q32.12 5641 MHC II degradation
IFI30 IFI30 lysosomal thiol reductase 19p13.11 10437 MHC II degradation
P4HB prolyl 4-hydroxylase subunit beta 17q25.3 5034 MHC II degradation
CD1A CD1a molecule 1q23.1 909 T cell recognition
CD1B CD1b molecule 1q23.1 910 T cell recognition
CD1C CD1c molecule 1q23.1 911 T cell recognition
CD1D CD1d molecule 1q23.1 912 T cell recognition
CD1E CD1e molecule 1q23.1 913 T cell recognition

Table Expanded View 5
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EXPANDED VIEW FIGURE LEGENDS 

 

Expanded View 1 

A. SDS-PAGE colored with Coomassie blue staining was performed to confirm the presence 

of purified WT but not mutant OMA1-DsbC protein after elution. 

B. Overlay of the AlphaFold-predicted structure of WT and C403A OMA1 proteins.  

C. OMA1 enzymatic assay on purified OMA1 WT protein, CTRL and C403A MCA205 cells 

evaluated by using fluorogenic OPA1-peptide reporter.  

D. Scheme of the two-step prime editing method used to obtain homozygous C403A OMA1 

mutated MCA205 cell line, adapted from Anzalone et al, 2019.  

E. Sequencing profile of genomic DNA reveals the presence of mono or bi-allelic C403A 

mutation in region of interest of OMA1.  

F. OMA1 and OPA1 transcripts levels in CTRL and C403A cell lines. Actin was used for data 

normalization.  

G. WT, CTRL or C403A OMA1 cells (1.5 105) were seeded and counted 3 days later.  

H. Western blot analysis of mitochondrial protein extracts from CTRL and C403A MCA205 

cells at different times of CCCP-stimulation using OMA1 antibody and TOMM20 as a loading 

control.  

I. BN-PAGE analysis of native proteins prepared from CTRL and C403A mitochondrial 

extracts. VDAC was used as a loading control on a fraction of mitochondrial lysates.  

 

 Expanded View 2 

A. Untreated or CCCP-treated C403A MCA205 clone 3 and 2 cells were labelled with MDR 

(5µM) and images from confocal microscope analysis were acquired using AiryScan. The 

mitochondrial network was reconstructed by 3D modeling using the Imaris technology. Yellow 

and blue dots represent individual mitochondria and mitochondrial network respectively. Scale 

bar: 5µm n=2. 
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B. Confocal microscopy analysis of CTRL and C403A MCA205 cells stained with anti-

TOMM20 antibody (in white) and DAPI (in blue) after 45 min of CCCP stimulation. Images 

were acquired and processed using AiryScan technology. Scale bar: 5µm (n=10). 

C. Basal oxygen consumption rate and extracellular acidification rate analysis by Seahorse of 

CTRL and C403A cells (n=2). 

D. The ATP rate index (i.e. Ratio of the mitoATP Production Rate divided by glycoATP 

Production Rate) of CTRL2 and clone 2 C403A MCA205 cells was assessed using Seahorse 

Xfp. n=2. Mann-Whitney test; * p-value<0.05. 

E. Flow cytometry quantification of mitochondrial depolarization (MDR) and mass (MG) from 

untreated or CCCP-treated CTRL and C403A cells. (n=5). Mann-Whitney test; **p-value < 0.01 

F. Flow cytometry evaluation using Annexin V and SYTOX blue staining of bortezomib-induced 

CTRL and C403A cell death at 24h.  

G. Flow cytometry quantification of the proportion of CTRL and C403A MCA205 dead cells 

after incubating for 16h with the proteasome inhibitor bortezomib (BZM) at indicated 

concentrations. Mann-Whitney test; **p-value < 0.01. 

H. EM analysis of CTRL and C403A MCA205 cells. Cells were treated for 1 hour with CCCP 

and fixed for TEM acquisition. We quantified number of cristae per cell in untreated or CCCP-

treated conditions.  

Expanded View 3 

A. Western blot analysis of total protein extracts from CD45 negative cells isolated from WT or 

C403A tumors at day 21 post cell engraftment. DELE1 expression was evaluated and 

quantified in panel B (n=4). 

C. Western blot analysis of DELE1 in total protein extracts from CTRL and C403A MCA205 

cells after different times of oligomycin (20µM) stimulation.  

D. A PCR assay discriminating C403A mutation was used to evaluate the proportion of C403A 

MCA205 cells at different ratios of CTRL/C403A cells in vitro. 

D. Analysis of the immune infiltrate of CTRL or C403A tumors in WT mice at day 12 post cell 

engraftment. Mann-Whitney test; **p-value < 0.01, * p-value<0.05. n=8-10. 
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Expanded View 4 

A. Table 1: Clinicopathological characteristics of patients and samples in the whole population 

and according to OMA1 and OPA1-based classification. 

B. Table 2: List of soft tissue sarcoma data sets included in our analysis. 

C. Uni- and multivariate prognostic analyses for MFS. The p-values are for the Wald test. 

 

Expanded View 5 

C. Table 3: List of genes included in the MHC/HLA gene signatures analyzed. 
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2) Restaurer les facteurs métaboliques limitants 

La demande énergétique accrue des cellules cancéreuses va induire une compétition 

métabolique entre les cellules présentes dans le microenvironnement. D’une manière 

générale, les cellules possédant des activités cytotoxiques comme les lymphocytes T CD8 et 

les macrophages de polarisation M1 fonctionnent d’une manière analogue aux cellules 

tumorales et donc entrent en compétition pour les ressources (129). Au contraire, les cellules 

du microenvironnement tumoral possédant une fonction de support des cellules tumorales 

vont avoir un métabolisme complémentaire et non compétitif des cellules tumorales. C’est 

par exemple le cas des cellules de types lymphocytes T régulateurs, des macrophages M2, des 

MDSCs et des CAFs. Lors des processus d’activation cellulaire et pour posséder une activité 

cytotoxique et/ou sécrétrice, les cellules immunitaires vont largement faire appel à la 

glycolyse (130). Ainsi dans un contexte où le glucose est limitant, les cellules T CD8 vont avoir 

une activité cytotoxique diminuée. De la même manière, la sécrétion de l’IFN par les 

macrophages M1 ou les lymphocytes T sera diminuée en cas de déficit en glucose. Il a été 

démontré que l’efficacité des inhibiteurs d’immune checkpoints tels que les anticorps anti-

PDL1 dépend en partie d’une régulation du métabolisme tumoral (14,131). Ainsi, le glucose va 

être le premier élément limitant dans les tumeurs, même si d’autres intermédiaires de la 

glycolyse comme le PEP peuvent l’être également (132).  

Les cellules cancéreuses vont consommer dans le microenvironnement des acides 

aminés, des acides gras libres, d’autres sources énergétiques comme le lactate ou la glutamine 

mais également de nombreux cofacteurs nécessaires au bon fonctionnement des voies 

métaboliques. Bien que la plupart des ressources soient disponibles dans le 

microenvironnement ou disponibles après recyclage intracellulaire, certaines ressources 

peuvent devenir limitantes. C’est notamment le cas de la disponibilité de la vitamine B5, 

précurseur biosynthétique du coenzyme A. Le coenzyme A est impliqué dans plus de 300 

réactions notamment d’anabolisme. Sa biodisponibilité est donc essentielle et se fait par 

captation de la vitamine B5 dans l’alimentation ou par recyclage intracellulaire du coenzyme-A 

(133). 

3) Restaurer une réponse antitumorale par une reprogrammation métabolique 

dépendante de la voie de signalisation Vanin1. 

Le coenzyme A est un cofacteur essentiel et ubiquitaire dans les organismes. Il est un 

transporteur de groupement acyl et un activateur des fonctions carboxyl par formation de 

thioesters. Il est impliqué, sous forme de CoA ou acyl-CoA, dans environ 4% des réactions 

biochimiques cellulaires (134), notamment la glycolyse, le cycle de Krebs, la synthèse et 

l’oxydation des acides gras, la cétogénèse, le métabolisme des acides aminés et la synthèse 

de l’acétylcholine (135–138). Il peut également intervenir dans la régulation allostérique de 

certaines enzymes métaboliques comme la pyruvate décarboxylase, la carnitine 

palmitoyltransférase ou par régulation post transcriptionnelle des histones (rôle 

épigénétique) et d’autres protéines par acylation ou CoAlation (139–145). Parmi les formes 
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acylées du coenzyme A, l’acétyl-CoA est le plus abondant et représente un métabolite central 

au carrefour entre les voies anaboliques et cataboliques. Étant donné la grande diversité des 

processus biologiques centraux dans lequel il est impliqué, la régulation des pools de 

coenzyme A intracellulaire ainsi que son apport à la cellule est fondamental et nécessaire à 

son bon fonctionnement (133).  

 

4) Propriétés immunomodulatrices de la vitamine B5 

L’assimilation de la molécule de coenzyme A présent dans l’alimentation ou dérivé du 

microbiote va être réalisée dans l’intestin (146). Le coenzyme A va être hydrolysé par des 

phosphatases en pantéthéine. La pantéthéine ainsi que sa forme dimérique oxydée appelée 

pantéthine est le substrat de la réaction d’hydrolyse médiée par l’enzyme Vanin1 (147–152). 

Cette réaction va libérer deux composés dans la circulation sanguine, la cystéamine (CEA) et 

le pantothénate (Pan), plus communément appelée vitamine B5 (153,154). Dans les tissus, la 

cystéamine diffuse à travers la membrane plasmique alors que le pantothénate dépend  du 

transporteur multivitamine (B5, B6, acide lipoïque) sodium-dépendant (SMVT) (155,156). La 

régénération du coenzyme A à partir du pantothénate nécessite l’implication de plusieurs 

réactions dans le cytosol et dans la mitochondrie (150,157–159). Le pantothénate est 

phosphorylé par les pantothénate kinases PanK, puis couplé à une molécule de cystéine par 

la PPC, adénylé et enfin phosphorylé par les CoASY pour reformer le coenzyme A. Chaque 

passage de membrane à l’intérieur de la cellule nécessite également la conversion en 

différents intermédiaires (3’5’ADP, phosphopantéthéine) car le coenzyme A ne traverse pas 

les membranes (150,157–159).   

La Vanin1 est exprimée par toutes les cellules de l’organisme avec une prédominance 

dans le foie, l’intestin grêle et les tubules proximaux du rein. Elle est retrouvée sous forme 

soluble dans le sang. La Vanin1 est l’une des cibles de PPAR et de PGC-1 qui régulent en 

période de jeûne la consommation, l’utilisation et le catabolisme des acides gras et la 

biogenèse mitochondriale (160).  

L’expression de la Vanin1 et les variations dans les niveaux des métabolites cystéamine 

et vitamine B5 ont fait l’objet de nombreuses études dans des contextes physiologiques et 

pathologiques.  

 

Cette partie était complétée par la réalisation d’une revue soumise à European Journal 

of Immunology. 

 

5) The vitamin B5 / coenzyme A axis: a target for immunomodulation? 
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The vitamin B5 / coenzyme A axis: a target for immunomodulation? 
 
 

 Miallot R, Millet V, Galland F and Naquet P 
 
 
Abstract 
 
Coenzyme A serves as a vital cofactor in numerous enzymatic reactions involved in energy 
production, lipid metabolism, and the synthesis of essential molecules. Dysregulation of CoA-
dependent metabolic pathways can contribute to chronic diseases such as obesity, diabetes, 
cancer, and cardiovascular disorders. Additionally, CoA influences immune cell activation by 
modulating the metabolism of these cells, thereby affecting their proliferation, 
differentiation, and effector functions. Targeting CoA metabolism presents a promising 
avenue for therapeutic intervention, as it can potentially restore metabolic balance, mitigate 
chronic inflammation, and enhance immune cell function. This might ultimately improve the 
management and outcomes for these diseases. This review will more specifically focus on the 
contribution of pathways regulating the availability of the coenzyme A precursor Vitamin 
B5/pantothenate in vivo and modulating the susceptibility to inflammatory diseases.  
 
Introduction 
 
Chronic diseases exert considerable environmental constraints on tissue and immune cells 
recruited on the site of damage. Cells must adapt their metabolic pathways to the available 
resources and to their functions. One key decision concerns the balance between anabolic and 
catabolic pathways, a process in which coenzyme A-dependent biochemical reactions play a 
major role. This review will focus on the contribution of pathways regulating the level of the 
coenzyme A precursor vitamin B5/pantothenate in vivo and their involvement in T lymphocyte 
activation and susceptibility to inflammatory diseases. Often considered as a non-limiting 
metabolite, recent studies revealed that VitB5 levels regulate CoA-dependent metabolism in 
stressed tissues, immune cell activation and condition the severity of several chronic 
inflammatory or degenerative diseases, including neurodegeneration, infection and cancer.   

 
CoA homeostasis 
 
Regulation of pantothenate/VitB5 supply  
Under homeostatic conditions, CoA levels are maintained by the constant supply of the 
pantothenate (Pan) precursor. Pan originates from the processing of food-derived (acyl)-CoAs 
derivatives in the ileum (Fig1) [1]. Indeed, VitB5 is synthesized by plants, mushrooms and 
bacteria mostly [2]. Furthermore, absorbed CoA may also derive from Pan synthesis though 
endosymbiotic processes in the microbiota [3][4], or from maternal origin, as shown during 
fly development [5]. Pan is recycled in host tissues and its urinary excretion reflects dietary 
intake [6]. Since CoA cannot cross membranes, it needs to be degraded prior to cellular 
uptake. The initial steps rely on phosphatase activities present in the gut lumen or serum 
leading to the production of 4’-phosphopantetheine, which is hydrolyzed into Pan by 
pantetheinases [6], or possibly internalized by cells [7]. In cells, Pan is taken up through the 
sodium-dependent multivitamin transporter (SMVT) (Fig1).  
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Regulation of CoA synthesis  
The intracellular concentrations of free or acyl CoAs are regulated by the rate of synthesis 
from Pan controlled by the pantothenate kinases (PANK) [8] (Fig1). The physiological 
evaluation of PANK deficient mice showed the importance of maintaining CoA concentration 
to support oxidative metabolism, ketone production and glucose homeostasis [9],[10]. Mice 
lacking Pank1 and/or 2 isoforms did not exhibit gross defects in anatomy, behavior or liver 
organization, but presented metabolic alterations affecting blood glucose and triglyceride 
levels upon adaptation to fasting [10]–[12]. Indeed, the AcCoA/CoA ratio is a central integrator 
of the balance between anabolism and catabolism [13]. CoA and acylated forms activate 
carboxylic acid substrates as thioesters for energy production, fatty acid oxidation (FAO), 
acetylcholine (Ach) synthesis [8] (Fig2). Cytosolic acetyl-CoA is a major acetate donor for 
acetylation reactions involved in the control of protein synthesis and gene expression [14],[15] 
(Fig2). In mammalian cell cultures, Pan increases glutathione (GSH) levels and cell respiration 
using pyruvate as exogenous substrate, suggesting that GSH synthesis is a consequence of ATP 
production [16]. PANK2 and PANK4 are also substrates of the PI3K effector kinase AKT8 [17] 
and the PI3K-PANK4 axis regulates CoA-dependent pathways involved in lipid metabolism and 
cell proliferation.  
 
Regulation of CoA degradation 
CoA levels also depend on intra- and extracellular degradation pathways controlled by the 
Nudix (NUDT) and Vanin (VNN) hydrolases, respectively [6]. NUDT are distributed in cell 
organelles and adjust subcellular (acyl)-CoA levels [18]. This process regenerates 4-
phosphopantetheine but not Pan (Fig1). The hydrolysis of pantetheine into Pan requires a 
pantetheinase [19] encoded by Vnn genes [27]. These extracellular enzymes are present in 
serum (VNN1 and 3) or GPI-anchored at the cell membrane [22],[23] (VNN1 and VNN2 / 
GPI80). In tissues, VNN1 is highly expressed at the brush border of epithelial cells in the ileum, 
which represents the primary site of food-derived CoA degradation and VitB5 absorption [6], 
and in the proximal tubules of the kidney [24],[25]. In the colon, Vnn1 is not expressed under 

physiological conditions but induced upon PPAR- activation in the context of inflammation 
[25]. In fasted liver, VNN1 expression by hepatocytes is induced upon PPARα-activation [26] 
and contributes to the response to fasting through modulation of fatty acid oxidation [25]. 
Accordingly, in cultured cells, a transient VitB5-starvation led to persistent PPARα activation, 
improving cell viability by increasing resistance to stress [28]. In other tissues, VNN1 
expression is modulated by oxidative, mitochondrial, metabolic or xenobiotic stresses [29]–
[31]. More generally, an increase in pantetheinase levels will contribute to CoA recycling and 
tissue tolerance to stress [32].  
  
Regulation of immunocyte activation by (acyl)CoAs 
 
Regulation of CD4+ T helper cell activity  
The contribution of VitB5 has been documented in CD4+ Th17 and CD8+ T lymphocytes, but 
much less for other hematopoietic populations. To acquire their functionality, activated 
lymphocytes undergo metabolic changes that involve CoA-dependent pathways [33],[34]. 
Th17 cells play an important homeostatic role in the control of barriers and, under 
inflammatory stress, can acquire pathogenic features that contribute to the progression of 
immune-mediated diseases such as colitis, multiple sclerosis (MS) or infectious diseases [35]. 
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This metabolic adaptation relies on the differential use of carbon sources such as glucose, fatty 
acids or amino acids to support the acquisition of cellular programs. One study showed that 
the pathogenic potential of Th17 cells required enhanced GLUT3-dependent glycolysis, 
coupled to mitochondrial oxidation of pyruvate to citrate to enhance ACLY-dependent AcCoA 
generation and histone acetylation [36]. This epigenetic regulation increased the production 
of inflammatory cytokines such as IL-17, GM-CSF or IL-2, by CD4+ Th17 lymphocytes involved 
in the pathogenesis of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) or colitis. A related 
study showed that this glycolytic shift associated with lactate production by lymphocytes was 
involved in the development of EAE [37] or non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)-mediated 
damage [38]. Mechanistically, the expression of the pyruvate kinase isoform M2 (PKM2) was 
enhanced in pathogenic CD4+ lymphocytes and associated with its nuclear translocation. 
There PKM2 acts as a transcriptional regulator for glycolytic and cytokine (IL-17, IL-21, TNF-α) 
gene expression [39]. PKM2 silencing impaired CD4+ T lymphocyte differentiation and reduced 
EAE progression by antagonizing the development of  proinflammatory CXCR3+ Th17 
lymphocytes [37]. Mechanistically, the differentiation of Th17 but not that of Th2 and Tregs 
cells was restrained by increased CoA concentration. CoA bound PKM2 and prevented its 
nuclear translocation and enhancement of STAT-3 phosphorylation, IL-17 production and 
HIF1α-driven glycolysis (Fig3). Another report used a small-molecule PKM2 activator (named 
TEPP-46) that induced PKM2 tetramerization and also blocked its nuclear translocation [40]. 
TEPP-66 administration inhibited Th1 and Th17 polarization and EAE development in vivo. 
Interestingly, dietary Pan supplementation that enhances CoA levels, reduced the severity of 
experimental colitis or EAE. Furthermore, low serum VitB5 levels were documented in 
ulcerative colitis and multiple sclerosis patients [35]. These findings position the CoA/AcCoA 
ratio as a potential regulator of PKM2 activity and Th17 pathogenicity.  
 
Regulation of CD8+ T cell activity  
Tumors represent a metabolic challenge for effector CD8+ T lymphocytes where the 
competition for nutrients impairs the maintenance of their functions. Whereas quiescent 
naive and memory cells rely on OXPHOS for their persistence, effector T lymphocyte activation 
requires a glycolytic shift coupled to a transient increase in CoA-dependent mitochondrial 
activity. This process depends on the expression of the mitochondrial pyruvate carrier (MPC) 
that allows glucose-dependent mitochondrial AcCoA production (Fig2). CD8+ T cells lacking 
MPC were unable to acquire anti-tumor activity [41] and deviated towards memory cell 
differentiation. Under these conditions, glutamine and fatty acids became the main source of 
citrate, regenerating cytosolic AcCoA that sustained histone acetylation, lipid synthesis and  
memory cell survival [42]. Similarly, acetate released by an acute catabolic stress in infections 
or cancers could be reimported by memory CD8+ T cells to boost their recall responses 
[43],[44]. Other metabolites or cytokines influence the balance between effector versus 
memory functions. Lactate uptake and oxidation in the mitochondria could partially rescue 
CD8+ tumor infiltrating lymphocytes (TILs) from metabolic collapse and loss of effector 
functions. IL-12 was shown to boost glucose-derived citrate export in the cytoplasm 
contributing to enhanced IFN-γ production by CD8+ T cells in nutrient-deprived conditions 
[45]. Mitochondrial AcCoA could also be diverted towards ketogenesis and β-hydroxybutyrate 
production that contributed to the epigenetic acetylation of histone H3K9 [46]. This led to the 
upregulation of FoxO1, PGC1s and consequently Pck1 expression that enhanced the 
gluconeogenic and pentose phosphate pathways resulting in an improved redox control in 
memory cells (Fig2). 
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Several subsets of CD8+ T cells have been defined according to their polarization and cytokine 
profiles [47]. St Paul et al showed that glucose oxidation in the TCA cycle was the main driver 
of IL-22-secreting CD8+ T cell polarization (Tc22) [48]. Tc22 development required elevated 
OXPHOS but not FAO. Oligomycin treatment partially abolished IL-22 production but did not 
affect that of IFN-γ or IL-17 by CD8+ Tc1 or Tc17 cells. CoA concentration was higher in Tc22 
than Tc1/17 cells and addition of exogenous CoA to cell cultures induced OXPHOS, succinate 

production and HIF1- / AhR-dependent Tc22 polarization in the absence of the polarizing 
cytokines IL-6 and TNF-α. Importantly, Tc22 exerted a powerful cytotoxic activity against 
tumors and Pan supplementation exacerbated the response to anti-PDL1 immunotherapy in 
a melanoma model. Similarly, upon pantethine administration to sarcoma-bearing mice, 
tumor growth was reduced through enhancement of anti-tumor immune responses [49]. 
Interestingly, melanoma patients with high pantothenate levels in serum showed better 
efficacy of anti-PD1 therapy. Nevertheless, another report showed that succinate 
accumulation could block effector CD4+ and CD8+ T cell functions by inhibiting the succinyl-
CoA synthase activity and interrupting the TCA cycle [50]. All these studies indicate that the 
relative level of CoA and AcCoA modulates lymphocyte activation and maturation. It is 
therefore of interest to apply these notions to pharmacological strategies.  
 
Contribution of the VNN pathway to CoA homeostasis in tissues 
 
Vnn1 contributes to tissue homeostasis  
Vnn genes code for various pantetheinase isoforms [21]. With the exception of hepatocytes 
and specific epithelial cell subsets such as ileal enterocytes, proximal tubular cells in kidney or 
some endocrine cells [32], Vnn1 expression is not detectable in tissues under homeostatic 
conditions. Two studies directly demonstrated that increased VNN1 expression enhanced CoA 
levels and changed disease phenotypes. First, VNN1 was shown to act as a tumor suppressor 
gene in sarcomas [30]. VNN1 expression in a sarcoma cell line reduced the Warburg 
phenotype and growth rate while maintaining tumor cell differentiation through the 
enhancement of CoA-dependent mitochondrial activity. Secondly, Vnn1 expression is strongly 
induced on all colonocytes by microbiota-driven inflammation and is a hallmark of 
inflammatory bowel diseases (IBD) [51]. Importantly, Vnn1 overexpression by gut colonocytes 
was associated with augmented Pan and CoA levels and contributed to the maintenance of 
protective cell functions such as the secretion of mucus or anti-microbial peptides [52]. VNN1 
overexpression also induced a dysbiosis associated with increased butyrate production, the 
predominant short chain fatty acid required for CoA-dependent colonocyte energetics [53]. 
This combined phenotype affecting host cells and microbiota led to the restoration of 
mitochondrial activity, colonocyte fitness and viability [52]. Altogether, it reinforced the 
mucosal barrier and dampened colitis severity.  A VNN1-mediated cytoprotective phenotype 
was also observed in a type 1 diabetes model [54]. Indeed, Vnn1-deficient nonobese diabetic 
(NOD) mouse showed enhanced islet cell β-cell death and susceptibility to diabetes. Therefore 
VNN1 contributes to tissue tolerance to stress through local and systemic Pan regeneration 
[32]. 
 
