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Plan du Cours

I- Rappels sur la mitochondrie
- Organisation cellulaire et structurale
- Réle métabolique (Cycle de Krebs, Respiration cellulaire)
- ROS et mitochondrie
- Role dans l'apoptose

Il- Cancer: Altérations mitochondriales et implications métaboliques
- Métabolisme des cellules cancéreuses

- L'Effet Warburg

- Acteurs de la reprogrammation métabolique

- Altérations génétiques (mutations germinales, réle dans la tumorigéneése)

llI- Perspectives diagnotisques et thérapeutiques
- Application diagnostique: FDG-PET Scan
- Stratégie thérapeutique : Le dicloroacetate



La mitochondrie explose

From special issue:
Science, March 1999

“Mitochondria” reports (PUBMED)
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Rappel sur la

mitochondrie




Historique

1890 Altman : découvre dans les cellules des granules tres
semblables en dimensions et aspects a des bactéries. Il leur donne
le nom de bioblastes

1932 Bensley: isole les mitochondries a partir du foie de cobaye

1952-1953 Palade et Sjostrand: décrivent l'organisation générale
des mitochondries

1964-1965 Schatz/Nass : mettent en évidence ’'ADN mitochondrial

1996 Liu et al. : décrivent le role des mitochondries dans
I'apoptose



La mitochondrie

Organite dynamique intracellulaire a double membrane

Présent uniquement chez les eucaryotes
dans tous les types cellulaires (sauf GR)

Intervient dans de nombreux processus
cellulaires (énergie, signaling, apoptose,
homéostasie)

Possede son propre génome (16 Kb) e s

* 2 (ANA peons

Origine endosymbiotique
Héritage maternelle o B s

/




* Organelle dynamique s’adaptant aux changements

morphologiques de la cellule :
- interaction microtubules et actine (moteurs moléculaire)

- variable selon le type cellulaire (production ATP)

-taille et nombres varient selon le type cellulaire:
globulaires: 0,5 a 1um de diametre
filamenteux: jusqu’a 10um de long

—— ‘f - — .“ T mitochondria

= } e — i '

- — o
__i, = & =
S— — . ——

- _ flagellar axoneme
g =
< i myofibril of contractile apparatus



Organisation mitochondriale dans
difféerents types cellulaires

Mouse myoblast Mouse pblas Huga Fibroblast Human Fibroblast S. Cerevisiae
Milotracker Red ] L 5120 TMRM (5120) (Tagged ‘ucunnl} 2 planes
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— :
Human Myoblast Ralpancreatic acinar cells BGM ceiis (E ) Mouse hippocampal Glia Mousehippocampa neuron
R123 (HIBM) (R123) 2 planes R123 WR123
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Human Myotube mmwe CHQ cells {EYFP 4 “" (inan fibroblast Hela cells (R123)
mitoEYFP (contral} - SJC-1 (Control L 0) a-mtHSPT0




Liaison mitochondrie/cytosquelette

coloration Rhodamine 123 marquage Ac anti-tubuline
(mitochondries)



Structure

Outer membrane

Matrix 4

- Inner membrane

Crista

Ribosomes

1T m

—



les crétes de I} mltochondne détail dune créte,
repli de la

membrane intermne

espace
_infermembranaire
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Roles de |la mitochondrie
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Un carrefour cellulaire

* Role Métabolique +++:

Production d’énergie via ATP et NADH (cycle de Krebs,
Béta-oxydation), de chaleur

* Principal source de ROS dans la cellule
* Synthese de stéroides hormonaux

* RoOle dans la signalisation calcigque

* RoOle dans I'apoptose



Roles de la mitochondrie

Role dans I'apoptose

Role dans le stress €
oxydant (ROS) e

Role métabolique

14



RoOle dans le métabolisme

Outer mitochondrial membrane (permeable to metabolites)
902 Intermembrane space

I Citric acid cycle
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i1 1
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n Pyruvate dehydrogenase, citric acid cycle, and fatty acid metabolism
Electron transport from NADH and FADH; to oxygen; generation of proton-motive force

ATP synthesis by FyF, using proton-motive force
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Mitochondrie et respiration cellulaire

* La chaine respiratoire ou unité d’oxydation est
un ensemble ordonné d’enzymes:

| a NADH réductase (complexe 1)
|a succinate-Qréductase (complexe Il)

|a cytochrome c réductase (complexe lll)
La cytochrome c oxydase (complexe 1V)
" ATP Synthase (FO-F1, Complexe V)



