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Résumé 

La découverte de cibles thérapeutiques sûres et efficaces contre le cancer demeure un défi 

majeur en recherche biomédicale. Les thérapies ciblant le complexe I de la chaîne respiratoire 

mitochondriale ont récemment suscité un intérêt croissant en raison de leur capacité à perturber le 

métabolisme énergétique des cellules tumorales. Cependant, des récents inhibiteurs puissants du 

complexe I ont été limités par des toxicités sévères, soulevant des inquiétudes quant à leur 

utilisation clinique. Les mitochondries jouent un rôle essentiel non seulement dans les cellules 

cancéreuses mais aussi dans les cellules saines, rendant crucial le développement dôalternatives 

plus sûres.            

 La metformine, bien connue pour son utilisation dans le traitement du diabète de type II, a 

montré une réduction de lôincidence de plusieurs cancers, notamment celui du pancréas, connu 

pour son faible taux de survie. Néanmoins, son efficacité thérapeutique dans les stades avancés du 

cancer est limitée, ce qui suggère un rôle plus préventif que curatif. Les mécanismes anticancéreux 

des biguanides médicinaux, tels que la metformine et la phenformine, ne sont que partiellement 

compris, mais des preuves indiquent que le métabolisme énergétique est central à leur action. Dans 

ce contexte, lôétude approfondie des biguanides comme inhibiteurs modérés de la chaîne 

respiratoire mitochondriale apparaît comme une stratégie prometteuse.    

 En utilisant une sonde biologique, inspirée de la structure de la metformine, nous avons 

identifié et caractérisé la sous-unité e de la F1Fo-ATP synthase (ATP5I) comme une nouvelle cible 

antinéoplasique potentielle des biguanides, une interaction directe jusquôici non documentée. 

Parallèlement à lôétude de cette interaction, nous avons utilisé la technologie CRISPR-Cas9 pour 

supprimer ATP5I, afin de mieux comprendre ses rôles dans le métabolisme des cellules 

cancéreuses du pancréas. Nos résultats offrent de nouvelles perspectives sur les mécanismes 

anticancéreux des biguanides et ouvrent des voies prometteuses pour cibler le métabolisme 

mitochondrial dans le cancer. Ils soulignent également lôimportance de poursuivre les recherches 

sur ATP5I et ses interactions au sein de la F1Fo-ATP synthase, afin de développer de nouvelles 

stratégies thérapeutiques. 

Mots-clés : Cancer, Métabolisme mitochondrial, Complexe I, Thérapies ciblées, Metformine, 

ATP5I, F1Fo-ATP synthase
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Abstract 

The identification of safe and effective therapeutic targets for cancer continues to be a 

significant challenge in biomedical research. Recently, therapies targeting Complex I of the 

mitochondrial respiratory chain have garnered attention due to their potential to disrupt the energy 

metabolism of tumor cells. However, potent complex I inhibitors have been associated with severe 

toxicities, raising concerns about their clinical applicability. Since mitochondria are crucial not 

only for cancer cells but also for the proper functioning of healthy cells, finding safer alternatives 

is imperative.          

 Metformin, commonly used for treating type II diabetes, reduces the incidence of several 

cancers, including pancreatic cancer, known for its low survival rate. Despite this, its therapeutic 

efficacy in advanced cancers appears limited, indicating a preventive rather than curative effect. 

While the anticancer mechanisms of medicinal biguanides such as metformin and phenformin are 

not yet fully understood, evidence points to a central role of energy metabolism in their action. In 

this light, exploring biguanides as moderate inhibitors of the mitochondrial respiratory chain 

emerges as a promising strategy.        

 Using a biological probe derived from metformin, we identified and characterized the e 

subunit of the F1Fo-ATP synthase (ATP5I) as a novel antineoplastic target of biguanides, an 

interaction that had not been directly documented before. To further explore the role of ATP5I, we 

employed CRISPR-Cas9 technology to knockout this protein, aiming to elucidate its function in 

the metabolism of pancreatic cancer cells. Our results shed new light on the anticancer mechanisms 

of biguanides and suggest promising avenues for targeting mitochondrial metabolism in cancer. 

They also underscore the need for continued research on ATP5I and its interactions within the 

F1Fo-ATP synthase, with the goal of developing innovative therapeutic strategies. 