Vnn1 regulates the quality of immune responses in tissues 
Other studies based on the use of Vnn1-deficient mice suggested that the behavior of immune 
cells might be affected by a limited supply in Pan. However, with the exception of neutrophils 
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and some human myeloid cell subsets that express VNN isoforms, hematopoietic cells 
generally do not express Vnn1 [55]. In a systemic sclerosis (Ssc) model, Vnn1 expression was 
induced on profibrotic myofibroblasts leading to elevated Pan serum levels, a phenotype also 
observed in patients developing a severe form of Ssc. Vnn1 expression was also associated 
with high levels of anti-topoisomerase antibodies and Th2/17 cytokines that participate to the 
pathology, all disease-associated phenotypes being attenuated in Vnn1-deficient mice  [56]. 
In infectious models, the presence of VNN1 was generally associated with enhanced immune 
cell reactivity. In Coxiella burnetii infection, VNN1 was required for the microbicidal 
competence of inflammatory macrophages and the development of granulomas in the liver 
[57]. In schistosomiasis, the presence of VNN1 was associated with increased intestinal tissue 
damage due to the increased recruitment of activated neutrophils [58]. Accordingly, in a 
model of Mycobacterium tuberculosis infection, VitB5 rather enhanced the production of 
inflammatory cytokines and macrophage phagocytic activity. In vivo, this resulted in increased 
CD4+ Th1 activation and a reduction in bacterial burden [59]. Although the mechanistic links 
between VNN1 expression and pathogenesis were not directly defined in all models, the 
presence of VNN1 in inflamed tissues was associated with an enhancement of immunocyte 
functions, being Th1- or Th2/Th17-oriented in infectious diseases and Ssc, respectively. These 
results suggest that the enhanced regeneration of VitB5 might be preferentially exploited by 
metabolically active cells present in the tissue, boosting their CoA-dependent metabolism. 
 
Therapeutic applications 
 
Isolated Pan deficiency results in dermatitis, metabolic imbalance, cardiac, neurological and 
gastrointestinal symptoms and a generalized malaise clinically [60],[61]. Cellular absorption of 
Pan requires SMVT that also mediates the internalization of biotin and lipoic acid [62]. 
Interestingly, mild cases of SMVT deficiency due to compound heterozygous variants in 
SLC5A6 are responsible for metabolic or bone defects, anemia and immunodeficiency that 
could be rescued by biotin, Pan and lipoate substitution [63]. Historically, pantothenate 
supplementation has been used to enhance wound healing by increasing epithelial cell 
renewal and viability. This therapy is mostly efficient as a topical administration of 
dexpanthenol, a stable form of Pan [64]. Its administration is followed by increased skin repair 
and moisturization, keratinocyte proliferation and fibroblast activation (Table 1) [65]. 
Accordingly, Pan has a strong effect on skin cell proliferation [65],[66]. More recently, it was 
shown that it contributes to enhance hair follicle development and restoration of hair growth 
[66].  
 
CoA homeostasis in brain diseases 
VitB5 and related compounds can also contribute to the handling of genetic deficits in 
enzymes participating to CoA synthesis. PANK2 deficiency induces a neurodegenerative 
disease linked to reduced CoA levels in brain and some peripheral cells [7]. This disease could 
be controlled by the administration of an allosteric PANK activator [67] or possibly acetyl-4-
phospho-pantetheine [68]. A cerebral deficiency in VitB5 has been observed in 
neurodegenerative disorders involving myelin loss such as Huntington’s (HD) [69] and 
Alzheimer’s (AD) diseases [70]. In rat brain, cerebral Pan was predominantly localized in 
myelin-containing structures where it might participate to the synthesis of fatty acids required 
for myelin production. Therefore, pantethine supplementation experiments were tested in 
various models of neurodegenerative disease and generally led to an improvement of the 
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pathology.  In a transgenic AD model, it reduced the symptoms of glial reactivity, amyloid-β 

deposition and inflammation [71] and in a Parkinson disease’s (PD) model, it correlated with 
the enhanced production of ketone bodies, a process dependent on L-3-hydroxybutyryl-CoA 
dehydrogenase activity [72]. Interestingly, the aminothiol cysteamine (CEA) also exerted a 
cytoprotective effect in PD [73] and HD [74] models, through modulation of redox metabolism 
and detoxication pathways [75]. The last step of CoA synthesis depends on the CoA synthetase 
(COASY). COASY expression is upregulated during erythropoiesis and lost in patients with 
myelodysplastic syndrome and ring sideroblasts (MDS-RS). This is due to mutations in the 
splicing factor 3B subunit 1 (SF3B1) that lead to the mis-splicing of several genes including 
coasy [76]. Interestingly, VitB5 complementation increased CoA levels in SF3B1mut cells and 
corrected erythropoiesis differentiation defects in MDS-RS primary patient cells. Pan also 
regulates oxidative stress, a property exploited for ionizing therapy of tumors [77]. It 
potentiated a radiolytic effect following irradiation through the production of reactive oxygen 
species derived from VitB5. Similarly, serum VNN1 improved the redox status of erythrocytes 
and contributed to the tolerance to malaria. Some patients with complicated forms of malaria 
have reduced levels of serum pantetheinase [78] and pantethine administration could protect 
against mouse cerebral malaria [79].  
 
CoA homeostasis in inflammatory diseases 
Diseases involving a chronic immune activation expose to restricted access to several 
metabolites. As already evoked, colon homeostasis is particularly dependent upon VitB5 
availability. A deficit in VitB5 was recently reported in the blood / feces of IBD patients 
[80],[81]; accordingly, pantethine administration enhanced intestinal barrier repair and fitness 
in part through restoration of butyrate levels in feces [52]. Fecal short chain fatty acid levels, 
reduced in IBD patients [82], could simultaneously enhance colonocyte energetics and exert 
immunomodulatory functions [83], in part through a propionate-mediated downmodulation 

of IL-17 and IL-22 production by  T cells [84].  In addition, VitB5 contributes to the regulation 
of Th17 immunity in IBD [35]. In addition to Pan effect on host cells, infectious agents also 
require Pan to sustain their metabolic activity and inhibitors of microbial PANK enzymes, 
called pantothenamides, are considered as potential anti-infectious drugs in parasite, 
bacterial or fungal infections [85]–[91]. Finally, one could speculate that the link between Pan 
and inflammation might also involve ACh signaling. Indeed, mitochondrial acetyl CoA is 
required for ACh synthesis [92]. ACh participates to the vagal cholinergic and splenic 
sympathetic anti‐inflammatory pathways [93],[94]. Enteric neurons stimulated by vagal 
efferent fibers and noradrenaline-stimulated splenic lymphocytes release Ach that, through 
binding to the α‐7‐nicotinic ACh receptors on macrophages, inhibits TNF-α release [95].  
 
Conclusion 
 
This review highlights recent findings showing the importance of CoA homeostasis in 
pathology. This process depends on enzymes regulating the rate of CoA synthesis and 
degradation. Evidence is provided that VitB5, called an anti-stress vitamin, can become a 
limiting metabolite under nutrient-deprived contexts most frequently found in chronic 
inflammatory or cancerous diseases. Modulation of the expression of pantetheinases or VitB5 
complementation in diet provide cytoprotection for tissue cells, allow the maintenance of 
lymphocyte effector functions and contribute to their polarization and pathogenic potential. 
VitB5 levels in blood or tissues could serve as a prognostic biomarker in these pathologies.  

139



 
7 

 
Bibliography 
 
 
1. Said HM. Intestinal absorption of water-soluble vitamins in health and disease. Biochemical Journal. 
2011; 437:357–372.DOI: 10.1042/BJ20110326. 

2. Coxon KM, Chakauya E, Ottenhof HH, Whitney HM, Blundell TL, Abell C, Smith AG. Pantothenate 
biosynthesis in higher plants. Biochemical Society Transactions. 2005; 33:743–746.DOI: 
10.1042/BST0330743. 

3. Wilson ACC, Duncan RP. Signatures of host/symbiont genome coevolution in insect nutritional 
endosymbioses. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2015; 112:10255–10261.DOI: 10.1073/pnas.1423305112. 

4. Deng P, Valentino T, Flythe MD, Moseley HNB, Leachman JR, Morris AJ, Hennig B. Untargeted 
Stable Isotope Probing of the Gut Microbiota Metabolome Using 13 C-Labeled Dietary Fibers. J. 
Proteome Res. 2021; 20:2904–2913.DOI: 10.1021/acs.jproteome.1c00124. 

5. Yu Y, van der Zwaag M, Wedman JJ, Permentier H, Plomp N, Jia X, Kanon B, et al. Coenzyme A 
precursors flow from mother to zygote and from microbiome to host. Molecular Cell. 2022; 82:2650-
2665.e12.DOI: 10.1016/j.molcel.2022.05.006. 

6. Naquet P, Kerr EW, Vickers SD, Leonardi R. Regulation of coenzyme A levels by degradation: the 
‘Ins and Outs’. Progress in Lipid Research. 2020; 78:101028.DOI: 10.1016/j.plipres.2020.101028. 

7. Jeong SY, Hogarth P, Placzek A, Gregory AM, Fox R, Zhen D, Hamada J, et al. 4′-Phosphopantetheine 
corrects CoA, iron, and dopamine metabolic defects in mammalian models of PKAN. EMBO Molecular 
Medicine. 2019; 11:e10489.DOI: 10.15252/emmm.201910489. 

8. Leonardi R, Zhang Y-M, Rock CO, Jackowski S. Coenzyme A: Back in action. Progress in Lipid 
Research. 2005; 44:125–153.DOI: 10.1016/j.plipres.2005.04.001. 

9. Zhang Y-M, Chohnan S, Virga KG, Stevens RD, Ilkayeva OR, Wenner BR, Bain JR, et al. Chemical 
knockout of pantothenate kinase reveals the metabolic and genetic program responsible for hepatic 
coenzyme A homeostasis. Chem Biol. 2007; 14:291–302.DOI: 10.1016/j.chembiol.2007.01.013. 

10. Leonardi R, Rehg JE, Rock CO, Jackowski S. Pantothenate Kinase 1 Is Required to Support the 
Metabolic Transition from the Fed to the Fasted State. PLOS ONE. 2010; 5:e11107.DOI: 
10.1371/journal.pone.0011107. 

11. Garcia M, Leonardi R, Zhang Y-M, Rehg JE, Jackowski S. Germline Deletion of Pantothenate Kinases 
1 and 2 Reveals the Key Roles for CoA in Postnatal Metabolism Waki H, ed. PLoS ONE. 2012; 
7:e40871.DOI: 10.1371/journal.pone.0040871. 

12. Kuo Y-M, Duncan JL, Westaway SK, Yang H, Nune G, Xu EY, Hayflick SJ, et al. Deficiency of 
pantothenate kinase 2 ( Pank2 ) in mice leads to retinal degeneration and azoospermia. Human 
Molecular Genetics. 2005; 14:49–57.DOI: 10.1093/hmg/ddi005. 

13. Pietrocola F, Galluzzi L, Bravo-San Pedro JM, Madeo F, Kroemer G. Acetyl Coenzyme A: A Central 
Metabolite and Second Messenger. Cell Metabolism. 2015; 21:805–821.DOI: 
10.1016/j.cmet.2015.05.014. 

140



 
8 

 
14. Sabari BR, Zhang D, Allis CD, Zhao Y. Metabolic regulation of gene expression through histone 
acylations. Nat Rev Mol Cell Biol. 2017; 18:90–101.DOI: 10.1038/nrm.2016.140. 

15. Fernandez-Fuente G, Rigby MJ, Puglielli L. Intracellular Citrate/acetyl-CoA flux and endoplasmic 
reticulum acetylation: Connectivity is the answer. Molecular Metabolism. 2023; 67:101653.DOI: 
10.1016/j.molmet.2022.101653. 

16. Slyshenkov VS, Dymkowska D, Wojtczak L. Pantothenic acid and pantothenol increase 
biosynthesis of glutathione by boosting cell energetics. FEBS Letters. 2004; 569:169–172.DOI: 
10.1016/j.febslet.2004.05.044. 

17. Dibble CC, Barritt SA, Perry GE, Lien EC, Geck RC, DuBois-Coyne SE, Bartee D, et al. PI3K drives the 
de novo synthesis of coenzyme A from vitamin B5. Nature. 2022; 608:192–198.DOI: 10.1038/s41586-
022-04984-8. 

18. Vickers SD, Shumar SA, Saporito DC, Kunovac A, Hathaway QA, Mintmier B, King JA, et al. NUDT7 
regulates total hepatic CoA levels and the composition of the intestinal bile acid pool in male mice fed 
a Western diet. J Biol Chem. 2022; 299:102745.DOI: 10.1016/j.jbc.2022.102745. 

19. Wittwer CT, Schweitzer C, Pearson J, Song WO, Windham CT, Wyse BW, Hansen RG. Enzymes for 
liberation of pantothenic acid in blood: use of plasma pantetheinase. Am J Clin Nutr. 1989; 50:1072–
1078.DOI: 10.1093/ajcn/50.5.1072. 

21. Granjeaud S, Naquet P, Galland F. An ESTs description of the new Vanin gene family conserved 
from fly to human. Immunogenetics. 1999; 49:964–972.DOI: 10.1007/s002510050580. 

22. Aurrand-Lions M, Galland F, Bazin H, Zakharyev VM, Imhof BA, Naquet P. Vanin-1, a Novel GPI-
Linked Perivascular Molecule Involved in Thymus Homing. Immunity. 1996; 5:391–405.DOI: 
10.1016/S1074-7613(00)80496-3. 

23. Nitto T, Inoue T, Node K. Alternative spliced variants in the pantetheinase family of genes 
expressed in human neutrophils. Gene. 2008; 426:57–64.DOI: 10.1016/j.gene.2008.08.019. 

24. Pitari G, Malergue F, Martin F, Philippe JM, Massucci MT, Chabret C, Maras B, et al. Pantetheinase 
activity of membrane-bound Vanin-1: lack of free cysteamine in tissues of Vanin-1 deficient mice. FEBS 
Letters. 2000; 483:149–154.DOI: 10.1016/S0014-5793(00)02110-4. 

25. Berruyer C, Pouyet L, Millet V, Martin FM, LeGoffic A, Canonici A, Garcia S, et al. Vanin-1 licenses 
inflammatory mediator production by gut epithelial cells and controls colitis by antagonizing 
peroxisome proliferator-activated receptor γ activity. Journal of Experimental Medicine. 2006; 
203:2817–2827.DOI: 10.1084/jem.20061640. 

26. Rommelaere S, Millet V, Gensollen T, Bourges C, Eeckhoute J, Hennuyer N, Baugé E, et al. 
PPARalpha regulates the production of serum Vanin-1 by liver. FEBS Letters. 2013; 587:3742–3748.DOI: 
10.1016/j.febslet.2013.09.046. 

27. van Diepen JA, Jansen PA, Ballak DB, Hijmans A, Hooiveld GJ, Rommelaere S, Galland F, et al. 
PPAR-alpha dependent regulation of vanin-1 mediates hepatic lipid metabolism. J Hepatol. 2014; 
61:366–372.DOI: 10.1016/j.jhep.2014.04.013. 

141



 
9 

 
28. Pourcel L, Buron F, Garcia F, Delaloix M-S, Le Fourn V, Girod P-A, Mermod N. Transient vitamin B5 
starving improves mammalian cell homeostasis and protein production. Metabolic Engineering. 2020; 
60:77–86.DOI: 10.1016/j.ymben.2020.03.008. 

29. Berruyer C, Martin FM, Castellano R, Macone A, Malergue F, Garrido-Urbani S, Millet V, et al. 
Vanin-1Ϫ/Ϫ Mice Exhibit a Glutathione-Mediated Tissue Resistance to Oxidative Stress. MOL. CELL. 
BIOL. 2004; 24. 

30. Giessner C, Millet V, Mostert KJ, Gensollen T, Vu Manh T-P, Garibal M, Dieme B, et al. Vnn1 
pantetheinase limits the Warburg effect and sarcoma growth by rescuing mitochondrial activity. Life 
Sci. Alliance. 2018; 1:e201800073.DOI: 10.26508/lsa.201800073. 

31. Ferreira DW, Goedken MJ, Rommelaere S, Chasson L, Galland F, Naquet P, Manautou JE. 
Enhanced hepatotoxicity by acetaminophen in Vanin-1 knockout mice is associated with deficient 
proliferative and immune responses. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease. 
2016; 1862:662–669.DOI: 10.1016/j.bbadis.2016.02.001. 

32. Naquet P, Pitari G, Duprè S, Galland F. Role of the Vnn1 pantetheinase in tissue tolerance to stress. 
Biochemical Society Transactions. 2014; 42:1094–1100.DOI: 10.1042/BST20140092. 

33. Klein Geltink RI, Kyle RL, Pearce EL. Unraveling the Complex Interplay Between T Cell Metabolism 
and Function. Annu. Rev. Immunol. 2018; 36:461–488.DOI: 10.1146/annurev-immunol-042617-
053019. 

34. Wang A, Luan HH, Medzhitov R. An evolutionary perspective on immunometabolism. Science. 
2019; 363:eaar3932.DOI: 10.1126/science.aar3932. 

35. Chen C, Zhang W, Zhou T, Liu Q, Han C, Huang Z, Chen S, et al. Vitamin B5 rewires Th17 cell 
metabolism via impeding PKM2 nuclear translocation. Cell Reports. 2022; 41. Available at: 
https://www.cell.com/cell-reports/abstract/S2211-1247(22)01619-9 [Accessed January 17, 
2023].DOI: 10.1016/j.celrep.2022.111741. 

36. Hochrein SM, Wu H, Eckstein M, Arrigoni L, Herman JS, Schumacher F, Gerecke C, et al. The 
glucose transporter GLUT3 controls T helper 17 cell responses through glycolytic-epigenetic 
reprogramming. Cell Metabolism. 2022; 34:516-532.e11.DOI: 10.1016/j.cmet.2022.02.015. 

37. Kono M, Maeda K, Stocton-Gavanescu I, Pan W, Umeda M, Katsuyama E, Burbano C, et al. 
Pyruvate kinase M2 is requisite for Th1 and Th17 differentiation. JCI Insight. 2019; 4. Available at: 
https://insight.jci.org/articles/view/127395 [Accessed January 18, 2023].DOI: 
10.1172/jci.insight.127395. 

38. Moreno-Fernandez ME, Giles DA, Oates JR, Chan CC, Damen MSMA, Doll JR, Stankiewicz TE, et 
al. PKM2-dependent metabolic skewing of hepatic Th17 cells regulates pathogenesis of non-alcoholic 
fatty liver disease. Cell Metabolism. 2021; 33:1187-1204.e9.DOI: 10.1016/j.cmet.2021.04.018. 

39. Jiang S. Tetrameric PKM2 Activation Curbs CD4+ T Cell Overactivation. Trends in Endocrinology & 
Metabolism. 2020; 31:393–395.DOI: 10.1016/j.tem.2020.04.001. 

40. Angiari S, Runtsch MC, Sutton CE, Palsson-McDermott EM, Kelly B, Rana N, Kane H, et al. 
Pharmacological Activation of Pyruvate Kinase M2 Inhibits CD4+ T Cell Pathogenicity and Suppresses 
Autoimmunity. Cell Metabolism. 2020; 31:391-405.e8.DOI: 10.1016/j.cmet.2019.10.015. 

142



 
10 

 
41. Wenes M, Jaccard A, Wyss T, Maldonado-Pérez N, Teoh ST, Lepez A, Renaud F, et al. The 
mitochondrial pyruvate carrier regulates memory T cell differentiation and antitumor function. Cell 
Metab. 2022; 34:731-746.e9.DOI: 10.1016/j.cmet.2022.03.013. 

42. Lee J, Walsh MC, Hoehn KL, James DE, Wherry EJ, Choi Y. Regulator of fatty acid metabolism, acetyl 
coenzyme a carboxylase 1, controls T cell immunity. J Immunol. 2014; 192:3190–3199.DOI: 
10.4049/jimmunol.1302985. 

43. Balmer ML, Ma EH, Bantug GR, Grählert J, Pfister S, Glatter T, Jauch A, et al. Memory CD8(+) T 
Cells Require Increased Concentrations of Acetate Induced by Stress for Optimal Function. Immunity. 
2016; 44:1312–1324.DOI: 10.1016/j.immuni.2016.03.016. 

44. Qiu J, Villa M, Sanin DE, Buck MD, O’Sullivan D, Ching R, Matsushita M, et al. Acetate Promotes T 
Cell Effector Function during Glucose Restriction. Cell Reports. 2019; 27:2063-2074.e5.DOI: 
10.1016/j.celrep.2019.04.022. 

45. Chowdhury S, Kar A, Bhowmik D, Gautam A, Basak D, Sarkar I, Ghosh P, et al. Intracellular Acetyl 
CoA Potentiates the Therapeutic Efficacy of Antitumor CD8+ T Cells. Cancer Res. 2022; 82:2640–
2655.DOI: 10.1158/0008-5472.CAN-21-4052. 

46. Zhang H, Tang K, Ma J, Zhou L, Liu J, Zeng L, Zhu L, et al. Ketogenesis-generated β-hydroxybutyrate 
is an epigenetic regulator of CD8+ T-cell memory development. Nat Cell Biol. 2020; 22:18–25.DOI: 
10.1038/s41556-019-0440-0. 

47. Paul MS, Ohashi PS. The Roles of CD8+ T Cell Subsets in Antitumor Immunity. Trends in Cell Biology. 
2020; 30:695–704.DOI: 10.1016/j.tcb.2020.06.003. 

48. St. Paul M, Saibil SD, Han S, Israni-Winger K, Lien SC, Laister RC, Sayad A, et al. Coenzyme A fuels 
T cell anti-tumor immunity. Cell Metabolism. 2021; 33:2415-2427.e6.DOI: 
10.1016/j.cmet.2021.11.010. 

49. Anon. The coenzyme A precursor pantethine restrains sarcoma growth through promotion of type 
1 immunity. 2022. Available at: https://www.researchsquare.com [Accessed January 17, 2023].DOI: 
10.21203/rs.3.rs-2345803/v1. 

50. Gudgeon N, Munford H, Bishop EL, Hill J, Fulton-Ward T, Bending D, Roberts J, et al. Succinate 
uptake by T cells suppresses their effector function via inhibition of mitochondrial glucose oxidation. 
Cell Reports. 2022; 40. Available at: https://www.cell.com/cell-reports/abstract/S2211-
1247(22)01010-5 [Accessed January 16, 2023].DOI: 10.1016/j.celrep.2022.111193. 

51. Gensollen T, Bourges C, Rihet P, Rostan A, Millet V, Noguchi T, Bourdon V, et al. Functional 
Polymorphisms in the Regulatory Regions of the VNN1 Gene Are Associated with Susceptibility to 
Inflammatory Bowel Diseases: Inflammatory Bowel Diseases. 2013; 19:2315–2325.DOI: 
10.1097/MIB.0b013e3182a32b03. 

52. Millet V, Gensollen T, Maltese M, Serrero M, Lesavre N, Bourges C, Pitaval C, et al. Harnessing 
the Vnn1 pantetheinase pathway boosts short chain fatty acids production and mucosal protection in 
colitis. Gut. 2022. Available at: https://gut-bmj-
com.proxy.insermbiblio.inist.fr/content/early/2022/09/29/gutjnl-2021-325792 [Accessed October 24, 
2022].DOI: 10.1136/gutjnl-2021-325792. 

143



 
11 

 
53. Donohoe DR, Garge N, Zhang X, Sun W, O’Connell TM, Bunger MK, Bultman SJ. The microbiome 
and butyrate regulate energy metabolism and autophagy in the mammalian colon. Cell Metab. 2011; 
13:517–526.DOI: 10.1016/j.cmet.2011.02.018. 