Les Acteurs

Cytoplasmic H™*
side

( NADH-DH

NADH Succinate
Complex Complex Complex Complex Comvplex
I ] mn v
Matrix
side

M Saraste Science 1999;283:1488-1493



La respiration

Une cascade d’échange H*/e-

NADH transfere ses
électrons a plusieurs
intermédiaires et

finalement a I'oxygene

Cyanure, monoxyde de

carbone et roténones
bloquent ce transfert

NADH-CoQ reductase
400 {complex 1)
NADM NAD"+ H
\26/‘ marate « 2 H* FAD + 2 W°
‘ Succinate f FADH
200 - EMN y / oy
H H* 2\/ 2\/
£ Succinate-CoQ
" L+ FAD
Fe-S /FQ}S“) reductase (complex i)
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s Or N Co——
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L Cvib
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T FeS )
.g 200 L l CoQH, -cytochrome ¢
=1 Cyt ¢, reductase (complex i)
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Cytochrome ¢ oxidase
{complex IV)
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Etape finale de la phosphorylation oxydative
La production d’ATP

Mitochondrion

Outer I :
membrane ntermem rane space
f:.
+++ / )
arr | Fy ==ppH’ Matrix
synthase F1 / ATP /

" ADP + P,

H+
H,O NAD*
, NADH\O%V
Inner / .
membrane @

La respiration produit in fine un gradient de proton
utilise par I’ATP synthase pour produire de I'ATP



La Force proton motrice

INTERMEMBRANE SPACE W’

_ L B O O O

inner .
- proton-motive membrane
mitochondrial [ force due 10 potential AV

membrane
MATRIX =
[t . . H.
H7
.pp H* H
€ SPACE H* HH* W oy
s H >< H M K" M
) _ . H*H'H'H™ H
inner ) i
: . roton-motive H
el E e spH -
aagwent
My : force due to g P
MATRIX H* pH 1.5

Les intermeédiaires de la chaine respiratoire pompent des ions H* vers
'espace intermembranaire => création d’un gradient

Passage via les pores de 'ATP synthase avec récolte d’énergie
potentielle => formation d’ATP (chimiosmose)



LUATP synthase

‘ == membrone"
exteme .

tube de

\ jonction
de créte |
membrane ‘

infeme




LUATP synthase: Un moteur moléculaire

Intermembrane space

0 Q J A rotor in the

membrane spins
clockwise when H*
flows through it down
the H* gradient.

A stator anchored in
the membrane holds
the knob stationary.

As the rotor spins, a
rod connecting the
cylindrical rotor and
knob also spins.

The protruding,
stationary knob
contains three
e catalytic sites that
- ATP join inorganic
Q 'y phosphate to ADP

to make ATP when
Mitochondrial matrix the rod is spinning.




Rendement en ATP

* Nettement meilleur en présence d’oxygene
* 1 mole de glucose=686 Kcal d’énergie
* 1 mole d’ATP=7.3 Kcal d’énergie

Fermentation

Efficacite 2%

Respiration aérobique

Efficacitée 40 %

18 X plus d’énergie !




Régulation de la phosphorylation
oxydative

* Elle dépend de I'lapport en NADH, en oxygene et
surtouten ADP et Pi
Au repos: rapport [ATP]/ [ADP]+[Pi] élevé =>la
phosphorylation tourne au ralenti

A l'effort: rapport [ATP]/ [ADP]+[Pi] s’abaisse du
fait dela consommation d’ATP =>la vitesse de la

phosphorylation s’accélere



Et siil ny a pas d’'oxygene?

2 ADP + 2P,
Mort pour la plupart des

animaux v o

| ' | =, C=0
Mals: po.ur certa'ms Ig Glicoes | T -
respiration anaérobique | ?=
permet d’obtenir de CH,
I'énergie

. 2 Acide
: o o

Fermenjcatlon I?cqque. i M
conversion de l'acide Cc=0 '
pyruvique en acide lactique H—?—OH
(consomme 2 NADH: CH,

résultat net=2ATP) 2 Acide lactique



ROS et Mitochondrie

Mitogenes uv

Pathogénes

X

Phagocytes

Cytokines

Radiations
Fer ionisantes Drogues

ENVIRONNEMENT

| /
/ ——"
// Detoxification des
/ Xénobiotiques

CYP450...

=

Métabolisme cellulaire
l xanthine oxidase, LOX, COX..

DNA

mutations

—

Peroxydation  Carbonylation

Altérations

=

lipides protéines

\ Relargage de procwmﬁon réactifs J

DYSFONCTION CELLULAIRE



Chaine respiratoire mitochondriale

02

Méme dans des conditions de respiration normale, 1d 5% de I’ O,

H,0,

Espace
intermembranaire

. Cu/ZnSOD

r

000000

:0: +2H'  HO

0, — 105" e — 658 cgalbid
- - 3 ATP
MnSOD
e Matrice
H.0,

est réduit par un mécanisme univalent qui conduit a |'apparition de

ROS.