Keywords: Oncology, Mitochondrial metabolism, Complex I, Targeted therapies, Metformin, 

ATP5I, F1Fo-ATP synthase 
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Liste des sigles et abréviations 

 

3PG : 3-phosphoglycérate 

ACC : acétyl-CoA carboxylase 

Acétyl-CoA : acétylcoenzyme A 

ADN : acide désoxyribonucléique 

ADNc : ADN complémentaire 

ADNmt : ADN mitochondrial 

ADNnu : ADN nucléaire 

ADP : adénosine diphosphate 

Akt : Protéine kinase B (souvent appelée Akt) 

AMP : adénosine monophosphate 

Amp : ampicilline 

AMPK : Adenosine Monophosphate-activated Protein Kinase (protéine kinase activée par 

lôadénosine monophosphate) 

AmpR : résistant à lôampicilline 

AOD : atrophie optique dominante  

APAF1 : Apoptotic Peptidase Activating Factor 1 (facteur dôactivation de la peptidase apoptotique 

-1) 

ARN : acide ribonucléique 

ARNm : ARN messager 

ARNt : ARN de transfert 
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ATP : adénosine triphosphate 

BAK1 : BCL2 Antagonist/Killer 1 (antagoniste/Killer 1 de BCL2) 

BCA : Bicinchoninic Acid (acide bicinchoninique) 

BFA : biotine fonctionnalisée ̈ lôamine ou ̈  lôammonium (forme protonée) 

BFB : biotine fonctionnalisée au biguanide ou au biguanidium (forme protonée) 

BFG : biotine fonctionnalisée à la guanidine ou au guanidinium (forme protonée) 

BFGU : biotine fonctionnalisée à la guanylurée  

BFT : biotine fonctionnalisée à la thiourée 

biP : biphosphate 

BN-PAGE : Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis (électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide native bleue) 

BSA : Bovine Serum Albumin (albumine sérum bovin) 

cAMP : Cyclic Adenosine Monophosphate (adénosine monophosphate cyclique) 

Cas9 : CRISPR-associated protein 9 (protéine associée à CRISPR 9) 

CE50 : concentration efficace 50  

Chl : chloramphénicol 

CMC : concentration micellaire critique  

CO2 : dioxyde de carbone 

CoQ : coenzyme Q 

CRISPR/Cas9 : Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated 

protein 9 (courtes répétitions palindromiques groupées et régulièrement espacées/protéine associée 

CRISPR 9) 

Cryo-ME : cryomicroscopie électronique  

CSC : cellules souches cancéreuses  
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Cter : extrémité C-terminale  

CTRL : contrôle  

CYCS : Cytochrome C (Cytochrome C) 

cytC : cytochrome C 

DDM : n-dodécyl-b-D-maltoside  

DDX3X : DEAD-Box Helicase 3 X-Linked (hélicase à boîte DEAD 3 liée à lôX) 

DELE1 : DAP3 Binding Cell Death Enhancer 1 (potentialisateur de la mort cellulaire lié à DAP3) 

DFT : Density Functional Theory (théorie de la fonctionnelle de la densité) 

DHAP : dihydroxyacétone-1-phosphate 

DIPEA : N,N-diisopropyléthylamine 

DLS : Dynamic Light Scattering (diffusion dynamique de la lumière) 

DO590nm : densité optique à 590 nm  

DOT1L : Histone H3K79 Methyltransferase (Méthyltransférase de lôhistone H3K79) 

E : Éluat 

E. coli : Escherichia coli  

ECAR : Extracellular Acidification Rate (taux dôacidification extracellulaire) 

EDC : 1-Éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide 

EDTA : Ethylenediaminetetraacetic Acid (Acide éthylènediaminetétraacétique) 

EntéroK : entérokinase 

exoATP5I : exogenous ATP5I (ATP5I exogène) 

FADH2 : flavine adénine dinucléotide 

FMN : flavine mononucléotide 

FPLC : Fast Protein Liquid Chromatography (chromatographie liquide rapide de protéines) 
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GA3P : glycéraldéhyde-3-phosphate 

GCGR : Glucagon Receptor (récepteur du glucagon) 

GFP : Green Fluorescent Protein (protéine fluorescente verte) 