54. Roisin-Bouffay C, Castellano R, Valéro R, Chasson L, Galland F, Naquet P. Mouse vanin-1 is 
cytoprotective for islet beta cells and regulates the development of type 1 diabetes. Diabetologia. 
2008; 51:1192–1201.DOI: 10.1007/s00125-008-1017-9. 

55. Nitto T, Onodera K. The Linkage Between Coenzyme A Metabolism and Inflammation: Roles of 
Pantetheinase. J Pharmacol Sci. 2013; 123:1–8.DOI: 10.1254/jphs.13R01CP. 

56. Kavian N, Mehlal S, Marut W, Servettaz A, Giessner C, Bourges C, Nicco C, et al. Imbalance of the 
Vanin-1 Pathway in Systemic Sclerosis. The Journal of Immunology. 2016; 197:3326–3335.DOI: 
10.4049/jimmunol.1502511. 

57. Meghari S, Berruyer C, Lepidi H, Galland F, Naquet P, Mege J-L. Vanin-1 controls granuloma 
formation and macrophage polarization in Coxiella burnetii infection. European Journal of 
Immunology. 2007; 37:24–32.DOI: 10.1002/eji.200636054. 

58. Martin F, Penet M-F, Malergue F, Lepidi H, Dessein A, Galland F, Reggi M de, et al. Vanin-1–/– mice 
show decreased NSAID- and Schistosoma-induced intestinal inflammation associated with higher 
glutathione stores. J Clin Invest. 2004; 113:591–597.DOI: 10.1172/JCI19557. 

59. He W, Hu S, Du X, Wen Q, Zhong X-P, Zhou X, Zhou C, et al. Vitamin B5 Reduces Bacterial Growth 
via Regulating Innate Immunity and Adaptive Immunity in Mice Infected with Mycobacterium 
tuberculosis. Frontiers in Immunology. 2018; 9. Available at: 
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2018.00365 [Accessed January 17, 2023]. 

60. Depeint F, Bruce WR, Shangari N, Mehta R, O’Brien PJ. Mitochondrial function and toxicity: Role 
of the B vitamin family on mitochondrial energy metabolism. Chemico-Biological Interactions. 2006; 
163:94–112.DOI: 10.1016/j.cbi.2006.04.014. 

61. Rébeillé F, Ravanel S, Marquet A, Mendel RR, Smith AG, Warren MJ. Roles of vitamins B5, B8, B9, 
B12 and molybdenum cofactor at cellular and organismal levels. Nat. Prod. Rep. 2007; 24:949.DOI: 
10.1039/b703104c. 

62. Prasad PD, Ganapathy V. Structure and function of mammalian sodium-dependent multivitamin 
transporter. Curr Opin Clin Nutr Metab Care. 2000; 3:263–266.DOI: 10.1097/00075197-200007000-
00004. 

63. Holling T, Nampoothiri S, Tarhan B, Schneeberger PE, Vinayan KP, Yesodharan D, Roy AG, et al. 
Novel biallelic variants expand the SLC5A6-related phenotypic spectrum. Eur J Hum Genet. 2022; 
30:439–449.DOI: 10.1038/s41431-021-01033-2. 

64. Proksch E, de Bony R, Trapp S, Boudon S. Topical use of dexpanthenol: a 70th anniversary article. 
Journal of Dermatological Treatment. 2017; 28:766–773.DOI: 10.1080/09546634.2017.1325310. 

65. Björklund S, Pham QD, Jensen LB, Knudsen NØ, Nielsen LD, Ekelund K, Ruzgas T, et al. The effects 
of polar excipients transcutol and dexpanthenol on molecular mobility, permeability, and electrical 
impedance of the skin barrier. Journal of Colloid and Interface Science. 2016; 479:207–220.DOI: 
10.1016/j.jcis.2016.06.054. 

144



 
12 

 
66. Shin JY, Kim J, Choi Y-H, Kang N-G, Lee S. Dexpanthenol Promotes Cell Growth by Preventing Cell 
Senescence and Apoptosis in Cultured Human Hair Follicle Cells. Current Issues in Molecular Biology. 
2021; 43:1361–1373.DOI: 10.3390/cimb43030097. 

67. Sharma LK, Subramanian C, Yun M-K, Frank MW, White SW, Rock CO, Lee RE, et al. A therapeutic 
approach to pantothenate kinase associated neurodegeneration. Nat Commun. 2018; 9:4399.DOI: 
10.1038/s41467-018-06703-2. 

68. Srinivasan B, Baratashvili M, van der Zwaag M, Kanon B, Colombelli C, Lambrechts RA, Schaap O, 
et al. Extracellular 4′-phosphopantetheine is a source for intracellular coenzyme A synthesis. Nat Chem 
Biol. 2015; 11:784–792.DOI: 10.1038/nchembio.1906. 

69. Ismail N, Kureishy N, Church SJ, Scholefield M, Unwin RD, Xu J, Patassini S, et al. Vitamin B5 (d-
pantothenic acid) localizes in myelinated structures of the rat brain: Potential role for cerebral vitamin 
B5 stores in local myelin homeostasis. Biochemical and Biophysical Research Communications. 2020; 
522:220–225.DOI: 10.1016/j.bbrc.2019.11.052. 

70. Xu J, Patassini S, Begley P, Church S, Waldvogel HJ, Faull RLM, Unwin RD, et al. Cerebral deficiency 
of vitamin B5 (d-pantothenic acid; pantothenate) as a potentially-reversible cause of 
neurodegeneration and dementia in sporadic Alzheimer’s disease. Biochemical and Biophysical 
Research Communications. 2020; 527:676–681.DOI: 10.1016/j.bbrc.2020.05.015. 

71. Baranger K, van Gijsel-Bonnello M, Stephan D, Carpentier W, Rivera S, Khrestchatisky M, Gharib 
B, et al. Long-Term Pantethine Treatment Counteracts Pathologic Gene Dysregulation and Decreases 
Alzheimer’s Disease Pathogenesis in a Transgenic Mouse Model. Neurotherapeutics. 2019; 16:1237–
1254.DOI: 10.1007/s13311-019-00754-z. 

72. Cornille E, Abou-Hamdan M, Khrestchatisky M, Nieoullon A, de Reggi M, Gharib B. Enhancement 
of L-3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase activity and circulating ketone body levels by pantethine. 
Relevance to dopaminergic injury. BMC Neurosci. 2010; 11:51.DOI: 10.1186/1471-2202-11-51. 

73. Cisbani G, Drouin-Ouellet J, Gibrat C, Saint-Pierre M, Lagacé M, Badrinarayanan S, Lavallée-
Bourget MH, et al. Cystamine/cysteamine rescues the dopaminergic system and shows 
neurorestorative properties in an animal model of Parkinson’s disease. Neurobiology of Disease. 2015; 
82:430–444.DOI: 10.1016/j.nbd.2015.07.012. 

74. Borrell-Pages M. Cystamine and cysteamine increase brain levels of BDNF in Huntington disease 
via HSJ1b and transglutaminase. Journal of Clinical Investigation. 2006; 116:1410–1424.DOI: 
10.1172/JCI27607. 

75. Paul BD, Snyder SH. Therapeutic Applications of Cysteamine and Cystamine in Neurodegenerative 
and Neuropsychiatric Diseases. Front. Neurol. 2019; 10:1315.DOI: 10.3389/fneur.2019.01315. 

76. Mian SA, Philippe C, Maniati E, Protopapa P, Bergot T, Piganeau M, Nemkov T, et al. Vitamin B5 
and succinyl-CoA improve ineffective erythropoiesis in SF3B1 -mutated myelodysplasia. Sci. Transl. 
Med. 2023; 15:eabn5135.DOI: 10.1126/scitranslmed.abn5135. 

77. Schittl H, Getoff N. Radiation-Induced Antitumor Properties of Vitamin B 5 (Pantothenic Acid) and 
its Effect on Mitomycin C Activity: Experiments In Vitro. oncol res. 2006; 16:389–394.DOI: 
10.3727/000000006783980919. 

145



 
13 

 
78. Rommelaere S, Millet V, Rihet P, Atwell S, Helfer E, Chasson L, Beaumont C, et al. Serum 
Pantetheinase/Vanin Levels Regulate Erythrocyte Homeostasis and Severity of Malaria. The American 
Journal of Pathology. 2015; 185:3039–3052.DOI: 10.1016/j.ajpath.2015.07.011. 

79. Penet M-F, Abou-Hamdan M, Coltel N, Cornille E, Grau GE, de Reggi M, Gharib B. Protection 
against cerebral malaria by the low-molecular-weight thiol pantethine. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 
2008; 105:1321–1326.DOI: 10.1073/pnas.0706867105. 

80. Santoru ML, Piras C, Murgia A, Palmas V, Camboni T, Liggi S, Ibba I, et al. Cross sectional evaluation 
of the gut-microbiome metabolome axis in an Italian cohort of IBD patients. Sci Rep. 2017; 7:9523.DOI: 
10.1038/s41598-017-10034-5. 

81. IBDMDB Investigators, Lloyd-Price J, Arze C, Ananthakrishnan AN, Schirmer M, Avila-Pacheco J, 
Poon TW, et al. Multi-omics of the gut microbial ecosystem in inflammatory bowel diseases. Nature. 
2019; 569:655–662.DOI: 10.1038/s41586-019-1237-9. 

82. Parada Venegas D, De la Fuente MK, Landskron G, González MJ, Quera R, Dijkstra G, Harmsen 
HJM, et al. Short Chain Fatty Acids (SCFAs)-Mediated Gut Epithelial and Immune Regulation and Its 
Relevance for Inflammatory Bowel Diseases. Front. Immunol. 2019; 10:277.DOI: 
10.3389/fimmu.2019.00277. 

83. Siddiqui MT, Cresci GAM. The Immunomodulatory Functions of Butyrate. J Inflamm Res. 2021; 
14:6025–6041.DOI: 10.2147/JIR.S300989. 

84. Dupraz L, Magniez A, Rolhion N, Richard ML, Da Costa G, Touch S, Mayeur C, et al. Gut microbiota-
derived short-chain fatty acids regulate IL-17 production by mouse and human intestinal γδ T cells. Cell 
Reports. 2021; 36:109332.DOI: 10.1016/j.celrep.2021.109332. 

85. Dietl A-M, Meir Z, Shadkchan Y, Osherov N, Haas H. Riboflavin and pantothenic acid biosynthesis 
are crucial for iron homeostasis and virulence in the pathogenic mold Aspergillus fumigatus. Virulence. 
2018; 9:1036–1049.DOI: 10.1080/21505594.2018.1482181. 

86. van Wyk M, Strauss E. Development of a method for the parallel synthesis and purification of N-
substituted pantothenamides, known inhibitors of coenzyme A biosynthesis and utilization. Org. 
Biomol. Chem. 2008; 6:4348.DOI: 10.1039/b811086g. 

87. Akinnusi TO, Vong K, Auclair K. Geminal dialkyl derivatives of N-substituted pantothenamides: 
Synthesis and antibacterial activity. Bioorganic & Medicinal Chemistry. 2011; 19:2696–2706.DOI: 
10.1016/j.bmc.2011.02.053. 

88. Spry C, Chai CLL, Kirk K, Saliba KJ. A Class of Pantothenic Acid Analogs Inhibits Plasmodium 
falciparum Pantothenate Kinase and Represses the Proliferation of Malaria Parasites. Antimicrob 
Agents Chemother. 2005; 49:4649–4657.DOI: 10.1128/AAC.49.11.4649-4657.2005. 

89. Pett HE, Jansen PA, Hermkens PH, Botman PN, Beuckens-Schortinghuis CA, Blaauw RH, Graumans 
W, et al. Novel pantothenate derivatives for anti-malarial chemotherapy. Malar J. 2015; 14:169.DOI: 
10.1186/s12936-015-0673-8. 

90. Gihaz S, Gareiss P, Choi J-Y, Renard I, Pal AC, Surovsteva Y, Chiu JE, et al. High-resolution crystal 
structure and chemical screening reveal pantothenate kinase as a new target for antifungal 
development. Structure. 2022; 30:1494-1507.e6.DOI: 10.1016/j.str.2022.09.001. 

146



 
14 

 
91. de Vries LE, Lunghi M, Krishnan A, Kooij TWA, Soldati-Favre D. Pantothenate and CoA biosynthesis 
in Apicomplexa and their promise as antiparasitic drug targets Mitchell AP, ed. PLoS Pathog. 2021; 
17:e1010124.DOI: 10.1371/journal.ppat.1010124. 

92. Jope RS, Jenden DJ. The Utilization of Choline and Acetyl Coenzyme A for the Synthesis of 
Acetylcholine. J Neurochem. 1980; 35:318–325.DOI: 10.1111/j.1471-4159.1980.tb06267.x. 

93. Cox MA, Bassi C, Saunders ME, Nechanitzky R, Morgado‐Palacin I, Zheng C, Mak TW. Beyond 
neurotransmission: acetylcholine in immunity and inflammation. J Intern Med. 2020; 287:120–
133.DOI: 10.1111/joim.13006. 

94. Bonaz B, Sinniger V, Pellissier S. Anti-inflammatory properties of the vagus nerve: potential 
therapeutic implications of vagus nerve stimulation: Anti-inflammatory effect of vagus nerve 
stimulation. J Physiol. 2016; 594:5781–5790.DOI: 10.1113/JP271539. 

95. Wang H, Yu M, Ochani M, Amella CA, Tanovic M, Susarla S, Li JH, et al. Nicotinic acetylcholine 
receptor α7 subunit is an essential regulator of inflammation. Nature. 2003; 421:384–388.DOI: 
10.1038/nature01339. 

 

147



Figure 1

Figure 1 : Schematic overview of CoA biodisponibility, intracellular regeneration and recycled cellular content

Coenzyme A (CoA) and pantothenate (PAN) are provided by food uptake (Fig1A). CoenzymeA cannont cross the plasma

membrane and its converted towards Pan via several enzymatic reactions involving AP, alkaline phosphatase; ENPP,

ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase and vanin hydrolases (Vnn). Subsquently, the Coenzyme A is

converted to diphosphocoenzyme A (dPCoA), phosphopantetheine (PPanSh) and pantetheine. Pantetheine is hydrolyzed

by Vnns enzymes into Pan and cysteamine (not shown). Intracellular Coenzyme A regeneration from pantothenate

requires the phosphorylation of Pan by pantothenate kinases (PANK). Phosphopantothenoylcysteine synthetase (PPCS)

and phosphopantothenoylcysteine decarboxylase (PPCDC) with coenzyme A synthase (CoASY) convert

Phosphopantothenate (Ppan) into PPanSh, dPCoA and CoA. The recycled cellular content of intracellular CoA involves

Nudix hydrolases (NUDT) enzymes and PANKs. SMVT : sodium pyruvate multitransporter.

148



Figure2

Figure 2: Schematic overview of CoA in intracellular contribution to cell processes. 

B. CEA can cross the plasma membrane and regulate Redox intracellular processes. PPanSH can cross organelle

membranes as mitochondrial membranes and fuels the tricarboxylic cycle (TCA cycle). TCA cycle-derived citrate can be

converted by ATP Citrate Lyase (ACLY) towarts Acetyl-CoA. AcetylCoA is required for Acetylcholine (Ach) synthesis, gene

expression regulation in the nucleus or proteostasis in the endoplasmic reticulum (E.R). ATP : adenosine triphosphate ;

ADP : adenosine diphosphate; FAO : fatty acid oxidation ; OXPHOS : oxidative phosphorylation ; VNN1 : Vanin1. PDH :

pyruvate déshydrogénase. SMVT : sodium pyruvate multitransporter.
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Figure 3

Figure 3: Involvement of CoA in intracellular processes during immune cell activation and maturation

VitB5 interaction with the glycolytic enzyme pyruvate kinase muscle isozyme 2 (PKM2) prevents its nuclear

translocation resulting in the reduced transcription of downstream target genes. Lactate exchange via monocarboxylate

transporters (MCT) regenerate cytosolic and mitochondrial pyruvate. Acetyl-CoA generated from pyruvate, fatty acids

or lactate fuels the TCA cycle or participates to ketogenesis. β-hydroxybutyrate (βH) contributes to epigenetic

regulation. Citrate and acetate can participate to epigenetic reprogramming through the generation of cytosolic acetyl-

CoA. 2PG : 2phosphoglycerate; PEP: phosphoenolpyruvate; NAD : Nicotinamide adenine dinucleotide; OAA:

oxaloacetate; SucCoA : succinylCoA; α-KG : alpha ketoglutarate; ACLY : ATP citrate lyase; ACSS : Acetyl-CoA synthetase.

MPC : mitochondrial pyruvate carrier.

150



Table 1 : Pharmaceutical perspective of VitB5-related drugs

Drug Admin. 

type

Mechanism of action Lessons from preclinical animal 

models

Potential relevance to human diseases

D-panthenol Topical Increased skin permeability

Keratinocyte proliferation

Fibroblast activation

Enhanced cell viability, Reduced of 

apoptosis and senescence

Increased collagen production in 

Vnn1 pantetheinase-expressing 

tumors

Skin damage

Dermatitis

Hair follicle growth

Pantethine I.p Reduced Αβ deposition, Improved 

behavioral alteration

Production of ketone bodies 

Improved redox status in blood cells

Increased proinflammatory cytokines 

and macrophage phagocytic activity

Improved intestinal barrier repair 

and fitness

Enhanced CoA metabolism

Enhanced anti-tumor type I immunity

Improved prognosis in 5XFAD 

mouse model of Alzheimer’s 

disease

Reduction of dopaminergic 

neuron loss and motility 

disorders

Reduced symptoms in cerebral 

malaria

Enhanced granuloma formation 

in M. tuberculosis infection

Improved tolerance to chronic 

colitis

Improved immunogenicity of 

sarcoma

Alzheimer’s disease

Parkinson’s disease

Serum Vnn1 activity as prognosis 

biomarker of severe malaria

Bacterial infections

VNN1 prognostic biomarker in IBD

Prognostic value of VNN1 in sarcoma

Pantothenate I.p. Improved Tc22 immunity Improved control of melanoma 

and colon adenocarcinoma

Combined therapy with immune 

checkpoint blockade?

PANK allosteric 

activators

Oral Rescues CoA synthesis Correction of deficit in PANK-

deficient mice

PKAN disease

4-P pantethine Diet 

Diet

Normalization of CoA levels 

Reduced ROS and ox-LDL

Correction of deficit in PANK-

mutant mice

Reduced atherosclerotic plaque 

formation and endothelial injury 

PKAN disease

Coronary heart disease

Vnn1 inhibitors Water Improved Insulin sensitivity and 

glucose tolerance

Type 2 diabetes Type 2 diabetes

Microbial PANK 

inhibitors

Soluble Inhibition of microbial CoA 

production

In vitro control of microbial 

growth

Parasite, bacterial and fungal infections
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6) The coenzyme A precursor pantethine enhances anti-tumor immunity in 

sarcoma 

Mon équipe, dans ses précédents travaux, s’est intéressée à l’impact de la perte de 

Vanin1 dans un modèle murin génétiquement modifiée ayant perdu l’expression des points 

de contrôle du cycle cellulaire p16 et p19 (161).  

Ainsi, la perte de l’expression du gène Vanin1 dans ce fond génétique prédisposé au 

cancer était associée à une prévalence plus importante de sarcomes (notamment de 

fibrosarcomes). Dans des fibroblastes murins transformés exprimant un oncogène RAS, la 

surexpression de Vanin1 était associée à une reprogrammation du métabolisme des cellules 

cancéreuses de type anti-Warburg, à une récupération de la morphologie et de la 

fonctionnalité des mitochondries, et notamment de leur capacité respiratoire. Ces 

phénotypes intracellulaires étaient couplés à un maintien de l’état de différenciation 

cellulaire. In vivo, la surexpression de Vanin1 empêchait la croissance tumorale. Une 

diminution de la croissance tumorale a été observée après administration de cystéamine, de 

pantothénate ou du dimère stable de la pantéthéine, la pantéthine accompagné au niveau 

transcriptomique, d’un changement du phénotype immunitaire. Les limites de ce premier 

modèle étaient liées d’une part à l’utilisation d’une cellule cancéreuse fabriquée de novo et à 

l’utilisation de souris Nude pour les protocoles de greffe tumorale. Il était donc nécessaire de 

valider ces résultats dans un modèle plus proche de la réalité expérimentale.  

Compte tenu des connaissances mécanistiques apportées par cette étude et dans un 

but thérapeutique, nous nous sommes intéressés à l’impact de l’administration d’un 

précurseur du Coenzyme A, la pantéthine, à des souris portant une forme plus agressive de 

fibrosarcome. Nous avons évalué si la délivrance pharmaceutique de pantéthine 

reprogrammait le métabolisme de la cellule cancéreuse, impactait l’infiltration, la 

fonctionnalité, le métabolisme et l’épuisement du système immunitaire. Nous avons 

également étudié les différentes acteurs cellulaires et moléculaires impliqués dans l’effet 

thérapeutique de la pantéthine et avons élargi ces observations à des modèles infectieux, des 

modèles de mélanomes et d’ostéosarcome afin de décrire le potentiel adjuvant de la 

pantéthine dans les immunothérapies actuellement utilisées en clinique.  
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Abstract – 183 words 

The tumor microenvironment is a dynamic network of stromal, cancer and immune cells that 

interact and compete for resources. Mitochondria play an essential role in the control of 

metabolic plasticity and contribute to tumor progression and immune cell functionality. We 

have previously identified the Vanin1 pathway as a tumor suppressor of sarcoma development 

via vitamin B5 and coenzyme A regeneration. Using an aggressive sarcoma cell line that lacks 

Vnn1 expression, we showed that the administration of pantethine, a vitamin B5 precursor, 

attenuates tumor growth in immunocompetent mice. Pantethine boosts anti-tumor immunity, 

including the polarization of myeloid and dendritic cells towards enhanced IFNγ-driven antigen 

presentation pathways and improved development of hypermetabolic effector CD8+ T cells 

endowed with potential anti-tumor activity. At later stages of treatment, the effect of pantethine 

was limited by the development of immune cell exhaustion. Nevertheless, its activity was 

comparable to that of anti-PD1 treatment in sensitive tumors. In humans, VNN1 expression 

correlates with improved survival and immune cell infiltration in soft tissue sarcomas, but not 

in osteosarcomas. Pantethine could be a potential therapeutic immunoadjuvant for the 

development of anti-tumor immunity.  
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Introduction 

Soft-tissue sarcomas (STSs) are heterogeneous subtypes of tumors with distinct origins and 

genomic profiles (Fletcher, 2014). To stratify them and define prognostic markers, large-scale 

approaches have revealed how histo- and genotypes are associated with distinct epigenetic, 

metabolic or immune traits (Abeshouse et al., 2017). A bioinformatics analysis of TCGA 

database centered on metabolic signatures showed that, while enhanced glycolysis was a 

hallmark of sarcomas, the degree of oxidative phosphorylation varied significantly amongst 

histotypes (Miallot et al., 2021). Mitochondrial activity conditions metabolic plasticity (Masoud 

et al., 2020), adaptation to stress and progression towards aggressive phenotypes (Senyilmaz 

and Teleman, 2015). Along this line, Vanin1 pantetheinase that regulates the generation of the 

coenzyme A (CoA) precursor pantothenate (Pan), also known as vitamin B5 (VitB5) (Millet et 

al., 2022; Naquet et al., 2020), acts as a negative regulator of spontaneous sarcoma 

development in a p16/p19-deficient tumor-prone mouse model (Giessner et al., 2018). In a 

limited set of human sarcomas, VNN1 transcript levels are associated with improved 

metastasis-free survival. Furthermore, in mouse models, Vnn1-expressing tumors are less 

aggressive and enriched in transcriptional immune signatures (Giessner et al., 2018). The 

development of immune responses is influenced by metabolic cues released within the tumor 

microenvironment (de la Cruz-López et al., 2019; Naquet et al., 2016). In a stressful context, 

chronically activated immune cells compete for nutrients with tumor cells (Chang et al., 2015; 

Klein Geltink et al., 2018; Reinfeld et al., 2021). Furthermore, hypoxic conditions can enhance 

the development of effector T cell responses (Doedens et al., 2013; Gropper et al., 2017) but 

also drive CD8+ T cells towards exhaustion (Scharping et al., 2021). Exhausted CD8+ 

lymphocytes display abnormal mitochondria biogenesis (Scharping et al., 2016), with a 

reduction in cristae structure and mitochondria/endoplasmic reticulum (ER) contacts (Yu et al., 

2020). Accordingly, PGC1α-transfection in CD8+ T cells enhanced the development of anti-

tumor CD8+ tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) (LeBleu et al., 2014). As the loss of 

mitochondrial fitness contributes to exhaustion (Soto-Heredero et al., 2021), pharmacological 

strategies modulating mitochondrial activity may induce exploitable effects on both tumor and 

immune cells.  