Réponse cellulaire

A. FREE RADICAL GENERATION

O;
Inflammation
Radiation
Chemicals
Rolpmfuﬂoﬂ NADPH
njury oxidase” |
(& ./
023
Reactive oxygen Reactive oxygen Foozfpmton\peoa
species: species: N
“a : SOD
03, H;0,, OW 0;, H;0,, OH 0, — H,0; OW + OH;
Istathione
All membranes Catalase g«oxidase H0
Membrane lipid « Vitamins E and A GSSG 2GSH
peroxidation * [i-carotene H.0 Glutathione
reductase
Mitochondria
*SOD
* Glutathione
Cytosol ——— peroxidase
* SOD
« Vitamn C Peroxisomes
* Giutathione k * Catalase
peroxidase p S
* Ferntin ‘
fragmentation and fragmentation * Corviopiasmin
B. CELL INJURY BY FREE RADICALS C. NEUTRALIZATION OF FREE RADICALS ~ NO CELL INJURY

© Elsevier 2005



Effet deleteres des ROS
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ROS et homeéostasie cellulaire

Réparation des tissus |ésés

Cause traumatique b 3,
STRESS — —
Cause infectieuse /

Signal de danger

Défenses naturelles
Plusieurs cas de figures existent:

- Production & haute dose de radicaux libres
- dommages cellulaires directs, mort cellulaire

- production a faible dese, ou surproduction chronique de produits
prooxydants
- activation de voies de signalisation cellulaire
- stimulaticen de la prolifération cellulaire
- dommages aux protéines, DNA et lipides
cellulaires

Tant que I'équilibre est maintenu entre ROS et défense antioxydante,
le systéme fonctionne parfaitement

- une baisse des défense antioxydante
- une augmentation de preduction des ROS

vont entrainer la cellule dans un cycle délétére

Réponse a

l'agression \

Systemes de
Detoxification
Immunité
Réparation

7~

|
/\ L quiibrium

y. (AOX « ROY)
£
y on\

- ROS

/\4’\

Oxidatlive stress

(Excoss ROS)

/on

Oxidative stross

(Deplotod AOX)

ROS '

Antioxiciants Oxbkdants




Dépendance metabolique

EFFECT OF SUBSTRATE AVAILABILITY ON
ROS PRODUCTION

Faty |[Lactate ||Glucose

acids Insulin
| v,
| 2 I
Glucose y W
GIuco{o-BP @Glycogon
- . Fructoie-sp -------- §
La production des ROS dans la chaine :

respiratoire dépend de I'abondance en
substrat (glucose, lactate, acides gras Amino

acids

acetyl CoA
|Citrate|

=> Relation ROS/Métabolisme

mitochondria )
H WS
0,

Droge, W. Physiol. Rev.2002, 82: 47-9 -



RoOle des ROS dans la transduction

du signal
PISK/AKT
nputs | S /smrs
FOXOs | ia |
mTORC1 Oncogenes __Hypoxia |
\ L /‘/TNFU,
f | \ Phosphatases
PHD2 f ' \

e ﬁ[ "l' L ; AMPK




Les mitochondries dans 'apoptose

* La phase effectrice de 'apoptose se caractérise par 'ouverture
des pores de transition de permeabilité des membranes
mitochondriales:

1. Laugmentation massive du calcium cytosolique par fuite du
calcium

2. La chute du potentiel transmembranaire mitochondrial

3. La libération de cytochrome ¢ de la mitochondrie dans le
cytosol

4. Uarrét de la phosphorylation oxydative

5. La libération des protéines apoptogenes mitochondriales
comme le cytochrome c, les caspases 3 et 9 el le facteur AIF

La libération est sous le controle de la protéine anti-
apoptotique bcl2 (famille de protéines régulatrices de
I'apoptose)



Extracellular
stress

P

Dependency
receptors

v
v
- - m Caspase 3 Caspase-independent effectors

Apoptosis =

Lorenzo Galluzzi Nature Reviews Neuroscience 2009 10, 481-4§4




et 'impli atuons metabohques
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Le cancer: Un phénotype particulier

Drivers Advantages Potential kabilities

A Tumor microenvironment C Increassd bosynthess F Toxc metabolites
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Cancer:

Une vue globale du métabolisme

Glycolysis
association \
\ I;ISK
Inhibited
OXPHOS |
Evadi suffiaiancy
apoptodnso Iin growth signals
=4 Sustanea it

Umm%ss Nor
replicative an
potential

Tissue invasion
and metastasis

\
—  HKVDAC T A mTOR

N

Anabolic
reactions

Kynurenins
/ yn

«— |actate

\

Oxygen Anaerobic
indepen- glycolysis

dence /

Proton Lactate

extrusion




Métabolisme des cellules cancéreuses

But

Fournir les composants nécessaires a la prolifération :
ATP, Equivalent réduits (NADPH), acides gras, acides nucléiques