GLUT1/3 : Glucose Transporter 1/3 (transporteur de glucose 1/3) 

Gsa : sous unité Gs Ŭlpha 

GSH : glutathion 

GST : glutathion-S-transférase 

GTP : guanosine triphosphate 

HADDOCK : High Ambiguity Driven DOCKing (Amarrage guidé par ambiguïté élevée) 

HCCS : Holocytochrome C Synthase (holocytochrome c synthase) 

HDR : Homology Directed Repair (réparation dirigée par homologie) 

hGLuc : Humanized Gaussia Luciferase (luciférase Gaussia humanisée) 

HIF-1 : Hypoxia Inducible Factor-1 (facteur inductible par lôhypoxie 1) 

His : histidine 

HK2 : Hexokinase 2 

HRI : Heme-Regulated Inhibitor Kinase (kinase inhibitrice régulée par lôhème) 

HRP : Horseradish Peroxidase (peroxydase de raifort) 

IGF-1 : Insulin-like Growth Factor-1 (facteur de croissance à lôinsuline 1) 

IGFBP-1 : Insulin-like Growth Factor Binding Protein 1 (protéine de liaison au facteur de 

croissance insulinomimétique 1) 

IGF1-R : Insulin-like Growth Factor 1 Receptor (récepteur du facteur de croissance 

insulinomimétique de type 1) 

In situ : dans le milieu (lieu dôorigine) 
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Inject : injection 

IPTG : isopropyl ɓ-D-1-thiogalactopyranoside 

IR : Insuline Receptor (récepteur de lôinsuline) 

IRS-2 : Insulin Receptor Substrate 2 (substrat du récepteur de lôinsuline 2) 

ITC : Isothermal Titration Calorimetry (calorimétrie de titration isotherme) 

kb : kilobases 

KD : constante de dissociation à lôéquilibre 

kDa : kilodalton 

KO : Knockout (inactivation génique) 

Koff : constante de vitesse de dissociation  

Kon : constante de vitesse dôassociation  

LB : Lysogeny Broth  

LDH : Lactate Dehydrogenase (déshydrogénase de lactate) 

LDHA/B : lactate déshydrogénase A/B  

[LA]  : ligand-analyte 

LogP : coefficient de partage (logarithme du coefficient de partage octanol/eau) 

MAP kinase : Mitogen-Activated Protein Kinase (kinase activée par les mitogènes) 

MATE : Multidrug and Toxin Extrusion Transporters (transporteurs dôextrusion de médicaments 

et de toxines) 

mAU : milli -unités dôabsorbance 

MCT1/4 : Monocarboxylate Transporter 1/4 (transporteurs de monocarboxylate 1/4) 

ME : microscopie électronique 

MEC : matrice extracellulaire 



 

 

25 

 

Met : metformine 

MET : microenvironnement tumoral 

MICOS : Mitochondrial Contact Site and Cristae Organizing System (système dôorganisation des 

sites de contact et des crêtes mitochondriales) 

MM : masse molaire 

mPTP : Mitochondrial Permeability Transition Pore (pore de transition de perméabilité 

mitochondrial) 

MSCV : Murine Stem Cell Virus (virus des cellules souches murines) 

mTOR : Mammalian Target of Rapamycin (cible de la rapamycine chez les mammifères) 

mTORC1 : Mammalian Target of Rapamycin Complex 1 (cible de mammifère du complexe de la 

rapamycine 1) 

MTS : Mitochondrial Targeting Sequence (séquence de ciblage mitochondrial) 

MYC : Avian Myelocytomatosis Virus (virus de lôavian myelocytomatosis) 

NAD : nicotinamide dinucléotide 

N-Boc : N-tert-Butoxycarbonyle 

NHEJ : Non-Homologous End-Joining (jonction des extrémités non homologues) 

NHS : N-Hydroxysuccinimide 

Ni : nickel 

nm : nanomètre 

ns : non significatif  

NTA : Nitrilotriacetic Acid (acide nitrilotriacétique) 

Nter : extrémité N-terminale 

o/n : overnight (toute la nuit) 

OCR : Oxygen Consumption Rate (taux de consommation dôoxygène) 
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OCT1/2 : Organic Cation Transporter 1/2 (transporteur organique de cations 1/2) 