Sarcomas are generally considered poorly immunogenic (Fletcher, 2014; Choi and Ro, 2021), 

but some respond to immunotherapy (D’Angelo et al., 2014; Tawbi et al., 2017; Eulo and Van 

Tine, 2022). In a recent study, among the 30% complex STSs that presented immune 

infiltration, the presence of B cell-containing tertiary lymphoid structures (TLS) was associated 

with the efficacy of anti PD1 therapy (Petitprez et al., 2020). We reasoned that strategies that 

exploit the immune-boosting effect of the Vnn1 pathway observed in autoimmune or infectious 

models (Meghari et al., 2007; Kavian et al., 2016) might enhance the development of anti-
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sarcoma immunity. Indeed, provision of high VitB5 levels can be obtained in vivo through the 

administration of pantethine (Pant), a well-tolerated dimeric form of pantetheine hydrolyzed by 

Vnn1 in VitB5. In cancer models, in vitro stimulation of CD8+ T cells with CoA could boost the 

maturation of effector cells with potent anti-tumor potential (Paul and Ohashi, 2020; St. Paul 

et al., 2021). Furthermore, melanoma patients with high VitB5 serum levels showed a better 

response to anti PD1 therapy (St. Paul et al., 2021). Finally, in an ovarian cancer model, 

pantethine administration limited tumor growth (Penet et al., 2016). Since VNN1 expression 

tends to be lost in advanced sarcomas, we speculated that Pant therapy might mimic the 

beneficial effect of VNN1 expression on anti-tumor immune responses in vivo. Therefore, we 

tested whether VNN1 expression was associated with immune signatures in sarcomas and 

whether enhancing VitB5 levels via Pant administration could enhance anti-tumor immunity in 

a mouse model. 

Results 

High VNN1 expression in STS correlates with heightened immune response and better 

prognosis 

We queried the TCGA database (including 206 soft tissue sarcoma STS samples) to search 

for VNN1-coexpressed gene modules. VNN1 expression matched MSigDB hallmarks 

associated with IFNγ/inflammatory responses (FigS1A). Using a CIBERSORT 

(http://cibersort.stanford.edu/) deconvolution method to link VNN1 expression with the 

presence of immunocyte subsets, we found a significant correlation between high VNN1 

expression and the presence of immune cells that do not express VNN1 such as M1/M2 

macrophages and T cells (including CD8+) transcripts (FigS1B). To broaden this analysis, we 

searched for correlations between VNN1 mRNA expression and clinicopathological and 

immune variables in an independent cohort of 1377 clinical STS samples (FigS1C) collected 

during surgery for non-metastatic primary tumors. Their characteristics are summarized in 

FigS1D. VNN1 expression was heterogeneous across the cohort, with a range of intensities 

over 20 units on the log2 scale (Fig1A), allowing the search for correlations with tumor 

variables. VNN1 expression, assessed as discrete variable (high vs. low), correlated (FigS1D) 

with patient’s age at diagnosis pathological tumor grade, and tumor site: as compared to the 

“VNN1-low” class, the “VNN1-high” class included older patients (p=3.78E-08), more grade 1 

tumors (p=5.22E-06), and more extremity and less superficial trunk tumor sites (p=5.20E-03). 

No significant correlation was found between patient’s sex, pathological tumor size, and tumor 

depth. We then analyzed the correlation between the VNN1 classes and immune variables 

(Fig1B). First, the probability of activation of the IFNα, IFNγ, and STAT3 immune pathways 

was higher in the “VNN1-high” class than in the “VNN1-low” class (p<0.05). Second, we 
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compared the composition and functional orientation of tumor-infiltrated immune cells between 

VNN1 classes using the Bindea immune cell types defined as the immunome. “VNN1-high” 

tumors displayed a higher infiltrate concerning 18 immune cell types (p<0.05) including B cells, 

T cells, Tem cells, Th1 cells, TFH cells, Th17 cells, CD8+ T cells, γδ T cells, cytotoxic cells, 

CD56dim NK cells, dendritic cells (DC, interstitial DC, activated DC and plasmacytoid DC), 

eosinophils, macrophages, mast cells, and neutrophils. By contrast, “VNN1-low” tumors 

displayed a higher infiltrate in two immune cell types, NK cells and CD56bright NK cells (p<0.05). 

Third, “VNN1-high” samples displayed higher Immunologic Constant of Rejection (ICR) and 

immune cytolytic activity score, reflects of an anti-tumor cytotoxic immune response, than 

“VNN1-low” samples, and higher scores for signatures associated with response to immune 

checkpoint inhibitors (ICI): tumor inflammation signature (TIS) and TLS. Finally, “VNN1-high” 

samples displayed higher TILs scores using lymphoid-alone, myeloid-alone and combined 

signatures, and higher Antigen-Processing Molecules (APMs) score. Next, we searched for 

correlations between VNN1 classes and clinical outcomes. Patients with “VNN1-high” samples 

displayed longer MFS than those with “VNN1-low” samples (Fig1C with respective 5-year MFS 

equal to 66% (95%CI 60-73) vs. 61% (95%CI 54-68) (Fig1D). In the univariate prognostic 

analysis (Fig1D), high VNN1 expression was associated with longer metastasis-free survival 

(MFS), as was pathological grade 1. In multivariate prognostic analysis, VNN1 status tended 

towards significance (hazard ratio [HR] S=0.64, 95%CI 0.41-1.00, p=0.051). Altogether, these 

results show heterogeneous VNN1 expression levels in STS, with high VNN1 levels positively 

correlated with improved immune infiltration and clinical outcome. Nevertheless, the prognostic 

value of VNN1 expression was not observed in a cohort of 326 patients with bone sarcoma, or 

in a subcohort of 94 patients with osteosarcoma (FigS2A, B). 

Pantethine reduces fibrosarcoma, melanoma but not osteosarcoma growth 

As a surrogate mouse model of complex sarcomas, we implanted the Vnn1negative MCA205 

(MCA) sarcoma cell line in immunocompetent mice to test whether systemic administration of 

Pant would compensate for the lack of Vnn1 in the tumor mass. Indeed, pantethine can be 

hydrolyzed into vitB5 and cysteamine by serum VNN activity (Fig2A). Intraperitoneal Pant 

administration was initiated on established tumors 10 days after cell engraftment (Fig2B). 

Growth reduction occurred within a few days post injection and persisted throughout the 

treatment period (Fig2C). A similar result was obtained by co-injecting Pan and cysteamine 

(CEA), the products of pantetheinase activity (FigS3A) or when using MCA cell line transfected 

with Vnn1 as a control of pantethine effect (FigS3B). Importantly, when Pant was administered 

to nude mice bearing MCA tumors, no significant growth inhibition was detected (Fig2D). This 

result suggested that the Pant effect might directly or indirectly regulate immune responses 

and possibly modulate the efficacy of ICI. As shown in Fig2E-F, administration of anti-CTLA4 
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or anti-PD1 mAbs inhibited MCA growth with variable efficacy and combination with Pant 

modestly accentuated their inhibitory effect. We then tested an osteosarcoma cell line (OsA) 

for which ICI alone or in combination with doxorubicin had no effect. The addition of Pant 

treatment did not change the behavior of this highly resistant tumor (Fig2G) or the organization 

of the immune infiltrate (FigS3C-D). Nevertheless, the combined therapy might enhance the 

extent of necrosis, despite high variability among samples (FigS3D). In the B16F10 melanoma 

model, which is known to be sensitive to anti PD1 therapy (36), Pant inhibited B16F10 growth 

to a level comparable to that obtained in MCA tumors and its effect was equivalent to that of 

an anti-PD1 mAb or their combination (Fig2H). In conclusion, in the MCA model, Pant efficacy 

relies on the immunocompetence of the recipient mouse.  

Pantethine boosts myeloid cell signatures associated with antigen presentation and IFN 

signaling 

To further characterize the effect of pantethine therapy on immune response, we first 

performed a follow-up of immune cell infiltration at different stages of MCA tumor development. 

As shown in Fig3A (see FigS6A for gating strategy), myeloid cells were approximately 2-fold 

more abundant than lymphoid cells in D13 tumor infiltrates, with the myeloid/lymphoid cell ratio 

evolving progressively towards an enrichment in lymphocytes after Pant administration. In 

Pant-treated mice, the proportion of tumor-infiltrating monocytes on day 20 (D20) was reduced, 

whereas that of tumor-associated macrophages (TAMs) increased (Fig3B, C). The latter 

subset was significantly enriched in MHCIIhigh cells (Fig3D), previously identified as having 

potential anti-tumor functions (Wang et al., 2011).  

To further dissect myeloid cell heterogeneity, we performed single-cell RNA sequencing 

analysis of CD45+ tumor-infiltrating cells at D20 and D28 of tumor progression. We focused on 

the three main metaclusters corresponding to myeloid, antigen-presenting (APC) and lymphoid 

cells, the cluster “others” being invariant under our experimental conditions (FigS4A). Volcano 

plot analysis of the myeloid metacluster showed that control tumors were enriched in Arg1 and 

Bnip3, Pgam1, Ldha, Ddit4 transcripts (Fig3E and S4B for D20 and D28 tumors, respectively) 

associated with M2 polarization and tumor hypoxia (Semenza, 2013). In contrast, the MhcII, 

Cd74, Cxcl9 transcripts were overexpressed in Pant samples. The myeloid (Fig3F and S4C) 

and APC (FigS5A, B) metaclusters were further stratified into subgroups defined by the 

preferential expression of specific genes (FigS4D for myeloid cells and FigS5B for APC). The 

density plots distinguished control from Pant-treated samples (FigS4C and S5C); Pant-treated 

samples showed progressive accumulation of activated TAMs (identified as mono-TAM B and 

C and inflammatory TAMs in Fig3G) and IFNγ-activated DC subsets (Fig3H). Gene Enrichment 

Analysis (GSEA) (Table 1) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes pathways (KEGG, 
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FigS4E) analyses confirmed that Pant samples were enriched in IFNγ-driven transcriptomic 

profiles associated with antigen presentation (Table1). APC from Pant tumors expressed high 

membrane MHC II levels (FigS5D). Furthermore, tumor sections documented 2- to 3-fold more 

MHC II + / CD8+ cell contacts (Fig3I and S5E). To identify the dominant chemokine profiles at 

the protein level, we performed a proteome analysis (Fig3J) and a cytometric bead assay 

(CBA) (FigS5F). Control PBS samples showed an overrepresentation of proteins associated 

with tissue clearance (pentraxin), extra cellular matrix (MMP9, Serpin) and endothelial cell 

reorganization (angiopoietin, VEGF, endostatin). Pant-treated samples contained higher levels 

of cytokines and chemokines associated with type 1 immunity. This included CCL2 or CXCL9 

(26,27) involved in monocyte (via CCR2) or effector lymphocyte (via CXCR3) recruitment, 

IL2p40 (Cooper and Khader, 2007; Abdi and Singh, 2015) or Flt3-L (Cueto and Sancho, 2021), 

associated with M1 or DC maturation (Fig3J). Within each cluster, we did not observe major 

differences in the overall expression of genes previously associated with anti- or pro-tumor 

function (FigS5G). Altogether, Pant samples were enriched in APC subsets, highlighting IFNγ 

responsiveness, enhanced antigen presentation, and chemoattraction potential. 

Pantethine enhances the development of effector lymphocytes 

We used the CD8+/Treg cell ratio as a global indicator of anti-tumor lymphoid responses and 

OVA-MCA cells to track tumor-specific CD8+ T cell responses. We observed a progressive 

enrichment in CD8+ T cells from D17 to D28 (Fig4A). Pant-treated D20 samples contained 2-

fold more NK/ILC, CD4+ in the tumor as well as OVA-specific effector CD8+ T cells in the tumor 

and draining lymph nodes (TDLNs) (Fig4B, C). CD8+ TILs tended to express higher levels of 

effector molecules such as GZMB, PRF1 or TNFα (Fig4D). In contrast, the proportion of other 

immune cells was comparable in lymph nodes or spleen, at steady state or in a tumor context 

(FigS6B-D).  

The analysis of the lymphoid metacluster (FigS7A-C) confirmed the cytometry results. On D20, 

total CD4+ and CD8+ T cells were increased to the expense of Tregs and activated memory 

CD8+ cells (Fig4E and S7A-C). CD8+ T cells showed an enriched representation of pathways 

associated with the IFNγ response, cytotoxic function, chemokine production, and, to a lesser 

extent, PD1 signaling (Fig4F and Table 1). On D28, NK/ILC and Treg signatures predominated 

in Pant and PBS samples, respectively. Furthermore, in Pant treated samples, two-fold fewer 

CD4+ but not CD8+ T cells expressed CTLA4, PD1 or TIM3 molecules (Fig4G). We then scored 

the number of coexpressed genes associated with a cytotoxic program by each cell type. 

Although this analysis was limited by the total number of cells, CD8+ T cells derived from Pant 

samples expressed a higher number of cytokine or cytotoxicity genes, an argument in favor of 

their polyfunctionality (FigS7D). Finally, we used a global score to recapitulate the expression 
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levels of genes involved in the activation or exhaustion programs in CD8+ lymphocytes. Control 

and Pant samples were comparable for each cell subset, suggesting that Pant administration 

modifies the proportion, but not the transcriptional state, of these cells (FigS7E).  

While the relative number of total NK/ILC1 was increased in the cytometry analysis, their 

proportion within the lymphoid metacluster was reduced in the Pant samples. Interestingly, by 

projecting NK versus ILC1 signatures (FigS7F) and applying RNA velocity analysis of the 

NK/ILC cluster (Fig4H), we observed an enhanced dynamic conversion of NK into ILC1 cells 

in control samples, whereas Pant therapy tended to reinforce NK cell signatures (Gao et al., 

2017; Vienne et al., 2021), showing by GSEA an enrichment in IFNγ response (FigS7G). Taken 

together, our results show that Pant therapy induces a robust effector lymphocyte response. 

Pantethine efficacy depends on IFNγ, cDC1, NK1.1+ and tumor-infiltrating CD8+ T cells 

The development of cytotoxic CD8+ T lymphocytes requires antigen cross presentation by 

XCR1+ cDC1 cells and tumor-infiltrating potential, a program driven by type 1 cytokines such 

as IL-12 and IFNγ. We tested whether the efficacy of pantethine therapy would persist in the 

absence of IFNγ signaling and cDC1 cells, using IFNGR1- and Xcr1-deficient mice (Wohn et 

al., 2020). Based on the results presented in Fig2B, 2D or 5C, the volume of MCA tumors 

reached 200 mm3 after D20-22. As shown in Fig5A, B, the lack of Ifngr1 or cDC1 cells led to 

uncontrollable growth as early as D16. Pant administration had a paradoxically enhancing 

effect under these conditions. Then, using in vivo depleting anti-NK1.1 or CD8-antibodies, we 

eliminated cells with cytotoxic potential (FigS8A, B). As expected, the lack of CD8+ or NK1.1+ 

cells boosted tumor progression after D17 and D22, respectively (Fig5C, D). Furthermore, 

Pant-mediated inhibition was preserved in NK1.1+ cell-depleted mice and was significantly 

reduced in CD8+ cell-depleted mice. This showed that the Pant inhibitory effect involved the 

contribution of both cell types, shown to participate in a DC/NK circuit determining the 

sensitivity to immunotherapy (Barry et al., 2018). As this cellular pathway is also required for 

the control of viral infection, we used a model of cutaneous HSV-1 infection (Srivastava et al., 

2017) in which virus replication and virus-specific T cells could be monitored. Although the viral 

load was equivalent under both conditions (Fig5E), the proportion of central memory and 

effector CD8+ T cells in DLNs was enhanced 2-fold by Pant treatment, including virus-specific 

CD8+ T cells (Fig5F).  

Former analyses showed that the levels of CXCL9 and MHC molecules regulated by IFNγ, 

signaling were enhanced by Pant therapy (Table 1). To test whether Pant might influence 

antigen presentation or T cell proliferation, we injected OVA-expressing MCA cells, extracted 

CD11c+ DC from TDLNs and co-cultured them in vitro with CFSE-labeled OT-1 CD8+ T cells 

in the presence or absence of OVA. Both dendritic cell numbers (FigS8C) and CD8+ T cell 
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proliferation index (FigS8D) were comparable under the two conditions. We then performed 

immunohistochemical analysis in tumor sections that showed a higher proportion of CXCL9-

dependent infiltrating CD3+ and CD8+ TILs (Marcovecchio et al., 2021) (Chow et al., 2019; 

Dangaj et al., 2019) in Pant samples (Fig5G, H), whereas they were in reduced numbers or 

confined to the periphery in control tumors. Altogether, these results confirm the boosting effect 

of Pant therapy on IFNγ-regulated pathways. 

Pantethine therapy enhances VitB5-dependent metabolism in tumor T lymphocytes 

Vnn1 pantetheinase hydrolyzes Pant in VitB5, which supports CoA synthesis (Naquet et al., 

2020). We first confirmed by metabolomics analysis that these metabolites were enriched in 

tumor masses following Pant therapy (Fig6A). Since prolonged Pant administration might 

progressively induce metabolic adaptations in tissues, we performed another analysis on D28 

tumors and compared the Pant effect to that induced by dichloroacetate (DCA), a compound 

that increases pyruvate uptake in mitochondria via PDK inhibition (Michelakis et al., 2008) and 

exerts comparable but not synergistic anti-tumor activity on MCA cells (Fig6B) and other 

tumors (46). The results showed that global metabolic changes were not superimposable 

(Fig6C). Pant enhanced the levels of metabolites associated with the stress response, and 

protein and nucleotide metabolism, whereas DCA enhanced carbohydrate metabolism and 

mitochondrial activity. Interestingly, their association had a significant effect on the production 

of mitochondrial energetic metabolites and biogenic amines, a phenotype confirmed by nuclear 

magnetic resonance analysis (Fig S9A).  

We then focused our metabolic analysis on in vitro grown autochthonous or ex vivo isolated 

cancer cells. In vitro, addition of Pant slightly enhanced the production of mitochondrial reactive 

oxygen species (mtROS) (Fig6D). In contrast, the oxygen consumption (OCR) and 

extracellular acidification rates (ECAR) measured by Seahorse analysis were marginally 

affected (Fig6E), showing that these tumor cells have a limited spared respiratory capacity. 

Since chronic stress may progressively induce mitochondrial damage/repair processes in 

tumor cells, we comparatively evaluated mitochondrial fitness in vivo, by scoring using flow 

cytometry from D24 to D28 the mitochondrial polarization over mass ratio (MDR/MG, see 

methods) (Elefantova et al., 2018). As shown in Fig6F and FigS9B, depolarized mitochondria 

accumulated in D28 tumors in favor of increased stress, and the MDR/MG ratio evolved 

similarly between PBS and Pant samples. Since alterations in mitochondrial metabolism can 

contribute to the reinforcement of the Warburg effect (Senyilmaz and Teleman, 2015; Liberti 

and Locasale, 2016), we tested lactate production in tumor masses (Fig6G) and quantified by 

qRT-PCR the expression level of transcripts associated with an increased glycolytic flow on 

isolated cancer cells (FigS9C). The results showed that neither lactate nor transcript levels 
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were modified by Pant. Altogether, Pant administration does not seem to affect mitochondrial 

and glycolytic activities by MCA cells.  

Consequently, immune cells may be the preferential targets of Pant therapy in this model. In 

purified CD8+ lymphocytes extracted from D20 tumors, Pant administration provoked a 

significant increase in both OCR and ECAR, demonstrating their higher energy status (Fig6H). 

To follow mitochondrial fitness over time, we quantified mitochondrial polarization and mass 

and deduced the MDR/MG ratio in CD4+ and CD8+ T cells at different time points. Although no 

difference was observed in both cell subsets on D20, this ratio was lowered in D28 CD4+ and 

CD8+ T cells from the Pant samples (Fig6I). These results showed that Pant boosts 

mitochondrial metabolism in vivo but does not prevent the development of mitochondrial 

depolarization (Table 1) associated with chronic lymphocyte activation and exhaustion (Yu et 

al., 2020).  

Discussion 

Pantethine administration aimed at restoring vitB5 and mitochondrial homeostasis led to the 

reduced growth of an aggressive sarcoma cell line in immunocompetent mice. Pant acts 

predominantly via cysteamine-dependent redox modulation and CoA regeneration. An intrinsic 

tumor-suppressive effect via metabolic rewiring was unlikely in the MCA model, which 

contradicts a previous report in which the mitochondrial activity of H1 cells could be rescued 

by exogenous VitB5 (Giessner et al., 2018). In contrast, MCA cells originate from MCA-driven 

tumorogenesis, with a long evolution time in vivo (Vienne et al., 2021). As many aggressive 

tumors display mitochondrial alterations (Miallot et al., 2021), MCA cells show reduced 

respiratory capacity and consequently, Pant neither corrects mitochondrial fitness nor inhibits 

tumor growth in nude mice. It rather enhanced mtROS generation, a phenotype observed in 

cells with electron transport chain (ETC) deficiencies (Zorov et al., 2014), and envisaged as a 

therapeutic strategy for embryonal rhabdomyosarcoma (ERMS) (Chen et al., 2013) to induce 

cell death or immunostimulation via damage-associated molecular pattern (DAMP) release 

(Rongvaux, 2018; Porporato, 2018). Therefore, we suspected that metabolic changes induced 

by Pant could boost anti-tumor immunity. In Pant-treated mice, tumor-associated myeloid and 

lymphoid cells displayed signatures of IFNγ-driven activation. The contribution of mitochondrial 

activity to antigen recognition and the efficacy of immunotherapy is still debated (Jones and 

Divakaruni, 2020; Harel et al., 2019; Yin and O’Neill, 2021; Bonifaz et al., 2014). In 

macrophages, CoA administration enhances acetyl-CoA-mediated epigenetic activation of 

pro-inflammatory gene transcription and boosts TAM anti-tumor activity in breast cancer 

(Timblin et al., 2022). Although dendritic cells require enhanced mitochondrial activity for the 

acquisition of antigen-presenting capacity in vitro, we failed to detect any Pant-mediated 
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enhancement in OVA presentation to OT1 T cells by cDC1 extracted from Pant-treated mice. 

In vivo, Pant therapeutic efficacy requires the presence of IFNγ signaling, cDC1, and NK1+ 

and CD8+ TILS. Indeed, cDC1 cells cross present antigens (Broz et al., 2014; Brewitz et al., 

2017; Dorner et al., 2009) and, through cooperation with Th1 cytokine-producing NK or CD4+ 

Th1 cells (Wohn et al., 2020; Barry et al., 2018), prime anti-tumor CD8+ T cell responses. 