* Modification du phénotypique métabolique pour
soutenir la prolifération => Effet Warburg

* Nombreuses voies de signalisation provoquant un
shift métabolique (PI3K, MTOR, AMPC, MYC)

* Induction des enzymes du meéetabolisme glycolytique
et glutaminergique

* Adaptation a I’hypoxie (HIF-1a)



Différence de métabolisme entre
cellules différenciés et tumorales

Differentiated tissue

w o w W
+Oi/ \02
Glucose Glucose

0, Pyruvate *
\ Pyruvate
| Lactate l

Lactate
CO,
Oxidative Anaerobic
phosphorylation glycolysis
-36 mol ATP/ 2 mol ATP/
mol glucose mol glucose

Proliferative Tumor

tissue =
- . “ - or

4»/-02
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Y

O, Pyruvate

L G
v 85%
-

.

.\

- i
AR
| (| </

Lactate

Aerobic
glycolysis
(Warburg effect)

-4 mol ATP/mol glucose




'effet Warburg

1924: Découverte surprenante par O. Warburg => les cellules
cancéreuses reéalisent une fermentation aérobie en produisant du
lactate

1931: Prix nobel de médecine pour son travail sur les enzymes
respiratoires

1956: Hypothese d’un défaut dans la respiratoire aérobie et donc
mitochondriale et orientation vers les voies métaboliques
glycolytiques

Il a travaillé tout au long de sa carriere sur le métabolisme des tumeurs



“"Cancer does not appear by accident, and consequently, | would not eat
anything treated with chemicals in any way, that's why | mainly eat what
we grow in our own organic garden.”

“Cancer, above all other diseases, has countless secondary causes. But, even
for cancer, there is only one prime cause. Summarized in a few words,
the prime cause of cancer is the replacement of the respiration of oxygen
in normal body cells by a fermentation of sugar”

Dr. Otto H. Warburg in Lecture

“This originally mysterious phenomenon has been explained...the
respiratory grana are autonomous organisms...the respiration connected
with the grana remains damaged; when it has once been damaged it is
for the same reason that properties linked with genes remain damaged
when genes have been damaged”

Dr. Otto H. Warburg,1956



Otto Warburg a montré que les cellules cancéreuses preferent
la glycolyse a la génération d’ATP via 'OXPHOS méme en
presence d’'O, via une altération du fonctionnement
mitochondrial (hypothese)

Alors que les cellues saines font l'inverse: OXPHOS ou autre
production O, dépendante

Le role dans la cancérogenese de ce phénoméne comme cause
ou conséquence de la progression tumorale reste a explorer



Phenotype du WARBURG




Les acteurs moléculaires

<Glucose> Lactate: H* H* V-type H*ATPase |  Amino
} NG - _ F,F, ATPase |/ acids
NHE1U ca 9, 121
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whginedesny RN IR IR XA R BA AR N A SHA A 4 R
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Glucose Proteinsg «—— ‘:’:ii::
HK1,2 .. 2ADP
Nucleotides ~— PppP (at VDAC) 1; 2NAD*
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pGMm | - 11 Lactate: H* H*
GSH-mediated M2-PK y / easn
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N

FADH;— /
OXPHOS

Mitochondrion



Plus qu’une dysfunction, il s’agit d’'une
reprogrammation meétabolique

——————

oncogenes

genes suppresseurs

Reprogrammation

metabolique

CANCER

Altérations génétiques
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Impact métabolique des principaux oncogenes et
genes suppresseurs de tumeurs

Glucose

—~ Glucose we  géne suppresseur de tumeur
stimuiation A Glucose NADP NADPH oncogeéne
| ,’/ Haxo-
‘ / kinase
Y {0, & - — = §-P-gluconolacions == & P-gluconato
/- Glucose-6-P Glucose 8. 9 Lo
& ‘ phosphate NADP
Johydrogenaso Pentose T
Fructose-6-P phosphate
shunt
m— :‘v‘tﬂ: * Transkotolase/ s,
Fop Transaldolose
’ t = RID000-5-PhOSPNME =P\ olootide
5 synthosis
LKB1 f. / y
‘ Qlycorakiotydo-3-F __/
\ Glycolysls =s——p=  Amino acid synthosis Lipld
Y Acetyt CoA=P= o nthesis
A PEP
Pyruvate .
Tyrosine kinase 1 Grase M2 Oxaloacetale AIT-Gimte tyase
Liow Hagh Citrate
ocuwty m:!g'v CO; \
Pyruvate Isocitrate
domdrooemscl—» Acetyl-CoA NADP
Lx[‘ﬂo pVUVO'Q Pyru‘-’me / Oualoacetate "L_> Citrate M;mmm 1
Lactale 4__"/ TCA cycle / NADPH
NADPH u-Ketoghutarate
a-Keloghutarate
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B J \ Glutaminase -
NADP \ Succinate GIAAMAL e GHASMING e GhUtRMTN0
Matate Glutaminolysis

|

Metabolic pathways active in proliferating cells are directly controlled by signaling pathways

mvolvmg known oncogenes and tumor suppressor genes.
M G Vander Heiden et al. Science 2009:324: 1029-1033