Interestingly, perturbation of fatty acid oxidation or mitochondrial clearance increases the 

development of cDC2 at the expense of cDC1 cells (Kratchmarov et al., 2018). Furthermore, 

CD8+ DC boost mitochondrial energy production to maintain cross presentation or IL-12 

production (63). Interestingly, tumors from Pant-treated mice showed increased IL12p40 and 

CXCL9 production involved in Th1 effector cell priming and recruitment via the CXCR3 axis 

(Chow et al., 2019). Mitochondrial activity is also essential for T lymphocyte activation, cytokine 

production, and differentiation (Chang et al., 2013; Sena et al., 2013; Almeida et al., 2021; van 

der Windt and Pearce, 2012), in part through mtROS (Sena et al., 2013; Phan et al., 2016; 

Kamiński et al., 2012; Ma et al., 2019). Accordingly, they were two-three-fold more infiltrated 

by CD4+ or CD8+ effector T cells, in which the simultaneous expression of Th1 cytokines and 

cytolytic activity markers was enhanced, an argument in favor of their polyfunctionality. In the 

D20 Pant-treated samples, CD8+ T cells showed a hypermetabolic profile with simultaneous 

enhancement of ECAR and OCR. Accordingly, TLR-induced IFNγ production by CD8+ T cells 

depends on mitochondrial ATP (Salerno et al., 2016). ETC complexes 1 and 2 are differentially 

required for Th1 cell proliferation and epigenetic remodeling versus the maintenance of 

terminal effector functions, respectively (Bailis et al., 2019). Interestingly, velocity index 

analyses suggested that the identity of the effector innate or adaptive lymphocytes was 

reinforced by Pant therapy. Our results indicate that Pant, through its effect on mitochondrial 

fitness, may enhance the functionality of anti-tumor cells and/or their ability to migrate within 

the tumor mass. They extended recent findings showing that, in vitro, addition of CoA could 

enhance the production of effector memory CD8+ T cells that upon in vivo injection rejected a 

tumor (St. Paul et al., 2021). In this study, pantothenate administration also enhanced the 

efficacy of anti-PDL1 therapy in the MC38 model, a situation that was at the limit of detection 

using the MCA and B16 models treated with anti-PD1 or CTLA4 therapy. 

Several explanations may explain the incomplete effect of Pant administration. First, pro-tumor 

cells may also be activated by Pant. Accordingly, in the absence of cDC1 or IFNγ signaling, 

Pant enhanced tumor growth. Indeed, CoA- and its acylated forms have a strong impact on 

fatty acid oxidation and mitochondrial activity that participate in pro-tumorigenic type 2 

immunity through the regulation of macrophage (Jha et al., 2015) and Treg functions (Field et 

al., 2020). Second, chronic activation of lymphocytes commonly leads to cell exhaustion (Yang 

et al., 2020; Blank et al., 2019) and expression of inhibitory PD1 or TIM3 molecules. This 
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phenotype is correlated with long-lived effector cells that survive the contraction phase of the 

immune response, but develop various dysfunctions and mitochondrial alterations (Scharping 

et al., 2016; Blank et al., 2019), in part induced by inhibitory molecules such as PD1 (Wei et 

al., 2018; Bengsch et al., 2016; Chowdhury et al., 2018).  Our results indicated that PD1 / TIM3 

expression was lower in CD4+ but not CD8+ T cells from Pant-treated tumors than in control 

situation. Furthermore, mitochondrial depolarization was more important in CD8+ T cells from 

Pant-treated mice, likely because of the higher activation level at various stages of tumor 

development. Although the difference between the control and Pant samples was not detected 

at the transcriptional level for each cell subset, the progressive loss of functionality might limit 

Pant efficiency and explain the lack of synergy with anti-PD1 therapy. Indeed, Pant and anti-

PD1 therapies were equally effective or ineffective on B16 melanoma or osteosarcoma cell 

lines, respectively, possibly because they converge on similar metabolic pathways (Chamoto 

et al., 2017).  

Pant administration mimics the biological effects linked to the overexpression of Vnn1 

pantetheinase in vivo (Giessner et al., 2018; Millet et al., 2022). More generally, Vnn1 is 

involved in tissue tolerance to stress (Naquet et al., 2014). Therefore, we tested whether VNN1 

expression in human sarcomas might be correlated with enhanced survival and/or 

development of anti-tumor responses. VNN1 expression was variable in complex genomic 

sarcomas and inversely correlated with their severity. However, when detected, its expression 

positively correlated with improved prognosis and the presence of immune signatures 

recapitulating the phenotypes observed in the mouse model. Conversely, in human bone 

sarcomas, VNN1 expression does not correlate with prognosis, and Pant does not control 

tumor growth. This phenotype may be related to the fact that loss of mtDNA is often found 

associated with aggressive osteosarcomas (Jackson et al., 2019), whereas its enhanced 

release can boost cDC1-dependent immune responses in MCA tumors (Miallot et al., 2023).  

In conclusion, our results extend the former observation that vitB5 is a limiting metabolite in 

many tumors, and that this defect participates in the impairment of anti-tumor immunity. 

Pantetheine may present a therapeutic interest in the context of immune enhancement prior 

to surgery or in vaccine programs.  

Material & Methods 

Animals 

Female 8-10 weeks old C57BL/6 and nude mice were purchased from Janvier Laboratories. 

Xcr1DTA and OT-I (ovalbumin-specific TCR-transgenic mice) mice obtained from B. Malissen’s 

laboratory have been previously described (34,73,74). Ifngr1KO mice were purchased from 

CNRS (UMR 7355). Mice were housed under a standard 12-h:12-h light–dark cycle with ad 
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libitum access to food and non-acid water, 22°C +/− 1°C, 45–60% humidity and maintained 

under specific pathogen-free conditions at animal facility of the CIML (F13-055-10). For the 

osteosarcoma murine model, 5 weeks old BALB/cByj mice were purchased from Charles River 

Laboratories and housed at CRCL animal facilities under the same conditions as mentioned 

previously. All experiments were conducted in accordance with institutional committees and 

the French and European guidelines for animal care. The experiments were approved by the 

Ethical Committee for Animal Experimentation. 

Cell lines 

The MCA205 mouse fibrosarcoma cell line (SCC173), the OVA-expressing cells (a kind gift 

from Laurence Zitvogel, Institut Gustave Roussy, Villejuif, France) and the B16F10 melanoma 

cell line (ATCC-CRL-6475) were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium F-12 

(Thermo Fisher) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco), 100 units/mL 

penicillin-streptomycin (Gibco), 2 mM of L-glutamine and 1 mM of sodium pyruvate at 37°C 

with 10% CO2. Murine OsA K7M2 (ATCC – CRl-2836) was cultured in complete DMEM and 

maintained for 2 weeks before mouse cell engraftment. Mycoplasma status was evaluated 

using the MycoAlert Lonza Detection kit and cells were used at low passage.  

Treatments 

For drug treatment mice were injected intraperitoneally (i.p.) starting at day 10 post cell 

engraftment. D-pantethine (1g/Kg) was administered every day and dichloroacetate (1g/Kg) 

every 2 days. Cysteamine and pantothenate were administered i.p. at 120 mg/kg and 500 

mg/kg, respectively. For all experiments, control PBS vehicle was used. All reagents were 

purchased from Sigma-Aldrich. For osteosarcoma experiment, mice were treated with 

doxorubicine (0.75mg/Kg - Baxter) or NaCl vehicle two days a week. The anti-CTLA4 (BioXcell, 

clone 9H10, 100 µg/injection/mouse), anti-PD1 antibodies (BioXcell, clone RMP1-14, 200 

µg/injection/mouse) and isotype control mAbs (BioXcell, InVivoMab polyclonal Syrian hamster 

IgG and InVivoMab rat IgG2a, clone2A3) were injected 4 times at 3-day intervals i.p.  

Tumor experiments 

A total of 105 MCA 205 cells or OVA-expressing MCA205 were subcutaneously and bilaterally 

grafted into the flanks of C57BL/6, nude mice, XCR1DTA mice and Ifngr1KO mice. 3.105 B16F10 

were injected intradermally and bilaterally in C57BL/6 mice. Murine OsA K7M2 was injected 

into the tibia of BALB/cByj mice. Mice were anesthetized with 2.5% isoflurane every two days 

and tumor growth was scored using a caliper by measuring the length (L) and width (W) of the 

tumor and volumes were calculated using the following formula: (L × W)2 /2. A limit point was 

set when the tumor volume was > 1500 mm3 or when symptoms of poor health were detected 
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(weight loss, prostration, bleeding, and scars). Tumors were harvested between D10-D28 post 

cell engraftment, and each tumor was considered as an experimental unit referred to as n. 

Tumors were mechanically and enzymatically digested using Miltenyi Biotech GentleMACS 

Octo Dissociator technology. The samples were filtered through a 70µm Cell Strainer (Becton 

Dickinson) and subjected to red blood cells lysis (eBioscience). The cell suspensions were 

analyzed using flow cytometry. Alternatively, CD45- cells, CD8a+ naïve T cells and CD8+ TILs 

were isolated using microbeads from Miltenyi Biotech and MultiMACS™ Cell24 separation on 

LS columns according to the manufacturer’s protocols. The inguinal TDLNs were collected 

between D14 and D28 post-cell engraftment, scratched on a 70µm Cell Strainer and analyzed 

by flow cytometry. Spleen samples were processed as described for the lymph nodes. For 

osteosarcoma experiments, the tumors were harvested, fixed in PFA 4%, included in paraffin 

for subsequent histological analysis. 

LC-MS 

Metabolomics experiments to detect VitB5-related metabolites were performed by Metabolon 

(USA). All dried polar extracts from the samples were reconstituted with 200μL of 

acetonitrile/water (50:50; v:v). The samples were separated using high-performance liquid 

chromatography (UPLC) Ultimate 3000 (Thermo Scientific), coupled to a high-resolution mass 

spectrometer (HRMS). The Q-Exactive Plus quadrupole-orbitrap hybrid was equipped with an 

electrospray ionization source (H-ESI II). The chromatographic separation was performed on 

a binary solvent system using a reverse phase C18 column (Hypersil Gold, Thermo Scientific, 

100mm X 2.1mm, 1.9µm) at 40°C with a flow rate of 0.4 mL min-1 and a HILIC column (Merk, 

SeQuant® ZIC®-HILIC, 150 mm x 2.1 mm, 5µm, 200 A) at 25°C with a flow rate of 0.25 mL 

min-1. The injection volume for both columns was 5μL. The chromatographic separation was 

performed on a binary solvent system at a flow rate of 0.4 mL min-1 using a reverse phase 

C18 column (Hypersil Gold, Thermo Scientific, 100mm X 2.1mm, 1.9µm) at 40°C. The mobile 

phase consisted of a combination of solvents A (0.1% formic acid in water, v/v) and B (0.1% 

formic acid in acetonitrile, v/v). The injection volume was 5μL. The following gradient conditions 

were used: 0 to 1 min, isocratic 100% A; 1 to 11 min, linear from 0 to 100% B; 11 to 13 min, 

isocratic 100% B; 13 to 14 min, linear from 100% to 0% B; 14 to 16 min, isocratic 100% A. The 

separated molecules were analyzed in both the positive and negative ionization modes in the 

same run. The mass spectra were collected using a resolving power 35 000 Full Width at Half 

Maximum (FWHM) for the theoretical mass-to-charge ratio (m/z) of 200. Full-scan mass 

spectra were acquired in the m/z range of 80−1000. The ionization source parameters for 

positive and negative ion modes were as follows: capillary temperature 320 °C, spray voltage 

3.5 kV, sheath gas 30 (arbitrary units), auxiliary gas 8 (arbitrary units), probe heater 

temperature 310 °C and S-Lens RF level was set at 55 V. MS/MS experiments were performed 
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using Higher energy Collision induced Dissociation (HCD) and the Normalized Collision 

Energy (NCE) applied was ramped from 10 to 40%. To ensure good repeatability of the 

analysis, a quality control sample (QC) was formed by pooling a small aliquot of each biological 

sample. The QC sample was analyzed intermittently (because of the small number of samples, 

QC was analyzed one out of every three samples) for the duration of the analytical study to 

assess the variance observed in the data throughout the sample preparation, data acquisition 

and data pre-processing steps. The mobile phase for HILIC column separation consisted of a 

combination of solvent A (100% water, 16mM ammonium formate) and solvent B (100% 

acetonitrile 0.1% formic acid). The following gradient conditions were used: 0 to 2 min, isocratic 

97% B; 2 to 10 min, linear from 97 to 70% B; 10 to 15 min, linear 70 to 10% B; 15 to 17 min, 

isocratic 10% B; 17 to 18 min linear from 10 to 97% B; from 18 to 22 min isocratic 97% B. The 

separated molecules were analyzed in both the positive and negative ionization modes in the 

same run. The mass acquisition parameters were the same as those used for the C18 

columns. The repeatability of the analysis was ensured by analyzing the quality control sample 

(QC) intermittently (one out of every five samples). 

NMR 

Samples of thawed tissue (approximately 15 mg) were placed into a 30 µL disposable insert, 

in which 10 µL of D2O was added to provide a field-lock signal. The disposable insert was then 

inserted into a 4-mm ZrO2 HRMAS rotor for HRMAS NMR spectral acquisition. All NMR 

experiments were carried out on a Bruker Avance III spectrometer operating at 400MHz for 

the 1H frequency equipped with a 1H/13C/31P HRMAS probe. Spectra were obtained at 278 

K with a spin rate of 4 kHz. To attenuate the NMR signals of macromolecules, the Carr-Purcell-

Meiboom-Gil (CPMG) NMR sequence with an overall spin echo time of 150 ms was employed, 

preceded by a water presaturation pulse during a relaxation delay of 2 s. For each sample, 

256 free induction decays (FID) of 32 k data points were collected using a spectral width of 

6000Hz. The FIDs were multiplied by an exponential weighting function corresponding to a line 

broadening of 0.3Hz and zero-filled once prior to the Fourier transformation. Subsequently, the 

spectra were phased and baseline corrected manually and calibrated to the alanine methyl 

signal (δ=1.47 ppm). To facilitate NMR signal assignment, 2D NMR experiments using 1H−1H 

TOCSY, 1H−13C HSQC and online databases (Human Metabolome Database, Wishart et al, 

2013) were employed. The 1H 1D NMR spectra were directly exported to the AMIX 3.8 

software (Bruker Biospin GmbH, Karlshure, Germany) and divided into buckets with a width of 

0.001 ppm. To remove the effects of variations in the water suppression efficiency, the region 

between 4.70 and 5.20 ppm was discarded. The obtained NMR dataset X-matrix (40 

observations x 8001 buckets) was then normalized to the total spectral intensity and subjected 

to multivariate statistical analysis using SIMCA-P + v.16 software (Umetrics, Umea, Sweden). 
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Initially, principal component analysis (PCA) of the 1H NMR spectral data was performed to 

check the homogeneity of the dataset, group clustering and detect potential outliers. Following 

PCA, a supervised orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLSDA) was 

applied to the X-matrix, in which we defined a Y-matrix as that of sample classes to target 

metabolic differences between the groups of interest. The resulting score and loading plots 

were used to visualize the discriminant features. Leave-one-out internal cross-validation was 

performed to calculate R2Y and Q2 values representing, the explained variance of the Y matrix 

and the predictive ability of the model, respectively. Model validation was performed by random 

permutation of the Y matrix with n=999 times and using a CV-ANOVA p value from SIMCA-P 

+ v.16 (analysis of variance in the cross-validated residuals of a Y variable). 

Seahorse 

The oxygen consumption rate of in vitro grown MCA205 cells in vitro was measured using a 

Seahorse XF-24 Metabolic Flux Analyzer. 1.105 cells were seeded on XF-24 V7 multi-well 

plates, then treated or not with 100µM Pant for 16 h at 37°C. The OCR was evaluated using 

an XF Cell Mito Stress Kit (Agilent). 5.104 CD8 TILS isolated from control or Pant-treated 

murine tumors were analyzed using the T cell Metabolic Profiling kit on Seahorse HS Mini Xfp.i 

MitoSox 

1.105 MCA205 cells were seeded on 24-well plates in RPMI medium supplemented with 10% 

FBS and stimulated with 1mM Pant for 4h. A 20 min incubation with Antimycin A (5µg.mL -1) 

was used as a positive control for mitochondrial ROS production. MitoSox probes were used 

at 5µM for 20 min in pre-warmed HBSS1X. Cells were harvested and MitoSox fluorescence 

was analyzed by flow cytometry.   

Lactate Assay 

Lactate concentration was quantified according to the manufacturer’s instructions (Sigma-

Aldrich). Briefly, the tissues were homogenized in four volumes of lactate assay buffer and 

centrifuged at 13000 g for 10 min to remove insoluble material. Samples were deproteinized 

using a 10-kD cut-off spin filter. A master reaction mix containing 46μL lactate assay buffer, 

2μL lactate enzyme mix, and 2μL lactate probe was added to 50μL sample solution. The 

reactions were incubated at RT for 30 min and the absorbance of the sample was measured 

at 570 nm on a microplate reader. 

Flow Cytometry and antibodies 

For cytometric analysis, tumors were harvested at the indicated time points in DMEM F12 

medium, mechanistically dissociated before dissociation using a GENTLEMACS 
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OctoDissociator with heaters from Miltenyi Biotech, according to the manufacturer’s protocol. 

TDLNs were scratched, and mechanically dissociated. After filtration and red blood cell lysis 

using eBiosciences reagents, the tumor and TDLN cell suspensions were labeled with 

LiveDead Fixable Blue and CD16/CD32 in PBS EDTA for 30 min. Cell surface labelling was 

performed in FACS Buffer for 1 h at 4°C with the indicated antibodies. If needed, streptavidin 

was incubated after cell surface labelling for 15 min at 4°C. For intracellular staining, cells were 

permeabilized using a FoxP3 staining kit from eBiosciences and antibodies were incubated 45 

min at 4°C. Cells were resuspended in FACS Buffer before analysis on BD LSR Symphony or 

Fortessa. Mitotracker Deep Red and MitroTracker Green were used following the 

manufacturer’s protocol to assess the membrane mitochondrial potential and mitochondrial 

mass, respectively. The OVA-tetramer (SIINFEKL – H2-Kb) was purchased from the NIH 

tetramer core facility and incubated with cell suspension prior to cell surface labelling for 1 h 

at 4°C. Beads were added to the cell suspension for calibration and normalization. Flow 

cytometry data were analyzed using FlowJo 10.8. The gating strategies for the analysis of 

myeloid and lymphoid cells are indicated in FigS1E and S4C, respectively.  

Single Cell RNA sequencing  

Tumors from MCA-205 bearing mice treated with PBS or Pant were harvested on D20 or D28 

in DMEM F12 medium. After dissociation and RBC lysis, cell suspensions from the four 

experimental conditions were tagged using the TotalSeq B anti-mouse Hashtag Antibody. 

CD45 positive Live Dead negative cells were sorted on ARIA SORP, collected in SVF-coated 

tubes and pooled at equivalent ratios. The cell suspensions were immediately processed 

according to the Chromium Next GEM Single Cell v3.1 GEM protocols. HTO and DNA libraries 

were sequenced at the CIML genomic facility using a P2 flowcell on an Illumina NextSeq 

1000/2000 platform. Two independent experiments (one control versus one Pant 

representative tumor per experiment) were performed and analyzed separately. FASTQ raw 

files were aligned to the mouse genome reference (mm10) using 10x Genomics Cell Ranger 

6.0.1 (Zheng et al., 2017), which performs filtering, barcode counting, and unique molecular 

identifier (UMI) counting. After QC, all count matrices were loaded and processed together 

using the R package Seurat (6.1.0) (Hao et al., 2021). A second QC was performed to evaluate 

potential batch-related biases, perform HTO demultiplexing, and identify poor-quality cells to 

be excluded before downstream analyses. Cells with less than 1000 counted UMIs or more 

than 5000 detected genes (potential doublets), and cells with more than 10% mitochondrial 

gene expression (apoptotic cells) or less than 5% ribosomal genes were excluded from the 

analyses. Datasets from two independent experiments were pooled and analyzed. Five 

metaclusters were identified: Myeloid cells, Lymphoid cells, APC cells including DC cells and 

B cells and an undefined metacluster call “Others” which include tumor cell, fibroblasts and 
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stromal cells. For subsequent analyses, the metaclusters of the four immune cell types were 

recomputed separately. After normalization (lognormalize) and centering, the 2000 most 

variable features were identified and used for dimensionality reduction by PCA (50 PCs). 

Further dimensionality reduction was performed using uniform manifold approximation, 

projection (UMAP) embedding, and cell clustering using the Louvain algorithm (McInnes et al., 

2020). Marker genes for each cluster were extracted using the Wilcoxon method with the 

Seurat function ‘FindMarkers’. Functional enrichment analyses were performed using the 

clusterprofiler (Yu et al., 2012) and fgsea (Korotkevich et al., 2021)R packages, and the 

external database KEGG (Kanehisa et al., 2022). GSEA enrichment analyses and figures were 

performed with the ‘fgsea’ R package against selected reference gmt files from MSigDB 

(Liberzon et al., 2015; Subramanian et al., 2005). Heatmaps were generated using the R 

package complex heatmap (Gu et al., 2016) and other custom figures were generated using 

ggplot2 (ggplot2, 2022). RNA velocity analysis was performed using scVeloAll (Bergen et al., 

2020) (detailed parameters for analyses are available in technical reports). For further 

characterization of NK cells, the results of a differential expression analysis from a previous 

study (Vienne et al., 2021) comparing ILC and NK cells were downloaded. The top 20 

upregulated and down-regulated genes (sorted by p-value) from this study were used to create 

gene module scores in Seurat, projected on the previously computed uMAP for the NK cell 

population.  

Cytokine array 

Frozen tumors were directly homogenized in PBS containing protease inhibitors and 1% Triton. 

After debris removal, protein concentrations were assessed using the BCA Assay. Tissue 

lysates (200 µg) were processed using the Mouse XL Cytokine Array Kit (R&D Systems). The 

membranes were scanned with a Samsung Digital Presenter with a 720P HD document 

camera with a 14x optical zoom and 3x digital zoom image and quantified by Image J.   

CBA 

Tumor cell suspensions were centrifuged. TME cytokines were determined in the supernatant 

using mouse CCL2 and CXCL9 cytometric bead array (CBA) flex set kits (BD Biosciences). 

Samples were analyzed on a BD LSR II flow cytometer with FCAP Array TM Software V3 (BD 

Bioscience) to determine cytokine concentrations.  

In vivo Depletion 

CD8 mAb-based depletion (Clone 53-5.8) was obtained after intraperitoneal injections of 

200µg and 150µg per mouse from day 10 and every three-day onwards, respectively. A rat 

IgG1 anti-horseradish mAb (Clone HRPN) was used as an isotype CTRL.  NK1.1/ILC depletion 

170



19 
 

was achieved by two injections of anti-NK1.1 mAb (Clone PK136) at 100 µg per mouse two 

days prior to MCA205 cell injection and maintained by injections on days 12 and 24. A mouse 

IgG2a mAb (Clone C1.18.4) was used as the isotype control. The neutralizing IFNγ Ultra-

LEAF™ purified antibody was intraperitoneally injected at D20 and D23 at 200 µg per mouse.  

HSV-1 infection 

For HSV-1 infection, the KOS strain of HSV-1 was used (Filtjens et al., 2021). Briefly, HSV-1 

was grown and titrated on confluent Vero cells in minimal essential medium containing 10% 

FCS, 50µM 2-mercaptoethanol, 2 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin, and 100 µg/mL 

streptomycin. Mice were inoculated with HSV-1 by flank scarification (98). Female mice (8 

weeks old) were anesthetized by i.p. injection (10 µL/g body weight) of ketamine (2%) / 

Rompun (5%) in saline solution. The left flank of each mouse was clipped and depilated with 

Veet hair remover cream. A small area of the skin was abraded with a MultiPro power tool 

(Dremel, Racine, WI), and 10 µL of viral suspension containing 106 PFU was applied to the 

skin lesion. Skin samples were harvested using a 12x12 mm skin punch biopsy and immune 

infiltrate was analyzed on D8 post HSV-1 infection by flow cytometry. To study the virus-

specific CD8+ T cell response, we used a tetramer H-2K(b) composed of the HSV-1-derived 

peptide of the SSIEFARL sequence encoding glycoprotein B (NIH tetramer core facilities).  

DC-OT-1 co-culture 

TDLNs from control PBS and Pant mice were collected and CD11c+ cells were sorted using 

the CD11c Microbeads UltraPure mouse kit (Miltenyi Biotec). CD11c+ cells were incubated in 

a 96-well plate for 1 h at 37 °C with or without the OVA peptide (SIINFEKL). T cells were 

isolated and purified from the spleens of transgenic OT-1 mice by negative selection using the 

CD8α+ cell Isolation Kit from Miltenyi Biotec, according to the manufacturer’s instructions, and 

stained with the Cell Trace Violet Cell Proliferation Kit (Invitrogen), according to the 

manufacturer’s instructions. CD11c+ cells and T cells were co-cultured (ratio of 1:10) for three 

days. Cells were stained with a fixable blue dead-cell staining kit (Invitrogen) and anti-mouse 

CD8 antibody (PE-Cy5, 53-6.7, 55304 BD). T cell proliferation was assessed using flow 

cytometry. 

Immunofluorescence 

For immunofluorescence experiments, tumors were harvested, washed and fixed in Antigenfix 

solution (Diapath) for 2h with agitation. After several steps of PBS 1X washing, samples were 

placed in PBS containing 30% sucrose overnight and included in OCT. After saturation with 

PBS 2% BSA, samples were stained by overnight incubation at 4°C with anti-CD8b (BioXcell 

- Clone 53-5.8) and MHC-II (BD-Pharmingen – 2G9) mAbs. After incubation with donkey anti-
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rabbit Cy3 serum and streptavidin Alexa488 (BioLegend), samples were mounted in mounting 

medium. Images were acquired using a Zeiss LSM780 confocal microscope and analyzed 

using ZEN 2.3 software. 

Immunohistology 

Histological analysis of osteosarcoma, and MCA tumors was realized on 5µm-thick slice 

mounted in SuperFrost-Plus (VWR, Radnor, Pennsylvanie, USA). After deparaffinization and 

rehydration, hematoxylin-phlowin-safran (HPS) staining was performed to discriminate 

between the tumor and surrounding tissues. CD8, CD3, and CD31 were stained by 

immunohistochemistry on the Lyon-Est Research Anatomopathology platform on an 

automated staining system Ventana Discovery XT (Ventana Medical Systems, Roche, Tucson, 

Arizona, USA). Slides were digitized using Histech 3D slide scanner. The slide scans were 

analyzed using QuPath v0.3.0 software (Bankhead et al., 2017). After manual annotation of 

the tumor area, a specific script for IHC and HPS staining detection was created to quantify 

the labeled immune cells and the rate of necrotic tissue present in the tumors. The immune 

infiltration score displayed in Fig4B was calculated for each section as follows: 0, cold tumors; 

1, peri-infiltrated tumors; 2-3, weak or strong infiltration by TILs in the tumor mass.  

Analysis of VNN1 expression in TCGA Database and Cibersort 

The TCGA-SARC dataset was retrieved using the TCGA Biolinks package. Raw HTSeq counts 

were normalized using DESeq2 variance stabilizing transformation. Co-expression unsigned 

networks were produced using WGCNA with biweight mid-correlation and soft power =13. 

Each module was further 2-means clustered to separate correlated and anticorrelated 

patterns, and their gene sets were queried for functional enrichment against the MSigDB 

Hallmark (Yu et al., 2012; Liberzon et al., 2015).  

Analysis of VNN1 expression in soft tissue sarcoma clinical samples  

We analyzed our database (Bertucci et al., 2022) including 1.377 cases of clinically annotated 

STS clinical samples with available normalized gene expression profiles. Data were gathered 

from 15 public data sets (Fig.S8C), all samples were from operative specimens of previously 

untreated primary tumors, and the gene expression profiles were generated using DNA 

microarrays or RNA-sequencing. VNN1 mRNA expression was analyzed as discrete variable 

(high vs. low) using the mean expression level of the whole series as a cut-off. As we found a 

link between VNN1 and immunity in our mouse model, we searched for correlations between 

VNN1 tumor expression and several immunity-related variables. The latter included the 

following multigene classifiers/scores: the 3 Gatza’s immune pathway activation scores (Gatza 

et al., 2010), the 24 Bindea’s innate and adaptive immune cell subpopulations (Bindea et al., 
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2013), two signatures associated with anti-tumor cytotoxic immune response (the Immunologic 

Constant of Rejection (ICR) classifier (Bertucci et al., 2022), and Rooney’s cytolytic activity 

score (Rooney et al., 2015)), two metagenes associated with response to immune checkpoint 

inhibitors ICI (the Ayers’ T-cell-inflamed signature (TIS) (Ayers et al., 2017), and the Coppola’s 

tertiary lymphoid structures (TLS) signature, the Ballot’s Tumor Infiltrating Lymphocytes 

Signature (TILS) along with both of its inner lymphoid and myeloid signatures (Ballot et al., 

2020) and the Thompson’s Antigen Processing and presenting Machinery Score (APMS) 

(Thompson et al., 2020). The correlations between VNN1 expression-based classes and 

clinicopathological variables were measured using Fisher’s exact test or Student’s t-test when 

appropriate. The correlations of immune variables with VNN1-based classes were assessed 

using logistic regression analysis with the glm function (R statistical package; significance 

estimated by specifying a binomial family for models with a logit link). The endpoint of the 

prognostic analysis was the metastasis-free survival (MFS), which was calculated from the 

date of diagnosis to the date of metastatic relapse or death from any cause, whichever 

occurred first. Follow-up was measured from the date of diagnosis to the date of last news for 

event-free patients. Survival was estimated using the Kaplan-Meier method, and curves were 

compared with the log-rank test. Univariate and multivariate prognostic analyses were 

performed using the Cox regression analysis (Wald test). The variables tested in the univariate 

analysis were the patients’ age and sex, pathological grade (2-3, 1), pathological size (pT1, 

pT2), tumor depth (deep, superficial), tumor site (extremities, head and neck, internal trunk, 

superficial trunk), and VNN1-based classification (high, low). Multivariate analysis incorporated 

all variables with a p-value < 5% in the univariate analysis. All statistical tests were two-sided, 

and the significance threshold was set at 5%. Analyses were performed using the survival 

package (version 2.43) in the R software (version 3.5.2). 

Statistical analysis  

The sample sizes were designed to minimize the number of individual experimental units (mice 

or samples) and obtain informative results and appropriate material for downstream analysis. 

This represents five mice per group and experiments were typically performed twice, unless 

otherwise stated in the figure legends. GraphPad Prism 7 software was used for the statistical 

significance assessment. The Gaussian distribution was tested using the D’Agostino–Pearson 

omnibus normality test. When passing the normality test, the Student’s t test was used. 

Otherwise, the Mann–Whitney U test was used. Differences were considered statistically 

significant when **** p < 0.0001, *** p < 0.001, ** p < 0.01, * p <0.05.  
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Figure Legends: 

Figure 1: VNN1 expression has prognostic value in soft tissue sarcomas. 

A. Box plot showing the distribution of mRNA expression levels of VNN1 in 1377 tumor 

samples. 

B. Correlations of VNN1 expression-based classes (high vs. low) and immune variables. 

Forest plots of correlations with the following immune features: immune pathways activation 

(Gatza), innate and adaptive immune cell subpopulations (Bindea), ICR score and cytolytic 

activity score associated with anti-tumor cytotoxic immune response, TIS signature and TLS 

signature associated with response to ICI, and antigen-processing machinery score. The p-

values are for the logit link test. N= 1377 or 1152 (*). 

C. Kaplan-Meier MFS curves according to VNN1 expression. The p-value is for the log-rank 

test. 

D. Uni- and multivariate prognostic analyses for MFS. The p-values are for the Wald test. 

Figure 2: Pantethine inhibits sarcoma growth.  

A. Enzymatic reaction catalyzed by the Vanin1 pantetheinase: pantetheine is hydrolyzed by 

Vanin1 into cysteamine and vitamin B5 or pantothenic acid, the latter being the Coenzyme A 

biosynthetic precursor.  

B. Schematic representation of the experimental design of murine MCA sarcoma model 

C-D. MCA205 tumor growth scored after daily injections of Pant in C57BL/6 mice (n=88) (B) 

or Nude mice (n=18) (C). Two-way ANOVA with Šídák’s multiple comparisons test. Data are 

shown with SEM.  

E-F. Effect of Pant therapy in MCA tumor-bearing mice receiving anti-CTLA4 (n=7 per 

condition) (D); or anti-PD1 (n=6 per condition) mAbs (E).  

G. Growth of OsA orthotopic tumors receiving independent or combined doxorubicine or Pant 

therapy or vehicle control (n=6 per condition).  

H. Therapeutic effect of Pant therapy, alone (D) or combined with PD1 blockade (E) on B16F10 

melanoma growth (n=10 per condition).  

Figure 3: Analysis of the myeloid compartment.  

A. Kinetic evaluation of the CD11b+/CD11b- ratio by flow cytometry analysis of immune 

infiltrating cells in PBS or Pant tumors (n=6-8 per condition). Mann-Whitney test; **p-value < 

0.01.  
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B-C. Quantification of monocyte (B) and TAM (C) clusters among CD45+ cells by flow 

cytometry on D20 tumors.  

D. Proportion of MHCIIlow and MHCIIhigh TAMs in total TAM (Ly6Clow F4/80+ CD64+) PBS and 

Pant-treated D20 tumors (n=12).  

E. Volcano plot representation of myeloid cell transcripts showing differential expression 

between Pant and PBS samples at D20. Dot colors refer to average log2FC: positive in red, 

negative in blue, below the threshold in black.  

F. Individual uMAP projection, clustering, and population identification computed for the 

myeloid metacluster delineated 11 clusters: neutrophils, monocytes, Mono-TAM A-C, 

inflammatory TAM, TAM TNFα/NFκB, moDC, CAF, M2 and Ki67 TAM.  

G, H. Pearson’s residuals of TAM and APC cell clusters from single-cell dataset obtained from 

CD45 enriched cells from tumors harvested at day 20 and D28 of PBS or Pant-treated mice 

(n=2). 

I. Quantification of cell contacts between CD8β+ and MHC II+ cells on D24 tumor sections 

shown in FigS5E. Mann-Whitney test; ****p-value < 0.0001. 

J. Proteomic profiling of tumor lysates represented by enrichment in Pant versus PBS condition 

(n=4). 

Figure 4: Analysis of the lymphoid compartment. 

A. Kinetic evaluation of the CD8+ / CD4+ Treg cell ratio by flow cytometry among immune 

infiltrated cells in tumor from PBS or Pant samples (n=5 per condition). Mann-Whitney test; * 

p-value<0.05. Gating strategy shown in FigS6B. 

B. Relative numbers of TILs per mg of PBS and Pant tumors 

C. Quantification of OVA-specific CD8 T cells in TDLN evaluated by flow cytometry using a 

SIINFEKL tetramer. 

D. Flow cytometry analysis of effector molecule expression by CD8 T cells isolated from day 

20 tumors and in vitro restimulated in the presence of PMA / Ionomycin / Brefeldin A (n=6) (C). 

Mann-Whitney test; **p-value < 0.01; * p-value<0.05. 

E. Pearson’s residuals of lymphoid cell clusters from single-cell dataset obtained from CD45 

enriched cells from tumors harvested at day 20 and D28 of PBS or Pant samples (n=2).  

F. Graphic representation of GSEA analyses performed in the proliferating CD8 T cell subset 

as indicated in Table 1. 
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G. Flow cytometry analysis of immune checkpoint expression by TILs from PBS and Pant-

treated mice at day 28 (n=6). Mann-Whitney test; **p-value < 0.01; * p-value<0.05. 

H. Projection of individual cell velocity as determined by scVelo analysis performed on each 

subset of lymphoid cells from D20 samples.  

Figure 5: Requirements for Pant anti-tumor efficacy. 

A-D. MCA growth curves in Ifnrgr1-deficient (n=7-8 per condition) (A), cDC1 cell-deficient 

XCR1DTA (n=10-11 per condition) (E), anti CD8- (n=10-11 per condition) or anti NK1.1-treated 

(n=8 per condition) (F) control or Pant-treated mice. Two-way ANOVA with Šídák’s multiple 

comparisons test; ****p-value < 0.0001, **p-value < 0.01, * p-value<0.05.  

E-F. PFU quantifying viral load (G) and numbers of CD8+ T cell subpopulations (H) in the 

draining lymph nodes of HSV1-infected mice after 8 days of PBS or Pant treatment. 

G. Immunochemistry analysis of PBS and Pant tumor sections using anti-CD3 and anti-CD8 

mAbs on D24.  

H. Quantification of the absolute number of positive cells per field (top panel) and of the 

immune infiltration score (bottom panel). n=10. Mann-Whitney test; ****p-value < 0.0001, * p-

value<0.05.  

Figure 6: Metabolic changes induced by Pant administration. 

A. Metabolomics quantification of VitB5-related metabolites with or without Pant administration 

in tumor masses (n=7 per condition). 

B. MCA205 tumor growth scored after daily injections of Pant, dichloroacetate (DCA) 

combined with Pant or not in C57BL/6 mice (n=24). Two-way ANOVA with Šídák’s multiple 

comparisons test; ****p-value < 0.0001, ***p-value < 0.001, **p-value < 0.01, * p-value<0.05. 

Data are shown with SEM. 

C. Metabolomics analysis of total tumors from mice treated with PBS, Pant, DCA, Pant + DCA 

by LC-MS (n=10) showing the hierarchical cluster of metabolic pathways according to 

treatment conditions. Scaling is in unit of variance (mean/squared root of SD). 

D. Geometric mean fluorescence intensity (MFI) of MitoSox-stained MCA cells incubated or 

not for 4 hours in Pant-enriched medium in vitro (n=6 per condition). Mann-Whitney test; **p-

value < 0.01. 

E. Seahorse analysis of an energetic map integrating OCR and ECAR measurements of in 

vitro Pant-treated MCA205 or PBS control cells (n=2).  
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F. MDR/MG ratio of CD45- cells at D24 and D28 from Pant-treated or PBS control mice (n=7). 

G. Lactate concentration quantified in whole tumor masses from PBS or Pant-treated mice at 

day 20 post engraftment (n=8 per condition).  

H. Energetic map of CD8+ TILs isolated from tumor mass D20 post cell engraftment. Mice were 

treated with PBS or Pant starting on day 10 (n=3). 

I. MDR/MG ratio of CD8+ and CD4+ TILs at D20 and D28 from Pant-treated or PBS control 

mice (n=7). Mann-Whitney test; * p-value<0.05.  

Supplementary Figure Legends 

Figure S1: VNN1 expression in human soft tissue sarcomas and correlation with 

immune signatures and clinicopathological characteristics.   

A. Pathway analysis using the WGCNA tool of Vanin1-coexpressed genes based on the 

analysis of the TCGA Database highlighting overexpressed MSigDB hallmarks. 

B.  Cibersort analysis of deconvoluting immune cell subsets enriched in VNN1-high tumors.  

C. List of soft tissue sarcoma data sets included in our analysis. 

D. Clinicopathological characteristics of patients and samples in the whole population and 

according to VNN1-based classification. 

Figure S2: Absence of prognostic value for MFS of VNN1 expression in human bone 

sarcomas and osteosarcomas. 

A. List of bone sarcoma and osteosarcoma data sets included in analysis. 

B. Kaplan-Meier MFS curves according to VNN1 mRNA expression in a cohort of 326 patients 

with bone sarcoma (left), and a subcohort of 94 patients with osteosarcoma (right). The p-

values are for the log-rank test. 

Figure S3: Effect of pantethine metabolites on growth. 

A-B. Effect of administration of pantetheinase products CEA and Pan on MCA growth (A). 

Effect of Vnn1-expression on MCA growth (n=8) (B).  

C-D. Immunochemistry analysis (C) and quantification (D) of paraffin-embedded OsA tumor 

samples using CD8, CD31 labelling and necrosis scoring; n=5-8.  

Figure S4: Single cell analysis of myeloid cells. 

A. uMAP representation of the 4 metaclusters identified after analysis of the pooled single-cell 

experimental data: myeloid, APC, lymphoid and non-immune cells called others.  
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B. Volcano plot highlighting the results of differential expression analysis in PBS versus Pant 

sample at day 28. The name of the top 10 up- and down-regulated genes sorted by p value 

are highlighted. 

C-D. Density plot representation of the myeloid metacluster for each experimental condition 

(C) showing the definition of 11 cell subsets (D) based on the preferential expression of cell-

specific markers (Fig3F) defining neutrophils (Ly6g, cluster 8), monocytes (Ly6c2, cluster 7), 

TAM subsets (Adgre1, clusters 2, 4-6, 10, 11), proliferating cells (mKi67, cluster 9) or cell 

signatures linked with activation or polarization pathways (cluster 11, TNF/NF-κB; cluster 10 

and 2 for M1- versus M2-like phenotypes) (Fig3F). Transitional stages of TAM maturation were 

annotated mono-TAM A to C (clusters 4-6) as described (Liu and Cao, 2015). The color of 

circles represents the averaged normalized expression values across relevant cells, and their 

size is proportional to the proportion of corresponding cells. 

E.  KEGG graph representation of the pathway “Antigen processing and presentation” for 

myeloid cells at D20. Colored boxes show the relative logFC ratio computed during differential 

expression analysis (red = enriched in Pant; blue = enriched in PBS). 

Figure S5: Single cell analysis of APCs. 

A-B. Projection on an individual uMAP (A) and identification of dendritic cell clusters (B) based 

on the enhanced expression of specific markers for cDC1, cDC2, regulatory-like DC, 

proliferating DC, IFN-responsive monoDC, pDC and B cells.  

C. Density plot representation of the APC metacluster for each experimental condition 

D. Geometric MFI of MHC II staining on tumor infiltrating APC at day 20 from PBS and Pant-

treated mice evaluated by flow cytometry. (n=5-7 per condition). Mann-Whitney test; **p-value 

< 0.01. 

E. Immunofluorescence analysis of CD8β and MHC II staining on PBS and Pant tumors 

sections (n=10) at day 20. The contact points between CD8β+ cells and MHC II+ cells were 

quantified and normalized by the number of CD8β+ cells present in the field.   

F. CBA quantification of CCL2 and CXCL9 concentrations in tumor lysates at day 20 from PBS 

and Pant-treated mice (n=7 per condition). Mann-Whitney test; **p-value < 0.01. * p-

value<0.05. 

G. Normalized expression values as modulescore (Seurat) of previously defined anti-tumoral 

and protumoral genesets in different clusters from Day 20 and 28 from PBS and Pant-treated 

tumors. Values are centered-scaled for each row. 

Figure S6: Flow cytometric analysis of immune cells. 
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A. Gating strategy for the analysis of CD45+ cells by flow cytometry shown in Fig3A.  

B. Gating strategy for the flow cytometry analysis of lymphoid populations.  

C-D. Quantification of immune cells in lymph nodes and spleen at steady state or in the 

presence of a tumor, with or without Pant administration at D24.  

Figure S7: Single cell analysis of lymphoid cells. 

A. Identification on individual uMAP projection of the 8 clusters segregating the lymphoid 

metacluster: NK1.1/ILC1, CD8+, Activated CD8+, CD4+, Treg and Ki67 CD4+ T cell, Tregs and 

NK cells, represented in the uMAP. 

B-C. Density plot representation of the lymphoid metacluster for each experimental condition 

(B) and cell-specific marker-based identification of cell subset (C). 

D. Representation of the number of coexpressed activation-associated genes (defined as 

positive) in CD8+ or CD4+ T cells under various experimental conditions.  

E. Module score representation of normalized expression values averaged across cells for 

activation and exhaustion genesets in CD4+ and CD8+ T cells from D20-D28 tumors. Values 

are centered-scaled for each row. 

F. Relative expression of top 20 ILC (left) and NK (right) cells markers genes as described in 

the method section. 

G. Graphic representation of the GSEA performed on NK1.1+ cells.  

Figure S8: Control experiments.  

A-B. Flow cytometry control of CD8 (A) and NK1.1+ (B) cell depletion in peripheral blood 

lymphocytes.  

C-D. Absolute numbers (C) and CFSE quantification (D) of OT1+ cells present in the culture 

with DC extracted for TDLNs in the presence or absence of OVA SIINFEKL peptide (n=5 per 

condition). 

Figure S9: Metabolic analysis.  

A. NMR PCA analysis of PBS, Pant, DCA, DCA + Pant samples showing the top 5 enriched 

metabolites detected in samples. Correlation coefficients were calculated for each metabolite 

(n=10 per condition).  

B. Plot representation of MDR versus MG staining of CD45- cells from PBS- or Pant-tumors 

harvested at day 20 and 28 post engraftment. 
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C. qRT-PCR quantification of metabolic gene transcripts from CD45 negative cells enriched 

from tumors harvested at day 20 from PBS or Pant-treated mice (n=5 per condition).   
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Figure 1: VNN1 expression has prognostic value in soft tissue sarcomas.

A. Box plot showing the distribution of mRNA expression levels of VNN1 in 1377 tumor samples. B. Correlations of VNN1 expression-based

classes (high vs. low) and immune variables. Forest plots of correlations with the following immune features: immune pathways activation

(Gatza), innate and adaptive immune cell subpopulations (Bindea), ICR score and cytolytic activity score associated with anti-tumor

cytotoxic immune response, TIS signature and TLS signature associated with response to ICI, and antigen-processing machinery score.

The p-values are for the logit link test. N= 1377 or 1152 (*). C. Kaplan-Meier MFS curves according to VNN1 expression. The p-value is for

the log-rank test. D. Uni- and multivariate prognostic analyses for MFS. The p-values are for the Wald test.193
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Figure 2: Pantethine inhibits sarcoma growth.

A. Enzymatic reaction catalyzed by the Vanin1 pantetheinase: pantetheine is hydrolyzed by Vanin1 into cysteamine and vitamin B5 or 
pantothenic acid, the latter being the Coenzyme A biosynthetic precursor. 
B. Schematic representation of the experimental design of murine MCA sarcoma model
C-D. MCA205 tumor growth scored after daily injections of Pant in C57BL/6 mice (n=88) (B) or Nude mice (n=18) (C). Two-way ANOVA with 
Šídák’s multiple comparisons test. Data are shown with SEM. 
E-F. Effect of Pant therapy in MCA tumor-bearing mice receiving anti-CTLA4 (n=7 per condition) (D), or anti-PD1 (n=6 per condition) mAbs (E). 
G. Growth of OsA orthotopic tumors receiving independent or combined doxorubicine or Pant therapy or vehicle control (n=6 per condition). 
H. Therapeutic effect of Pant therapy, alone (D) or combined with PD1 blockade (E) on B16F10 melanoma growth (n=10 per condition).
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Figure 3: Analysis of the myeloid compartment.

A. Kinetic evaluation of the CD11b+/CD11b- ratio by flow cytometry analysis of immune infiltrating cells in PBS or Pant

tumors (n=6-8 per condition). Mann-Whitney test; **p-value < 0.01. B-C. Quantification of monocyte (B) and TAM (C)

clusters among CD45+ cells by flow cytometry on D20 tumors. D. Proportion of MHCIIlow and MHCIIhigh TAMs in total TAM

(Ly6Clow F4/80+ CD64+) PBS and Pant-treated D20 tumors (n=12). E. Volcano plot representation of myeloid cell

transcripts showing differential expression between Pant and PBS samples at D20. Dot colors refer to average log2FC:

positive in red, negative in blue, below the threshold in black. F. Individual uMAP projection, clustering, and population

identification computed for the myeloid metacluster delineated 11 clusters: neutrophils, monocytes, Mono-TAM A-C,

inflammatory TAM, TAM TNFα/NFκB, moDC, CAF, M2 and Ki67 TAM. G, H. Pearson’s residuals of TAM and APC cell

clusters from single-cell dataset obtained from CD45 enriched cells from tumors harvested at day 20 and D28 of PBS or

Pant-treated mice (n=2). I. Quantification of cell contacts between CD8β+ and MHC II+ cells on D24 tumor sections shown

in FigS5E. Mann-Whitney test; ****p-value < 0.0001. J. Proteomic profiling of tumor lysates represented by enrichment in

Pant versus PBS condition (n=4).
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Figure 4: Analysis of the lymphoid compartment.

A. Kinetic evaluation of the CD8+ / CD4+ Treg cell ratio by flow cytometry among immune infiltrated cells in tumor from PBS or

Pant samples (n=5 per condition). Mann-Whitney test; * p-value<0.05. Gating strategy shown in FigS6B. B. Relative numbers of

TILs per mg of PBS and Pant tumors C. Quantification of OVA-specific CD8 T cells in TDLN evaluated by flow cytometry using a

SIINFEKL tetramer. D. Flow cytometry analysis of effector molecule expression by CD8 T cells isolated from day 20 tumors and in

vitro restimulated in the presence of PMA / Ionomycin / Brefeldin A (n=6) (C). Mann-Whitney test; **p-value < 0.01; * p-value<0.05.