Impact sur la mitochondrie

Silencing métabolique par HIF-1 (adaptation a
I"hypoxie)
Alterations génétiques (mutations)

Altération du Cycle de Krebs (Succinate
deshydrogénase et fumarate hydratase)

Chaine respiratoire (Production de Ros)






Hypoxie :Inhibition mitochondriale

C el Metabolism

HIF-1-mediated expression of pyruvate
dehydrogenasekinase: A metabolic switch
required for cellular adaptation to hypoxia
Jung-whan Kim et al Cell Metabolism, (2006)

MALw

AAAAAA

HIF-1 mediates adaptation to hypoxia by actively
downregulating mitochondrial oxygen
consumption

loanna Papandreou, R., et al Cell Metabolism
(2006)
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Role de HIF dans

le métabolisme

Effect of HIF-1 on metabolism

HIF-1 target gene product

Role in metabolism

Increase in glycolysis

Decrease rate of TCA cycle and
oxidative phosphorylation

Glucose transporters Glutl and Glut3
Hexokinase 2

Phosphoglucose isomerase
{autocrine motility factor)
Phosphofructokinasel

Aldolase

Triosephosphate isomerase
Clyceraldehde-3-phosphate dehydrogenase
Phosphoglycerate kinase

Phosphoglycerate mutase
Enolase

Pyruvate kinase

6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
bisphosphatase 1-4

Lactate dehydrogenase A
Monocarboxylate transporterd
Pyruvate dehydrogenase kinase 1

Max interactor 1

Cytochrome oxidase isoform2 {COX4/2)
LON protease

Glucose uptake in cells

Phosphorylation of glucose

Conversion of glucose-6-phosphate to fructose-6-phosphate;

motility of cancer cells

Converts fructose-6-phosphate into fructose-1,6-bisphosphate
Catalyses conversion of fructose-1,6-bisphosphate to dihydroxy acetone
phosphate (DHAP) and glyceraldehydes-3-phosphate

Isomeric conversion of DHAP and glyceraldehydes-3-phosphate
Converts glyceraldehydes-3-phosphate into 1,3-bisphosphoglycerate
Transfers a phosphate group from 1,3-bisphosphoglycerate onto ADP and
generates ATP and 3-phosphoglucerate

Converts 3-phophoglycerate into 2-phosphoglcerate

Causes dehydration of 2-phosphogkerate into phosphoenol pyruvate
Leads to reversible transfer of phosphate from phosphoenol pyruvate to
ADP and produces ATP and pyruvate

Reversible conversion of fructose-6-phosphate and

fructose-2,6 bisphosphate

Conversion of pyruvate to lactate

Removal of lactate from the cell

Decreases the entry of pyruvate into TCA CYCLE

Decrease mitochondrial activity

Increased oxygen consumption in hypoxia

Increased oxygen consumption in hypoxia




Régulation
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Role de HIF-1o: Résumeé

Régulé par ['hypoxie: Tumeur +++

Switch vers glycolyse aérobie au dépend du
cycle de Krebs

Inhibition PDH via la PDK => |lactate (LDHA)

Diminution de la consommation en O,: Switch
COX4-1/COX4-2



Altérations genétiques

Role dans la tumorigenese ?

Nombreuses mutations ADN, . décrites
(tumeurs solides, lymphomes et leucémies)

Susceptibilité du développement d’un cancer
(prostate, cancers ORL et colorectaux)

Nature homoplasmique des mutations +++



A Critical Reassessment of the Role of
Mitochondria in Tumorigenesis

The role of mitochondria in tumorigenesis remains unclarified.
Our findings of laboratory errors in many contributions would
represent only the tip of the iceberg since most published
studies do not provide the raw sequence data for inspection,
thus hindering a posteriori evaluation of the results. There is no
precedent for such a concatenation of errors and
misconceptions affecting a whole subfield of medical research.

A, Yao YG, Macaulay V, Vega A, Carracedo A, Bandelt HJ
PLoS Med. 2005 Nov;2(11):e296. 2005



RoOle dans les cancers héréditaires

 Mutations germinales +++:

- Succinate dehydrogenase (SDH) dans les
phéochromocytomes héréditaires et les
paragangliomes

- Fumarate hydratase (FH) : dans les |éiomyome
cutané et utérin, les cancers papillaires rénaux




Mutations sur les genes du cycle de
Krebs

7
f

Renal cancer

paragangliomas

=5 L
7
encephalopathies ot Uterine
T n lciomyomas
Succinate

" . acctmulation .
Energetic fallure? > Fumarate

Apoptosis? accunmlation

S('(‘ulh‘&lljl
mtDNA depletion

Briere, J.-J. et al. Am J Physiol Cell Physiol 291: C1114-C1120 2006;



Exemple : Le cancer du Rein

Glucose
VEGF ‘ *
Glucose _ ATP
= NADH
o GLUTL \-
o Glycolysis
HIFa 3 Pyruvate
accumulaton
AcetylCoA
' ' \ Oxaloacetate
| [ =
HIF-a Malate Citrate
4
‘ \ ,'
x A H{1 \
_. 1
PHO oo Fum:raze Isocitrate
~ J
", ~—— | '
/ ‘\‘_.‘ K 2 ”
Succinate a-Ketoglutarate
A N - —, N

vie (© - w
~ Succinyt-CoA

Tricarboxylic acid cycle

FH-deficient and SDH-deficient kidney cancer: the Warburg effect

Linehan, W. M. et al. (2010) The genetic basis of kidney cancer: a metabolic disease
Not. Rev. Urol



Rares mutations pour les autres genes codant

pour le complexe respiratoire
Cytosol

Fumarate
l Fumarate

Hydratase
Malate
Complex I " m v v
Nuclear gene NOUFST, 2, 4, SDHA, B, C, D BCSIL SURF1, SCO1,
mutations 7.8 SC02, COX10
NOU Fvi
Phenotype Leigh syndrome Legh syndrome Hepatopathy Lesgh syndrome Cardoencephalo-
Leukogystrophy Paraganglioma Encephalopathy Cardicencephalo- myopathy
Eplepsy Phaeochromocytoma myopathy Hepatopathy
Cardioencephalo- Hepatopathy
myopathy

Nature Reviews | Cancer



Données récentes concernant
I"implication de I'ADN,_,

ROS-Generating Mitochondrial
DNA Mutations Can Regulate
Tumor Cell Metastasis

Kaorf Ishikawa, " Kelzo Takesaga,** Miho Akimoto,” Nobuko Koshikawa, ' Aya Yamaguod,'
Hirotake Imanishi,” Kazuto Nakada,** Yeshio Hooma,” Jun-ich Hayashi's

Nutaticns In mitochondrial DNA (mIDNAD occur at high freguency In human tumors, but whether
these mutations alter tumee cell behavior has bees unclear, We used cytoplasmic hybrid {eybrid)
technolegy to replace the endogenous mIDNA in a mouse temor cell tise that mas pooely metastatk
with mtONA from & cell tine that was highly metastatic, and vice versa, Using aisays of metastasis
in mice, we found that the reciplent tumar cells acquired the metastask potential of the trarsferred
miDNA, The miDNA corderring high metastatik patestial contained G13957A and 13885nsC
mutations i the gene encodiag NADH {reduced Sorm of niotinamide adenise dinucleotide)
dehydrogenase subunit 6 (WDE). These mutations produced a deficienty In respieatery complex |
Uity and were asseciated with overproduction of reactive oxygen species (ROS). Pretreatment of
the highly metastati tumor cells with ROS scavengers suppressed their metastatic potential In
mice. These results indicate that mDNA mutations can contribute 1o tumer progression by
enhaacing the metastatic potential of tumor cells,

K Ishikawa et al. Science 2008:320:661-664

Mutation dans sous-unité du
Complexe | (ND6, ADN, )
responsable du pouvoir
métastatique causé par une
diminution d’activité et une
surproduction de ROS




Méthodes

Réalisation de Cybrides trans-mitochondriaux:
Echange ADNmt entre lignées tumorales au potentiel métastatique

différent
=3
Parent celis hu;:::ﬁ;NA ﬂ‘i.r
B Cytoplasm B b

Low metastatic High metastatic

y ﬁudoabon = nucioahon; \
= enucieated en | S
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o
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Compilete ‘IE’ 'qlb
exchange
Cell fusion and Cell fusion and
selection selecton
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mMtONAS st <ot W by
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Pouvoir metastatique in vivo

Croissance tumorale
dépendant du pouvoir
métastatique de 'ADN,

(% transformation tumorale)
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Background genétique ADNmt

Table 1. Identification of pathogenic mutations by comparison of mtDNA sequences between low- and high-metastatic mouse tumor cells.

falianst R Cell lines

Position Gene T::;;:‘ strain
(5786 P29 A11 1929 B82 B82M NIH3T3

16589C col V421A T T T C C C T
69348A cont V248 G G G A A A G
19461C ND3 Silent | C C C C C C
9821-PolyA  tRNA™? - 8A 9A 9A 10A 10A 10A 10A
(114934 ND4 P443T C A A C C C C
A136721 NDé Silent A | | A A A A
13885insC NDé Frame-shift - - - - - -
G13997A NDé p25L G G G G G G
Accession No. AY172335  EU312160  EU312161  AJ489607  EU315229  EU315228  AY999076

*The G13997A mutation in NDS s a missense mutation that changes the amino acid proline to leucine at 3 site that is highly conserved throughout vertebrates. The 13885insC mutation in NDS
is a frame-shift mutation that has been previously reported a5 a pathogenic mutation that induces substantial complex 1 defects in some sublines of an 1929 fibroblast cell line and A9 cells (23).