E. Pearson’s residuals of lymphoid cell clusters from single-cell dataset obtained from CD45 enriched cells from tumors harvested

at day 20 and D28 of PBS or Pant samples (n=2). F. Graphic representation of GSEA analyses performed in the proliferating CD8

T cell subset as indicated in Table 1. G. Flow cytometry analysis of immune checkpoint expression by TILs from PBS and Pant-

treated mice at day 28 (n=6). Mann-Whitney test; **p-value < 0.01; * p-value<0.05. H. Projection of individual cell velocity as

determined by scVelo analysis performed on each subset of lymphoid cells from D20 samples.
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Figure 5
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Figure 5: Requirements for Pant anti-tumor efficacy.

A-D. MCA growth curves in Ifnrgr1-deficient (n=7-8 per condition) (A), cDC1 cell-deficient XCR1DTA (n=10-11 per condition) (E), anti

CD8- (n=10-11 per condition) or anti NK1.1-treated (n=8 per condition) (F) control or Pant-treated mice. Two-way ANOVA with

Šídák’s multiple comparisons test; ****p-value < 0.0001, **p-value < 0.01, * p-value<0.05. E-F. PFU quantifying viral load (G) and

numbers of CD8+ T cell subpopulations (H) in the draining lymph nodes of HSV1-infected mice after 8 days of PBS or Pant

treatment. G. Immunochemistry analysis of PBS and Pant tumor sections using anti-CD3 and anti-CD8 mAbs on D24. H.

Quantification of the absolute number of positive cells per field (top panel) and of the immune infiltration score (bottom panel). n=10.

Mann-Whitney test; ****p-value < 0.0001, * p-value<0.05. 198



Figure 6
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Figure 6: Metabolic changes induced by Pant administration.

A. Metabolomics quantification of VitB5-related metabolites with or without Pant administration in tumor masses (n=7 per

condition). B. MCA205 tumor growth scored after daily injections of Pant, dichloroacetate (DCA) combined with Pant or not

in C57BL/6 mice (n=24). Two-way ANOVA with Šídák’s multiple comparisons test; ****p-value < 0.0001, ***p-value <

0.001, **p-value < 0.01, * p-value<0.05. Data are shown with SEM. C. Metabolomics analysis of total tumors from mice

treated with PBS, Pant, DCA, Pant + DCA by LC-MS (n=10) showing the hierarchical cluster of metabolic pathways

according to treatment conditions. Scaling is in unit of variance (mean/squared root of SD). D. Geometric mean

fluorescence intensity (MFI) of MitoSox-stained MCA cells incubated or not for 4 hours in Pant-enriched medium in vitro

(n=6 per condition). Mann-Whitney test; **p-value < 0.01. E. Seahorse analysis of an energetic map integrating OCR and

ECAR measurements of in vitro Pant-treated MCA205 or PBS control cells (n=2). F. MDR/MG ratio of CD45- cells at D24

and D28 from Pant-treated or PBS control mice (n=7). G. Lactate concentration quantified in whole tumor masses from

PBS or Pant-treated mice at day 20 post engraftment (n=8 per condition). H. Energetic map of CD8+ TILs isolated from

tumor mass D20 post cell engraftment. Mice were treated with PBS or Pant starting on day 10 (n=3). I. MDR/MG ratio of

CD8+ and CD4+ TILs at D20 and D28 from Pant-treated or PBS control mice (n=7). Mann-Whitney test; * p-value<0.05.
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Supplementary Data 1

List of soft tissue sarcoma data sets included in our analysis

Reference Source of data Technological platform N° of probe 
sets/genes All samples

STS primary tumor 
samples included in the 

present analysis 

Baird K et al., Cancer Res 2005 GEO database, GSE2553 Homemade,
spotted DNA/cDNA 12K 181 146

Barretina J et al.,
Nat Genet 2010 GEO database, GSE21124 Affymetrix,

array U133 A 22K 158 126

Beck A et al., Oncogene 2010 GEO database, GSE17555 Stanford,
spotted DNA/cDNA 24K 51 25

Chibon F et al., Nat. Med. 2010 GEO database, GSE21050 Affymetrix,
array U133 Plus 2.0 54K 310 310

Detwiller K et al., Cancer Res 2005 GEO database, GSE2719 Affymetrix,
array U133 A 22K 54 37

Gibault L et al., J Pathol 2011 GEO database, GSE23980 Affymetrix,
array U133 Plus 2.0 54K 171 34

Gobble R et al., Cancer Res  2011 GEO database, GSE30929 Affymetrix,
array U133 A 22K 140 140

Hadju M et al.,
J Pathol 2010 http://cbio.mskcc.org/public/SFT/ Affymetrix,

array U133 Plus 2.0 54K 56 30

Henderson S et al.,
Genome Biology 2005 Array Express database, E-MEXP-353 Affymetrix,

array U133 A 22K 96 42

Nakayama R et al., Modern Pathol 2007 GEO database, GSE6481 Affymetrix,
array U133 A 22K 105 99

Nielsen TO et al., Lancet 2002 GEO database, GSE3443 Stanford,
spotted DNA/cDNA 24K 46 25

Renner M et al., Genome Biol 2013 GEO database, GSE52392 Illumina,
array Human HT-12 V3.0 48K 94 79

TCGA, Cell 2017 TCGA portal, https://tcga-data.nci.nih.gov Illumina,
RNA sequencing V2 25K 265 224

West R et al., PLoS Biology 2005 http://microarray-pubs.stanford.edu/tma-portal/DTF_SFTbreast Stanford,
spotted DNA/cDNA 24K 57 29

Ylipää A et al., Cancer 2011 http://www3.mdanderson.org/~genomics/sarcoma_data_matrix_for_suppl
emental.zip

Agilent,
array 44K G4112A (012391) 44K 68 31

Total 1,377

Clinicopathological characteristics of patients and samples in the whole population and according to VNN1-based classification

Characteristics
All patients VNN1

N N (%) N low high p-value
Age (years), median (range) 532 61.25 (2-92.12) 532 55.33 (2-92.12) 63.53 (16.16-91) 0,000
Sex 0,056

Female 303 303 (50%) 303 172 (54%) 131 (45%)
Male 306 306 (50%) 306 149 (46%) 157 (55%)

Pathological grade 0,000
1 62 366 (86%) 62 10 (5%) 52 (21%)
2-3 366 62 (14%) 366 176 (95%) 190 (79%)

Pathological size (pT) 0,462
pT1 29 29 (17%) 29 10 (14%) 19 (19%)
pT2 141 141 (83%) 141 62 (86%) 79 (81%)

Tumor depth 0,088
Deep 144 144 (89%) 144 70 (95%) 74 (85%)
Superficial 17 17 (11%) 17 4 (5%) 13 (15%)

Tumor site 0,005
Extremity 208 208 (42%) 208 94 (38%) 114 (46%)
Head and neck 9 9 (2%) 9 2 (1%) 7 (3%)
Internal trunk 195 195 (39%) 195 97 (39%) 98 (40%)
Superficial Trunk 84 84 (17%) 84 55 (22%) 29 (12%)

Follow-up (months), median (range) 610 30 (1-222) 610 26 (1-222) 32 (1-222) 0,106
MFS event 610 183 (30%) 610 96 (35%) 87 (26%) 0,026
5-year MFS [95%CI] 610 64% [59-69] 610 61% [54-68] 66% [60-73] 0,030

C

D

Interferon gamma response
Allograft rejection

Interferon alpha response
Inflammatory response

Il2-stat5 signaling
TNFα signaling via NF-κb

IL6-Jak-Stat3 signaling
Apical surface
Complement

Kras signaling up

VNN1
blue module

A B
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Supplementary Data 2

VNN1, Bone Sarcoma VNN1, Osteosarcoma

N=94

Months after diagnosis

D
is

ea
se

-fr
ee

 s
ur

vi
va

l

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0 20 40 60 80 100 120

Log-rank, p=0.229

45%

61%

VNN1-low,
N=66

VNN1-high,
N=28

5-years

N=326

Months after diagnosis

D
is

ea
se

-fr
ee

 s
ur

vi
va

l

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0 20 40 60 80 100 120

VNN1-low,
N=148

VNN1-high,
N=178

Log-rank, p=0.397

59%

52%

5-years

A

B

Reference Source of data Technological platform
N° of probe 
sets/genes

All samples
Bone sarcoma primary tumor 

samples included in the 
present analysis 

Nicolle R et al., Nat Commun 2019 Array Express database, E-MTAB-7264
Affymetrix,
array HuGene 2.0 st

54K 164 83

Savola S et al., ISRN Oncol 2011 GEO database, GSE17679
Affymetrix,
array U133 Plus 2.0

54K 117 64

Therapeutically Applicable Research to Generate 
Effective Treatments (TARGET) database

TARGET portal,
https://target-data.nci.nih.gov/Public/OS/

Illumina,
RNA sequencing V2

60K 101 94

Volchenboum S et al., J Pathol Clin Res 2015 GEO database, GSE63157
Affymetrix,
array U133 Plus 2.0

22K 85 85

Total 326

List of bone sarcoma data sets included in our analysis
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Supplementary Data 3
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Supplementary Data 4
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Supplementary Data 5 
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Supplementary Data 6 
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VI) Discussion et perspectives 

« Rien ne se perd, rien ne se crée, tout se transforme » 

 

 Cette phrase, chacun de nous la connaît depuis son enfance. Elle retranscrit les travaux 

d’Antoine Lavoisier dans son Traité élémentaire de chimie. Cette réflexion mènera des années 

plus tard à la première loi de la thermodynamique sur la conservation de l’énergie dans un 

système fermé défini par Julius Robert von Mayer. J’ai choisi ces quelques mots pour débuter 

ma discussion car ils véhiculent l’idée que tout est interdépendant. Au niveau d’un organisme, 

chaque cellule partage les mêmes ressources et les mêmes éléments fondamentaux qui la 

constituent ainsi la vie se joue sur l’équilibre parfait entre ressources et besoins. Le cancer 

provoque une dérégulation notable de cet équilibre mais, en gardant à l’esprit 

l’interconnexion d’une tumeur avec son environnement et l’organisme, nous pouvons 

comprendre qu’une action sur un processus peut en impacter d’autres comme dans un 

engrenage. Au cours de mes travaux de recherche, mon équipe et moi, nous nous sommes 

intéressés à la question du métabolisme dans les sarcomes pour comprendre comment les 

modulations de processus mitochondriaux pouvaient impacter la progression tumorale en 

agissant à la fois sur les cellules cancéreuses, le système immunitaire et le 

microenvironnement tumoral.  Pour cela nous avons développé deux axes de recherche 

principaux. Le premier se centre sur la manipulation de la voie de signalisation du coenzyme-A 

dans les sarcomes via l’activité Vanin1. L’autre concerne le rôle de la régulation des processus 

de fusion et fission mitochondriale en lien avec la progression tumorale.  

 

 

Figure 26 : Reprogrammation métabolique par la cystéamine et la vitamine B5 
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A) La voie de signalisation du coenzyme A : perspective thérapeutique 

1) Reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses 

L’administration systémique de pantéthine permet la génération de cystéamine et de 

pantothénate, précurseur biosynthétique du coenzyme A (162). Dans un modèle agressif de 

fibrosarcome murin, nous avons étudié l’impact de la pantéthine sur le métabolisme tumoral. 

Par analyse métabolomique, nous savons que le taux relatif de ces deux métabolites est 

augmenté au sein des tumeurs et nous avons souhaité en évaluer les conséquences au sein 

des tumeurs. Cependant, dissocier l’effet de la cystéamine et de la vitamine B5 sur le 

métabolisme tumoral est assez complexe. Cependant, voici quelques pistes de discussion.  

La cystéamine est un aminothiol qui peut être oxydé en cystamine en condition de 

stress (Figure 27). Les deux sont des senseurs du stress oxydant et contribuent aux échanges 

thiols/disulfides sur des cibles enzymatiques principalement (gGCS, PKe, transglutaminases, 

certaines enzymes glycolytiques et la caspase 3 (163). À forte concentration, la cystamine va 

inhiber l’activité de la gGCS qui contrôle la synthèse de glutathion. De plus, la cystéamine 

pourrait être impliquée dans la génération d’H2O2 (164). La potentielle cytotoxicité de ces 

deux mécanismes est à double tranchant dans un contexte tumoral. L’accumulation de ROS 

et l’altération des mécanismes de résistance au stress oxydant peut être bénéfique aux 

cellules cancéreuses par l’augmentation du taux de mutations de l’ADN, favorable à la 

plasticité cellulaire mais aussi dommageable par le risque de déclenchement d’une mort 

cellulaire induite.  Par son action notamment sur la régulation des enzymes redox sensibles 

de la glycolyse, la cystéamine semble pouvoir exercer un effet de type anti-Warburg. Dans le 

cancer du pancréas humain transplanté, la cystéamine possède un bénéfice thérapeutique en 

inhibant l’activité des métalloprotéinases de la matrice extracellulaire, diminuant ainsi les 

capacités d’invasion et de métastases (165). La cystéamine est également un précurseur de la 

synthèse de l’hypotaurine et donc de la taurine, deux composés augmentés dans les tumeurs 

du groupe de souris traitées à la pantéthine. Des études ont révélé le potentiel antitumoral 

de la taurine. En effet, dans le cancer du sein, la taurine conduit à l’apoptose par régulation 

de la protéine PUMA (166,167). La taurine peut également diminuer le potentiel métastatique 

du cancer du sein dans le poumon et diminuer les niveaux de relargage de lactate (Figure 27) 

(168). Enfin, la taurine peut avoir une action antioxydante et améliorer les fonctions 

mitochondriales (169). La cystéamine semble être une molécule aux propriétés multiples 

pouvant avoir une action sur le métabolisme des cellules cancéreuses.  

Certains processus régulés par le coenzyme A et ses dérivés peuvent avoir une 

importance dans un contexte tumoral. Par exemple, le coenzyme A inhibe certaines isoformes 

de PKC comme la PKCε. Cette enzyme est la cible de plusieurs thérapies anticancéreuses car 

elle favorise la prolifération, la différenciation, la mobilité et la survie des cellules cancéreuses 

(170,171). Le coenzyme A agit également sur les modifications post-traductionnelles par 

acétylation, acylation ou encore CoAlation, et donc régule les processus de dégradation des 

protéines ou de modulation de l’expression génique par épigénétique. Dans des cellules, il 

peut se fixer sur l’enzyme glycolytique PKM2, sans réelle preuve d’une possible CoAlation.  
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(144). Enfin, le coenzyme A peut posséder des fonctions extracellulaires notamment dans la 

communication extracellulaire (144). Les multiples implications du coenzyme A et de ses 

dérivés dans les processus biologiques rendent difficile de comprendre par quel mécanisme 

la vitamine B5 peut réguler le métabolisme tumoral et freiner la progression des tumeurs. Les 

données obtenues dans l’équipe sur un modèle de cellule génétiquement modifiée (p16, p19 

déficientes + RAS oncogénique) mais sans anomalie des fonctions mitochondriales ont 

clairement montré par des approches transcriptomiques, métaboliques et d’imagerie que 

l’effet le plus concret était l’amélioration générale de la respiration mitochondriale (161).  

Ainsi, les mécanismes décrits ci-dessus participent à une reprogrammation 

métabolique tumorale mais dépendent nécessairement du type d’altérations portées par les 

cellules cancéreuses, de leur localisation dans l’organisme et des facteurs environnementaux 

présents dans le microenvironnement. Cependant, la prévalence de l’effet de la pantéthine 

sur des mécanismes intrinsèques à la cellule tumorale est probablement réduite dans notre 

modèle. Le potentiel effet antitumoral de la vitamine B5 et de la cystéamine nous conduit à 

l’hypothèse que l’activité pantéthéinase et l’expression de la Vanin1, qui catalyse leur 

formation, pourrait posséder une valeur pronostique dans les cancers.  

 

Figure 27 : Expression de Vanin1 en contexte pathologique 
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2)  L’expression de VNN1 a une valeur pronostique 

Nous avons montré que l’expression de la VNN1 est associée à une signature IFN et 

une réponse inflammatoire à partir de banques de données de patients atteints de sarcomes. 

Les tumeurs avec des niveaux élevés de Vanin1 présentent une forte infiltration par le système 

immunitaire, potentiellement assorti d’une amplification des mécanismes de présentation 

antigénique et de fonctions cytolytiques. Enfin, cette expression corrèle modestement avec 

une meilleure survie sans métastase. Nos résultats démontrent également que l’expression 

de VNN1 est fortement hétérogène selon les sous types de sarcomes mais qu’elle ne corrèle 

pas toujours avec un meilleur pronostic notamment dans le cas des sarcomes osseux. Il est 

intéressant de noter que dans d’autres types de cancers (pancréas, ovaire, estomac), 

l’expression de Vanin1 est plutôt associée à un mauvais pronostic. Alors, quelle est la valeur 

pronostique et signification de l’association entre niveau élevé de VNN1 et pronostic de 

sarcomes ? Que connaît-on de l’implication de la Vanin1 lors de dérégulation métabolique en 

contexte pathologique et comment expliquer de telles différences entre les cancers selon les 

tissus qu’ils touchent ? 

La Vanin1 possède un rôle dans le stress oxydant et l’inflammation en condition 

physiologique. Dans différentes maladies, l’activité pantéthéinase portée par la Vanin1 a été 

associée soit à des mécanismes protecteurs soit à des effets sensibilisateurs selon le modèle 

d’étude testé et en fonction de l’organe touché. Ces résultats doivent prendre en 

considération le fait que dans certains cas, le modèle repose sur l’analyse de souris déficientes 

pour le gène Vnn1 alors que dans d’autres cas, l’effet observé dépend de la surexpression 

spécifique de Vnn1 dans un modèle cellulaire précis. Par ailleurs, certains phénotypes sont 

directement liés à un impact sur des cellules épithéliales ou fibroblastiques qui peuvent 

exprimer VNN1, alors que dans d’autres situations, c’est le phénotype immunitaire qui est 

affecté alors que ces cellules n’expriment pas VNN1 de manière générale. Dans ces modèles, 

le phénotype est probablement conditionné par l’effet du pantothénate et/ou de la 

cystéamine, produits d’une activité VNN1 sur des cellules tissulaires. De manière intéressante, 

dans la plupart des cas évoqués, les phénotypes obtenus dans des modèles murins 

récapitulaient assez fidèlement les observations faites en pathologie humaine.  

Des effets cytoprotecteurs sur des cellules épithéliales ont été observés dans trois 

contextes. Dans un modèle de diabète de type 1, l’expression de VNN1, par les cellules  des 

îlots de Langerhans, exerce un effet cytoprotecteur en renforçant la résistance au stress 

cellulaire (172). Un résultat similaire a été observé après intoxication hépatique par 

l’acétaminophène. Par ailleurs, une forte activité Vanin1 dans le sang confère une protection 

contre le stress oxydant pour les érythrocytes et une augmentation de la résistance à la 

malaria (173). Enfin et plus précisément, la surexpression de VNN1 par transgenèse dans 

l’épithélium intestinal s’associe d’une part à une dysbiose génératrice d’acides gras à courte 

chaîne (SCFA) au potentiel immunorégulateur, et d’autre part à une amélioration de l’état 

énergétique des colonocytes, dépendant de la respiration mitochondriale, consommatrice du 

butyrate notamment (174). Le cumul de ces deux effets augmente le niveau de vitamine B5 
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et de coenzyme A colique, renforce la fonctionnalité des colonocytes et l’efficacité de la 

barrière intestinale.  

Des effets immunomodulateurs ont été observés dans divers modèles auto-immuns 

ou infectieux principalement. Dans un modèle d’infection Schistosoma mansoni, l’expression 

de Vanin1 est associée à une augmentation des dommages tissulaires induits notamment par 

les neutrophiles dans l’intestin (175). Dans un modèle tumoral induit dans un contexte 

inflammatoire (cancer colique induit par le DSS) où les niveaux de génération de ROS et le 

stress oxydant sont élevés, l’expression de Vanin1 peut favoriser la progression tumorale en 

limitant l’effet cytotoxique des ROS sur la cellule tumorale et la mort cellulaire. Dans un 

modèle de sclérodermie, l’expression de VNN1 par les myofibroblastes associés aux zones de 

fibrose est corrélée à une augmentation des auto-anticorps et de cytokines sériques comme 

l’IL4, IL6, IL13 ou encore l’IL17 (176). Cela suggère, que directement ou indirectement, la 

Vanin1 est promotrice des réponses Th2 et plus modestement Th17 et d’une inflammation 

médiée par les cellules B, le tout aggravant la maladie. Ce type de réponse dans un contexte 

tumoral pourrait être associé à un mauvais pronostic. Globalement dans tous ces modèles, 

l’effet améliorant ou aggravant est lié à un effet amplificateur des réponses immunitaires 

induit par le contexte pathologique : il est délétère car générateur de dégâts tissulaires dans 

la schistosomiase ou la sclérodermie.  Il est protecteur dans une colite en augmentant le taux 

des SCFA cytoprotecteurs et immunorégulateurs. Il est donc difficile a priori de prédire 

l’impact de la surexpression de Vnn1 dans un modèle tumoral compte des nombreux niveaux 

d’impact sur le métabolisme cellulaire et le phénotype immunitaire associé aux tumeurs.  

L’effet sera-t-il prédominant sur les cellules tumorales, les cellules stromales fibroblastiques 

ou adipocytaires associées aux tumeurs ou sur les différents sous types de cellules de 

l’immunité ?  

Force est de constater que l’ensemble de ces observations ne semble pas vraiment 

pouvoir répondre à la question d’une corrélation de l’expression de la Vanin1 et le pronostic 

médical. Pourtant, elles permettent de mettre en évidence que plusieurs éléments sont à 

prendre en compte pour établir une corrélation.  

Dans le cancer du pancréas où l’expression de VNN1 est de mauvais pronostic et n’est 

pas associée à une signature immunitaire, on sait que le niveau d’infiltration et d’activation 

du système immunitaire est insuffisant pour permettre l’éradication de la tumeur. Nos 

résultats ont également montré que la pantéthine n’avait aucun effet dans un modèle 

d’ostéosarcome murin, ce type de sarcome étant un exemple de désert immunitaire. Ainsi, la 

variable « système immunitaire » semble avoir son importance. Dans les analyses des banques 

transcriptomiques humaines disponibles, nous avons pu corréler le bon pronostic associé à un 

niveau élevé de VNN1 à la présence de signatures immunitaires. Il serait intéressant d’étendre 

ces études à d’autres modèles et de tenter de corréler les données humaines avec des 

modèles murins.  

Les corrélations décrites chez l’Homme sont principalement basées sur l’étude de l’expression 

génique de VNN1. Cette expression varie selon les tissus à l’état basal, et il serait intéressant 

de connaître comment elle évolue au cours de la transformation tumorale. Les données 
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obtenues chez la souris dans le modèle des souris double knock-out pour les gènes p16 et p19 

montrent que les rares fibrosarcomes qui se développaient chez ces souris exprimaient des 

niveaux très faibles de Vnn1 alors que des myofibroblastes activés expriment de hauts taux de 

Vnn1 (161). Dans ce modèle, l’évolution des tumeurs s’accompagnerait d’une perte 

d’expression de Vnn1 et donc de vitamine B5 puis de coenzyme A. C’est dans ce type de 

modèles que la supplémentation en pantéthine a eu un effet thérapeutique indirect en dopant 

les réponses immunitaires. Il resterait à vérifier cette hypothèse dans d’autres types de 

tumeurs exprimant des niveaux variables de VNN1 en phase initiale ou terminale de la 

maladie. La Vanin1 existe aussi sous forme sérique, et l’activité pantéthéinase dans les fluides 

mériterait d’être investiguée en parallèle avec la progression tumorale.  

D’autre part, l’expression de Vanin1 est contrôlée par la prise alimentaire, notamment 

pendant les périodes de jeûne. Dans la majorité des cas, les biopsies sont réalisées chez les 

patients à jeun, nous pouvons donc nous interroger sur la relevance des niveaux de Vanin1 

mesurés dans les échantillons. De plus, les patients atteints de cancer présentent 

fréquemment une altération de leur prise alimentaire ou de dysbioses qui peuvent altérer les 

effets bénéfiques portés par la Vanin1. En effet, le niveau d’expression de Vnn1 modifie 

l’équilibre du microbiote intestinal et la présence de bactéries peut moduler le niveau de Vnn1 

intestinale, notamment dans le colon (174).  

Enfin, l’action de l’activité Vanin1 est liée à l’augmentation de la respiration 

mitochondriale et à une amélioration de l’état redox cellulaire. Dans un contexte tumoral où 

l’effet Warburg est prédominant, le fonctionnement mitochondrial est souvent altéré et les 

intermédiaires du cycle de Krebs en amont de la chaîne de transports des électrons, ou encore 

la conversion du pyruvate en lactate, limitent l’utilisation de la respiration. Ainsi, l’effet 

suppresseur de tumeur observé dans le premier modèle de sarcome étudié a pu être lié à la 

capacité de la VNN1 à réinduire un fonctionnement mitochondrial normal (161). Un tel effet 

devient improbable quand la phosphorylation oxydative ne fonctionne plus, à moins que cela 

ne contribue à augmenter la fuite d’électrons par le complexe I susceptibles de produire plus 

d’espèces réactives de l’oxygène et d’induire la mort cellulaire ou l’activation de l’immunité. 

Dans le modèle de sarcome dépendant de la cellule MCA, le métabolisme de la cellule 

tumorale est resté peu affecté par l’administration de pantéthine dont l’effet a surtout 

concerné les cellules immunitaires infiltrantes notamment de type 1, aboutissant à une 

amélioration du pronostic.   

215



 

 

Figure 28 : Rôle de la vitamine B5 et du coenzyme A dans l'immunométabolisme 

 

3) Coenzyme A, B5 et immunoréactivité 

Dans le modèle MCA, nos résultats mettent en avant un effet prédominant sur le 

compartiment immunitaire, notamment une augmentation des processus de présentation 

antigénique, l’augmentation de la voie de signalisation de l’IFN, l’augmentation de 

l’infiltration des cellules T et NK dans les tumeurs détentrices des fonctions cytolytiques.  

L’une des hypothèses est que la vitamine B5 favorise l’augmentation de l’activité 

mitochondriale dans les lymphocytes T CD8 augmentant leur potentiel antitumoral et/ou le 

développement des cellules mémoires qui dépendent pour leur survie du maintien de 

phosphorylation oxydative. Celle-ci est aussi requise en phase initiale d’activation ou 

réactivation de fonctions effectrices dans un contexte de glycolyse accrue (130). D’une 

manière intéressante, l’oxydation du glucose dans le cycle de Krebs est l’une des 
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caractéristiques de la polarisation des cellules T CD8 sécrétant l’IL22 (177). Ces lymphocytes 

CD8 de type Tc22 possèdent une forte activité cytotoxique antitumorale et augmentent la 

sensibilité des tumeurs aux immunothérapies. Il a été montré que la production d’IL22 était 

dépendante de la signalisation HIF et AhR et que l’augmentation du succinate contribuait à la 

stabilisation de HIF. Cependant, une autre étude a montré que l’accumulation de succinate 

pouvait inhiber l’activité synthase du SuccinylCoA et donc interrompre le cycle de Krebs (178). 

 Dans un contexte d’obésité, les cellules T CD4 de type Th17 acquièrent un phénotype 

inflammatoire qui requiert une augmentation de la glycolyse et de PKM2. Dans ce contexte, il 

a été montré que la vitamine B5 pouvait reprogrammer le métabolisme des Th17 par 

augmentation du coenzyme A (179). Ce processus implique l’isoforme PKM2 connue pour 

avoir une activité réduite par rapport à la PK mais dotée de la possibilité de réguler la 

transcription de certains gènes après translocation nucléaire (180). Le coenzyme A se fixe à la 

PKM2 et prévient sa translocation nucléaire conduisant à une réduction de la production de 

l’IL17 dépendante de STAT3 (181). La vitamine B5 est aussi associée à un meilleur pronostic 

dans l’EAE et la colite, pathologie en inhibant les réponses Th17 impliquées dans la 

pathogénicité (174,182).   

L’implication du coenzyme A dans l’oxydation des acides gras et l’activité 

mitochondriale pourrait être favorable à une immunité de type Th2 en optimisant le 

métabolisme oxydatif des macrophages M2 (183) et les fonctions des cellules T CD4 

régulatrices dont le maintien homéostatique dépend d’OXPHOS (184). Dans les tumeurs 

traitées à la pantéthine, les cellules myéloïdes infiltrantes possèdent une signature de 

présentation antigénique dépendante de l’action de l’IFN et associée à une signature 

OXPHOS. Le lien entre phosphorylation oxydative et présentation antigénique reste discuté 

au sein de la communauté scientifique. Plusieurs travaux montrent que l’implication de la 

chaîne de transports des électrons est envisagée par sa capacité à augmenter l’inflammation 

via son rôle dans les fonctions immunitaires. Dans un modèle de mélanome, la réponse aux 

immunothérapies dépend de la -oxydation mitochondriale et de la présentation antigénique 

(55). Dans les macrophages, l’administration de coenzyme A oriente l’utilisation du glucose 

pour alimenter le cycle de Krebs, augmentant l’activation de gènes pro-inflammatoires par 

régulation épigénétique médiée par l’acétyl-CoA. Ceci favorise l’activité antitumorale dans un 

modèle de cancer du sein (185). Dans le même ordre d’idée, il a été montré que la vitamine-B5 

augmente les fonctions des macrophages lors d’une infection bactérienne (186). L’acquisition 

des capacités de présentation antigénique et la réponse à l’IFN dans les cellules 

présentatrices d’antigènes nécessite l’augmentation de l’activité mitochondriale (187,188). 

Nos résultats sont en phase avec ces observations en montrant que l’efficacité thérapeutique 

de la pantéthine nécessite l’implication des cellules cDC1 et des cellules T CD8. En effet, La 

mise en place d’une réponse effectrice des lymphocytes CD8 requiert la présentation croisée 

des cDC1. De manière intéressante, les cellules dendritiques CD8+ utilisent la voie de 

signalisation Hippo Mst kinase pour augmenter les ressources énergétiques consommées par 

les mitochondries et nécessaires au maintien de la présentation croisée et de la production de 

l’IL12. Nous avons trouvé que la quantité d’IL12 était fortement augmentée dans les tumeurs 
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de souris traitées à la pantéthine. Enfin, l’activité mitochondriale est essentielle durant 

l’activation, la production de cytokine et la différentiation des cellules T (189–191). Le 

complexe I de la chaîne de transport d’électrons est requis lors de la prolifération des cellules 

Th1 et le remodelage épigénétique, alors que le complexe II sera nécessaire à la maintenance 

des fonctions effectrices (192). L’acétyl-CoA peut augmenter la synthèse lipidique, la 

production d’IFN et l’activité cytolytique des cellules T CD8 (193,194). L’acétyl-CoA 

mitochondrial peut également participer à la cétogénèse et à la production d’hydroxybutyrate 

qui vont modifier la lysine 9 de l’histone 3 par un mécanisme épigénétique. Cela va conduire 

en aval à l’augmentation de régulation des gènes FOXO1 et PGC1s qui conduisent à 

l’augmentation de l’expression de PCK1. Par conséquent, la gluconéogénèse et la voie des 

pentoses phosphates vont augmenter améliorant le contrôle redox dans les CD8 mémoires 

(195). Ainsi, il serait intéressant d’approfondir l’immunométabolisme des cellules à différentes 

étapes de la cinétique de progression tumorale après un traitement à la pantéthine et 

comprendre par quel mécanisme la respiration et les fonctions des mitochondries sont 

améliorés dans les lymphocytes T CD8.  

 

 

Figure 29 : Bilan de l'effet thérapeutique dépendant de la voie de signalisation Vanin1 
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4) Perspectives et limites du traitement à la pantéthine 

La voie de signalisation du coenzyme A, qu’il s’agisse de l’activité pantéthéinase de la 

Vanin1, de la cystéamine ou du pantothénate reste une cible thérapeutique de choix par la 

multiplicité des processus dans lesquels elles interviennent. Cependant, il est nécessaire que 

les protocoles thérapeutiques soient adaptés pour que son bénéfice thérapeutique soit 

observable. Il faudrait pouvoir identifier des marqueurs prédictifs de son efficacité 

thérapeutique associés à l’activité mitochondriale ou à la présence d’un infiltrat immunitaire. 

Plusieurs limites peuvent être discutées : i) l’épuisement des cellules T conduit à des 

altérations mitochondriales irréversibles qui peuvent limiter l’action bénéfique de la 

pantéthine sur le compartiment lymphocytaire ; ii) dans le cadre d’une utilisation en 

combinaison thérapeutique, il est nécessaire que les drogues utilisées n’agissent pas sur des 

mécanismes analogues. Par exemple, nos résultats ne montrent pas d’effet synergique de la 

pantéthine avec le dichloroacétate ou avec les anticorps bloquants l’axe PD1 sur la croissance 

tumorale. En effet, l’activité des anti-PD1 et l’administration de pantéthine agissent d’une 

manière similaire sur l’augmentation des fonctions mitochondriales et la production de ROS 

dans les cellules T CD8 (196).  

Le pantothénate est présent en concentration variable dans tous les milieux de culture 

utilisés. Le transfert adoptif de cellules T portant un récepteur chimérique, appelée CAR T, 

nécessite une période de mise en culture et d’expansion in vitro avant d’être retransférés aux 

patients. Il serait intéressant de connaître l’impact d’une supplémentation en vitamine B5 

dans le milieu de culture sur l’activité cytolytique in vivo des CD8 CAR T ainsi que la mise en 

place de fonction mémoire.  

L’un de nos résultats sur les données métabolomiques tend à suggérer que la 

pantéthine pourrait modifier la composition et/ou l’activité du microbiote, déjà prouvé dans 

un modèle d’IBD (174). Nous avons observé que sous traitement antibiotique déplétant le 

microbiote, l’effet thérapeutique de la pantéthine était perdu. Compte tenu des multiples 

rôles du microbiote dans la résistance aux immunothérapies (116), il serait intéressant de voir 

si l’influence de la pantéthine sur le microbiote peut avoir un effet bénéfique sur la réponse 

anti-tumorale. Enfin, comme nous l’avons montré dans le modèle HSV1, la supplémentation 

en pantéthine pourrait améliorer l’efficacité de traitements antiviraux ou de vaccination par 

promotion des réponses antivirales des cellules T.  

 

Ainsi, la reprogrammation de la mitochondrie lorsqu’elle est possible peut favoriser les 

réponses antitumorales de cellules de l’immunité. Cet effet aurait un intérêt dans des modèles 

tels que celui développé à partir de la lignée MCA qui possède une faible capacité respiratoire 

mitochondriale.  Par ailleurs, dans un modèle ayant une forte capacité mitochondriale, l’effet 

de l’expression de la Vanin1 pourrait cibler à la fois le compartiment tumoral par un effet anti 

Warburg et le compartiment immunitaire.  
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B) Dynamiques mitochondriales et thérapies ciblées 

 

Dans notre second axe de travail, nous avons cherché à manipuler l’activité 

mitochondriale des cellules tumorales.  Pour cela, nous avons choisi de cibler l’un des 

processus dynamiques de la mitochondrie en réponse à un stress cellulaire : la fusion et la 

fission, régi par les protéines OMA1 et OPA1. Nous avons étudié comment une mutation 

d’OMA1 pouvait avoir des conséquences directes sur les fonctions mitochondriales dans une 

cellule cancéreuse, influencer sa croissance et potentiellement moduler l’immunoréactivité 

de la tumeur. 

1) OMA1 et OPA1 marqueurs pronostiques ? 

Nous avons interrogé des banques de données humaines pour connaître la valeur 

pronostique d’OMA1 et d’OPA1 en termes de survie sans métastase et de corrélation avec 

une infiltration immunitaire. Les analyses réalisées suggèrent que l’expression d’OPA1 est 

significativement corrélée à une diminution de la survie sans métastase et l’expression 

d’OMA1 suit la même tendance. L’expression d’OPA1 est associée à un score CINSARC à haut 

risque (CINSARC est un acronyme pour Complexity INdex in SARComas). La faible expression 

d’OPA1 est associée à une bonne infiltration immunitaire, à une présentation antigénique 

augmentée et à une activité cytolytique présente. Le niveau d’expression d’OMA1 ne semble 

pas influencer la qualité de l’infiltrat immunitaire. La littérature possède également quelques 

exemples où la valeur pronostique d’OMA1 et d’OPA1 a été évaluée dans différents types de 

cancer. La surexpression d’OMA1 favorise la reprogrammation métabolique dépendante de 

l’hypoxie dans le cancer colorectal (127) et est de mauvais pronostic dans les carcinomes 

gastriques, carcinome du sein et des cellules squameuses du poumons (197). Au contraire, son 

expression peut être associée à une survie améliorée dans un type de cancer du sein et dans 

les adénocarcinomes du poumon (197,198). Comme pour la Vanin1, nous pouvons émettre 

l’hypothèse d’une utilisation différentielle des mitochondries dans les types de cancer limitant 

l’implication des voies de signalisation mitochondriales dans la progression tumorale.  

2) Cibler les fonctions d’OPA1 et OMA1 dans un contexte tumoral 

Les données que nous avons obtenues chez l’Homme et les données montrant la 

contribution d’OPA1 dans la régulation de l’angiogenèse et de l’apoptose (199) confortent 

l’hypothèse que moduler sa fonction pourrait avoir un intérêt thérapeutique. Nos résultats 

montrent que la perte de la formation d’un pont disulfure impliqué dans la fonction de 

perception du stress oxydant par la protéine OMA1 abroge sa fonction catalytique, et en 

empêchant le clivage d’OPA1 en situation de stress à une détérioration des fonctions 

mitochondriales. Ainsi, ce site redox d’OMA1 serait une cible pharmacologique. In vivo, nous 

n’avons pas pu démontrer ce point en administrant des métabolites comme la 

N-acétylcystéine ou la cystéamine qui ne semblaient pas altérer l’état redox d’OMA1 dans les 
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conditions utilisées. Le développement d’inhibiteurs d’OMA1 est complexe compte tenu de 

l’absence de structure tridimensionnelle et du manque de moyens d’évaluation de l’activité 

d’OMA1 in vivo (200).  

Dans nos expériences, l’inhibiteur d’OPA1, MYLS22, ne semble pas apporter de 

bénéfice thérapeutique sur la croissance tumorale des sarcomes. Pourtant, son utilisation 

dans un modèle d’adénocarcinome en réduit la croissance (128). L’une des difficultés pour 

développer une thérapie efficace est de comprendre les mécanismes de régulation et 

l’intersection avec d’autres voies de signalisation des potentielles cibles thérapeutiques. La 

compréhension de la régulation d’OMA1 possède de nombreuses lacunes, notamment sur son 

mécanisme d’activation. Certaines études semblent montrer l’effet d’une variation des 

niveaux d’ATP (201) sur le mécanisme d’autoclivage (202) ou sur sa localisation dans la 

membrane interne des mitochondries (203). La contribution d’OMA1 ou d’OPA1 au complexe 

MICOS qui régule le fonctionnement des crêtes mitochondriales reste trop parcellaire. Enfin, 

la molécule DELE1 a été identifiée comme cible d’OMA1 en réponse au stress et lie le 

fonctionnement mitochondrial au fonctionnement du réticulum endoplasmique. Ce 

mécanisme pourrait aussi contribuer aux phénotypes observés dans notre modèle d’étude 

(204).  

La régulation de la dynamique mitochondriale a pourtant permis le développement de 

plusieurs thérapies ciblant principalement DRP1. En effet, DRP1 est souvent surexprimé dans 

de nombreux types de cancer comme le cancer du poumon, du colon, du sein ou le mélanome 

par exemple (205). Ces tumeurs présentent un niveau élevé de fission mitochondriale associée 

à la reprogrammation métabolique, à la progression du cycle cellulaire, à l’augmentation de 

la migration et à l’invasion métastatique. Dans un modèle de tumeur du cerveau, l’inhibition 

de DRP1 augmente l’apoptose et inhibe la croissance tumorale (206). Dans un modèle de 

cancer du sein, l’inhibition de DRP1 limite les capacités métastatiques (207). Dans cette même 

étude, la surexpression de MFN1, protéine promotrice de la fusion conduit aux mêmes effets. 

Le blocage des processus de fusion par déplétion de l’expression d’OPA1, favorise la 

désorganisation du réseau mitochondrial, la dissipation du potentiel de membrane, le 

relargage du cytochrome c et l’apoptose dans des cellules de tumeurs ovariennes (208). Ces 

résultats sont cohérents avec ceux que nous avons obtenus où les mutants OMA1 perdant les 

capacités de clivage d’OPA1 ne poussent plus dans une souris immunocompétente mais ont 

une croissance normale chez une souris Nude. Ceci nous a conduit à explorer l’impact de la 

mutation d’OMA1 sur le déclenchement d’une réponse immunitaire.  

3) OMA1/OPA1 et l’immunité 

L’absence de prise de greffe des mutants OMA1 dans un modèle immunocompétent 

suggère un rejet par le système immunitaire. Nous avons exclu l’hypothèse d’un défaut 

d’implantation des cellules par l’utilisation d’un modèle chimérique comportant à la fois des 

cellules mutées et des cellules non mutées. Par ailleurs, la présence du clone présentant la 

mutation d’OMA1 était suffisante pour diminuer la croissance des clones non mutés. Nous 

avons donc cherché à identifier des signaux activateurs de l’immunité de type DAMPs. La 
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contribution de la production de ROS mitochondriaux n’étant pas différentielle, nous avons 

pu corréler le déclenchement de la réponse immunitaire au relargage d’ADN mitochondrial. 

Les conséquences du relargage d’ADN mitochondrial dépendent de la nature de l’infiltrat 

immunitaire. Il peut favoriser la progression tumorale en augmentant l’activité des 

neutrophiles (209) ou au contraire augmenter la présentation croisée par les cDC1 et 

promouvoir le développement d’une réponse antitumorale des cellules T cytotoxiques (210). 

Dans un modèle génétique murin dépourvu de cellules cDC1, la croissance des clones 

tumoraux mutés est de nouveau observée renforçant la contribution de ces cellules dans le 

rejet des tumeurs. L’impact de la mutation sur l’activation des cDC1 peut également avoir une 

portée plus directe. Effectivement, il a été montré que l’inhibition de la fission mitochondriale 

est associée à une augmentation de l’expression du CMHI à la surface des cellules 

cancéreuses. Ainsi, l’altération du clivage d’OPA1 par la mutation d’OMA1 pourrait limiter la 

fusion mitochondriale dans les tumeurs et potentialiser la réponse antitumorale en favorisant 

la reconnaissance par le système immunitaire (93). 

 Les mécanismes de mort induite in vivo restent à étudier. En effet, l’activation d’OMA1 

in vitro est dépendante de l’utilisation de l’agent découplant CCCP. Cependant, l’activation 

d’OMA1 au sein d’une tumeur peut dépendre de plusieurs paramètres. Étudier l’impact de la 

mutation d’OMA1 sur la mort in vivo pourrait permettre de mieux comprendre nos résultats. 

En effet, la perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie est un point de 

bascule lors des processus apoptotiques et nombreux processus inflammatoires activés lors 

de la mort cellulaire en dépendent. Le relargage d’ADN mitochondrial et autres DAMPs 

mitochondriaux peut avoir un effet immunostimulant. Une étude récente a démontré que le 

relargage d’ADN mitochondrial dans le cytosol se fait progressivement par l’élargissement des 

pores BAX/BAK (211). La présence d’ADN mitochondrial peut déclencher la voie de 

signalisation cGAS et la génération des messagers secondaires cGAMP, déclenchant ainsi 

l’activation et la translocation de STING dans le Golgi. STING va activer TBK1 qui va le 

phosphoryler et cibler également IRF3 favorisant l’expression des gènes stimulés par l’IFN. Il 

peut également favoriser la voie NF-B. Le relargage d’ADN mitochondrial peut également 

être détecté par TLR9 et l’inflammasome NLRP3. Cependant, les mécanismes inflammatoires 

engendrés après perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et le relargage 

d’ADN mitochondrial est étroitement lié à l’activité des caspases. En effet, les caspases 

peuvent cliver et inactiver certains DAMPs ou des régulateurs clefs de l’inflammation : l’IL33 

(212), cGAS, MAVS, IRF3, NEMO ou encore Iκκβ (213–216). Ainsi, pour promouvoir une mort 

cellulaire immunogénique suite à la reconnaissance de l’ADN mitochondrial, il est essentiel de 

connaître l’activité des caspases voire de l’inhiber, point qu’il resterait à caractériser dans les 

cellules OMA1 mutées. Une approche de l’inhibition d’OMA1 pourrait être envisagée à des 

inhibiteurs des caspases pour augmenter l’immunogénicité et la réponse antitumorale.   
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4) Perspectives et limites 

L’une des limites du ciblage de l’activité dépendante d’OMA1 et OPA1 est le risque 

d’altérer les fonctions des autres cellules composant le microenvironnement tumoral. Comme 

nous l’avons vu précédemment, la dynamique mitochondriale est essentielle lors de la 

différenciation, l’activation et la production de cytokines par le système immunitaire (51). 

Ainsi, l’utilisation systémique ou locale d’inhibiteur d’OMA1 ou d’OPA1 pourrait fortement 

impacter les fonctions du système immunitaire et favoriser la progression tumorale. En effet, 

OPA1 joue un rôle dans la maturation des thymocytes notamment au stade du précurseur 

DN3 où la respiration oxydative joue un rôle majeur. La déplétion d’OPA1 mène à une 

susceptibilité des thymocytes à la mort cellulaire et à une forte signalisation du TCR. Les T 

matures ayant perdu l’expression d’OPA1 présent un phénotype mémoire effecteur en 

l’absence de stimulation antigénique (217). D’une manière similaire, la déplétion d’OPA1 dans 

les cellules myéloïdes empêchent la différenciation en macrophage de type M1. La déplétion 

d’OPA1 dans ces cellules conduit à l’accumulation des métabolites du cycle de Krebs et à une 

voie de signalisation NF-B dysfonctionnelle. Dans un modèle de régénération musculaire, les 

macrophages ayant perdu OPA1 persistent dans le tissu endommagé causant un excès de 

collagène et empêche la cicatrisation musculaire.  

 

5) Conclusion 

Mon travail de thèse m’a convaincu que cibler la mitochondrie est essentielle dans le 

développement des futures combinaisons thérapeutiques en oncologie. Elle offre de 

nombreux avantages pouvant freiner la croissance intrinsèque des cellules cancéreuses et 

favoriser le développement d’une réponse immunitaire durable tout en prévenant les 

différentes altérations du système immunitaire induites par les cellules cancéreuses. Cibler la 

mitochondrie apporte également l’avantage de réorienter les flux métaboliques et d’assurer 

une bonne répartition des ressources au sein du microenvironnement, favorisant le 

rétablissant et/ou la réactivation du système immunitaire. Ainsi, de nombreuses thérapies 

ciblant la mitochondrie ont été approuvées pour une exploitation thérapeutique, avec des 

usages et finalités différentes. Nous retrouvons ainsi différents inhibiteurs de la chaîne de 

transport des électrons comme la metformine et la roténone, inhibiteurs du complexe I, la 

doxorubicine, inhibiteur du complexe IV ou encore l’oligomycine, inhibiteur de l’ATP synthase 

parmi les plus connus (218). Certaines thérapies vont promouvoir la perméabilisation de la 

mitochondrie (219), d’autres l’augmentation de la production de ROS comme la menadione, 

la motefaxin ou l’imexon pour en citer quelques-uns. Les recherches futures devraient 

permettre d’approfondir cette piste thérapeutique.  
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