Mutations dans lignées a fort pouvoir métastatique:

Sous Unité 6 de la NADH deshydrogenase (ND6,CPI)
|




Mesure Stress oxydant
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Surproduction de ROS dans les lignées
métastatiques (primitives ou hybrides)




Régulation moléculaire

P2OmtP29 and A11mtP29 cybrids expressing low metastatic potential

MCL-1
Normal
A —a- compte |~ ROS o
activity HIF- %2 Low
MHif-Ta = stablh. f metastatic
zation potential
.T V!G'f e Wpoulo-hom
uim L)
Proteasome
digestion
P29mtA 11 and AT1mEA 11 cybrids expressing high metastatic M
meL1}
Reduced
g(;:&:!th_. oomolox | = ROS ' WMM
HIF - High
M- T ﬂ metastatic
tential
vecrﬂ—. Hypoxia-induced ﬂ poter

Surexpression:

-  MCL-1 => proapoptotique
- HIFla => Réponse hypoxique
- VEGF => angiogéene

68




Role des ROS dans le processus

métastatique
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Perspectives diagnostiques

et
therapeutiques
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Application diagnostique:
LE FD-PET Scan

Principe

— , , . ) _i
* Association d’une molécule active (ciblage) et i

d’un traceur radioactif (émetteur de positron)

* Application métabolique avec un dérivé marqué du glucose:
18Fluoro-DéoxyGlucose (FDG)

* Fixation sur les tissus en hyper métabolisme cellulaire

(cancéreux ou inflammatoires) permettant d’'obtenir une imagerie
métabolique (cartographie biochimique)




Rationnel en Oncologie

Ne distingue pas le mécanisme
hypoxique ou glycolyse aérobie
provoquant I"hypercaptation du

Mesure de |I"hypercaptation | glucose
de glucose dans les tumeurs
( Effet Warburg) VaREi Breast Cancer
Sensibilité et Specificite Glyeones
élevée (90 %) f

BFDG-1-P
Corrélée a I'évolution P £ s

[OT \ . ey # e~ T . y 3 vhospho 1

clinique et a 'efficacité du o < il e
tra |te ment : Glucose-6- i

phosphatase
BF-fru-6-P

HIF1a

4
(hypoxia) Glveolvsis
l" \l’ Y "::u" - -

Microvasculature

Le FDG est sequestré dans la
cellule 2



Tumor (FDG-PET) Tumor cell Tumor cell energy metabolism

L Glucose

High in tumors
cytosol —» FDG-PET imaging

Pyruvate ——» Lactate (secr.)

O
2 Low in tumors (?)

—> implications ?

mitochondria

CO, + H,0

L’ efficacité est dépendante de la [Glc], taille du tissu, réponse inflammatoire.

Elle varie selon le type de cancer:

- Absorption modérée a élevée :poumons, colon, cesophage, estomac, ORL,
cervical, ovaire, sein, mélanome et la plupart des lymphomes

- Variable : Thyroides, testiculaire, hépatocellulaire, rénal, vessie, sarcomes et
tumeurs neuroendocrines
- Faible et imprévisible: Prostate



Distribution Physiologique du ¥FDG
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Absorption non spécifiques: Inflammation, cellules immatures (moelles)



Evaluation de la réponse au traitement

Pre-therapy Post-therapy

Réponse précoce apres le
début du traitement

Précede la diminution
clinique de la masse
tumorale

Précede |la détection
tumorale objectivable en
RX, Scanner, IRM

Permet d’envisager un
eventuel changement de

traitement

M G Vander Heiden et al. Science 2009:;324:1029-1033



Exemple: Prédiction de la réponse au traitement pré-
opératoire dans l'adénocarcinome de la jonction

ocesogastrique

change in FDG uptake

20%

-20% 1

-40%

-60%1

-80%

-

—

-100%

non-responding
tumors

responding
tumers

J Weber, et al., J Clin Oncol 19:3058, 200119:3058, 2001



Rationnel de la thérapeutique anti-
cancereuse

* Cibler le métabolisme est une nouvelle
approche en thérapeutique

* |Interelation entre les cycles métabolique
(glycolyse/Krebs)

* Reprogrammation spécifique dans les cellules
cancéreuses



Stratégie pour la thérapeutique

Glucose
Lo?\;garf:i\ne I HXK i Impact respiration:
G-6-P Arsonic Trioxide
Target glycolysis ‘ Vitamin E analogs
@ Oxamate Resveratrol
_[_ ‘ Rotenone
v
Lactate — Pyruvate @ Affoct MPTP:
Honokiol
DREDIRORCatNe Betulinic acid
L Bcl-2 inhibitors

PDK: Pyruvate deshydrogenase kinase PDK
PDH: Pyruvate dehydrogenase

Target mtDNA: A, ~sensitive compounds:
Cisplatin; Ethidium Rhodamine 123, Dequinalinium
Ditercalinium MKT-007: F16
Topoisomerase inhibitors Delocalized lipophilic cations

Le métabolisme




Etudes cliniques

Class Compound Status Cancer type
name

Targeting mitochondria transmembrane potential
Rhodamine123 Phase | clinical trial  Prostate cancer

MKT-077 Phase | clinical trial  Solid tumors
F16 Pre-clinical testing Breast cancer, fibrosarcoma, intestinal cancer
Dequalinium Pre-clinical testing Colon cancer, meloma, bladder cancer

Targeting cancer mitochondrial respiration

Arsenic In clinical use and APL, liver cancer, melanoma, AML, glioma,
trioxide clinical trials in CLL, lymphoma, breast cancer, non-small-cell
various cancer types lung cancer, pancreatic cancer
Vitamin E Phase Il study Melanoma, prostate cancer, colorectal
analogue cancer, mesothelioma, breast cancer
Resveratrol Phase Il clinical trials Colorectal cancer, myeloma, follicular
lymphoma
Rotenone Experimental tool
Targeting mitochondrial membrane permeability
Honokiol Pre-clinical testing Esophagus cancer

Betulinic acid Pre-clinical testing Brain tumor, colon cancer, melanoma

Bcl-2 inhibitors  Phase 1 clinical trial Small-cell lung cancer, prostate cancer,

(gossypol) breast cancer. lymphoma, leukemia
Targeting mtD2NA
Cisplatin In clinical use Lung cancer, breast cancer, ovarian cancer,

germ cell tumor, sarcoma

Topoisomerase In clinical use Lymphoma, lung cancer, brain tumor, germ
inhibitors cell tumor

(etoposide)

Ditercalinium Pre-clinical testing Fibrosarcoma, cervical cancer

Vitamin K3 Pre-clinical testing Pancreatic cancer

Targeting metabolic alterations

3. Pre-clinical testing Hepatoma, colon cancer, lymphoma
I~
Dichloroacetate Phase Il clinical trial  Brain tumor, some solid tumor,
nidamine se 1l clinical tria on-small-cell lung cancer, breast cancer

Oxamate Pre-clinical testing Cervical cancer




Exemple: Le Dichloroacétate

e Rationnel

- Analogue du pyruvate

- Utilisé a l'origine dans les
acidoses lactiques séveres

- Inhibition voie PDH/PDK

=> Switch métabolique glycolyse
aérobie/cycle de Krebs

DCA s PDK

v

PDH activity

De pyruvate
entry in mitochondria

.

4 dlycolysis y TROS

r'd

HXKII translocation

to %chondria




Contexte clinique

* Gliomes (Phase 2)

Cancer agressif

Forte mortalité (40% survie 1 an)
Peu d’alternative thérapeutique
Résistances +++

* Données encourageantes pour
autres cancers:

CPNPC, K sein, cancer de la prostate
de 'endometre




Résultats

Suppression de
I"hyperpolarisation
membranaire
mitochondriale

Induction de I'lapoptose

Réduction des tumeurs in
vitro et in vivo

Pas d’effet sur les
mitochondries saines




Propriéteés

Pharmacologiques

Ph ti
Ll o * Inhibition des 4 isoformes
* Utilisé dans les acidoses de la PDK (PDK2+++,
lactiques séveres (MELAS) ubiquitaire)

* Prise Orale

* Biodisponibilité +++

* Effets secondaires faibles
(Neuropathie périphérique -
non demyélinisante et
reversible)

Dichloroacetato




DCA et problématique éthique

NEWS

Cancer patients opt
for unapproved drug

Utilisé en automédication aux USA (Vente libre)

Aucune industrie pharmaceutique n’a voulu investir
Compromet I'avenir de cette molécule et |a réalisation = =
d’essais cliniques

< B ~Ld

descancers

Sodium dichloroacetate (DCA) reduces apoptosis in colorectal
tumor hypoxia

Siranoush Shahrzad, Kristen Lacombe, Una Adamcic, Kanwal Minhas, Brenda L. Coomber *

Department of Biomedical Sciences, University of Guelph, Guelph, ON, Canada N1C 2W1