OMA1 : OMA1 Zinc Metallopeptidase (métalloprotéase à zinc OMA1) 

OMS : Organisation mondiale de la santé 

OPA1 : Optic Atrophy 1 (atrophie optique 1) 

Ori C : origine de réplication 

OSCP : Oligomycin Sensitivity Conferring Protein (protéine conférant la sensibilité à 

lôoligomycine) 

OXPHOS : oxydations phosphorylantes 

P : phosphate 

PAM : Protospacer Adjacent Motif (motif adjacent au protospacer) 

pb : paire de base 

PBS : Phosphate-Buffered Saline (solution tamponnée au phosphate) 

PCA : Protein Complementation Assay (essai de complémentation protéique) 

PDAC : Pancreatic Ductal Adenocarcinoma (adénocarcinome canalaire pancréatique) 

PEB-big : 4-(phényléthynyl)benzylbiguanide 

PEN2 : Presenilin Enhancer 2 (potentialisateur de Preseniline 2) 

PEP : phosphoénolpyruvate 

Pg : picogramme 

Phen : phenformine 

Pi : phosphate inorganique  

pI : point isoélectrique  

PI3K : Phosphoinositide 3-Kinase  

PM : poids moléculaire 
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qPCR : Quantitative Polymerase Chain Reaction (PCR quantitative)  

RAS : Rat Sarcoma (sarcome du rat) 

R-C41 : Souche Rosetta C-41 

Rmax : valeur maximale de réponse  

RMN : résonance magnétique nucléaire 

ROS : Reactive Oxygen Species (espèces réactives de lôoxygène) 

RTK : Receptor Tyrosine Kinases (récepteurs à activité de kinase à tyrosine) 

RU : réfractivité  

SA : streptavidine  

SAR : Structure-Activity Relationship (relation structure-activité) 

SCs : supercomplexes 

SDS : sodium dodécylsulfate 

SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis (électrophorèse sur 

gel de polyacrylamide avec dodécylsulfate de Sodium) 

sgRNA : Single Guide RNA (ARN guide simple) 

siRNA : Small Interfering RNA (ARN interférent de petite taille) 

SIRT3 : Sirtuin 3 (Sirtuine 3) 

SLC7A6 : Solute Carrier Family 7 Member 6 (transporteur de soluté de la famille 7 membre 6) 

SOX4 : SRY-Box Transcription Factor 4 (facteur de transcription de la boîte SRY 4) 

SPI1 : Spi-1 Proto-Oncogene (Proto-oncogène Spi-1) 

SPR : Surface Plasmon Resonance (résonance des Plasmons de Surface) 

Strep-488 : streptavidine-AlexaFluor 488 

T2D : Type 2 Diabetes (diabète de type 2) 
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TB : Terrific Broth 

TBST : Tris-Buffered Saline with Tween 20 (solution saline tamponnée au Tris avec Tween 20) 

TCF4 : Transcription Factor 4 (facteur de transcription 4) 

TIM : Translocase Inner Membrane (translocase de la membrane interne) 

TMSCl : Trimethylsilyl Chloride (chlorure de triméthylsilyle) 

TOM : Translocase Outer Membrane (translocase de la membrane externe) 

tp : température pièce  

TP53 : Tumor Protein 53 (protéine tumorale 53) 

TPP : triphénylphosphonium 

VDAC2 : Voltage-Dependent Anion Channel 2 (canal anionique dépendant du voltage 2) 

VIH : virus de lôImmunodéficience Humaine 

Vm : volume mort  
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Lôactivit® caract®ristique du vivant nôest                                                                                               

pas lôattente passive mais lôessai permanent  

Konrad Lorenz 
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Chapitre 1 ï Introduction  

 

1.1 Préface 

 

 Le cancer désigne un vaste groupe de maladies caractérisées par la prolifération non 

contrôlée de cellules anormales, pouvant affecter divers organes et systèmes du corps humain.1,2 

Connu et décrit depuis lôantiquité, le cancer, du Grec karkinos, est symbolisé par le crabe pour sa 

capacité à pincer de manière inattendue et à sôagripper sans lâcher prise.3 Autrefois moins bien 

détecté en raison de l'absence de dispositifs de dépistage et de diagnostics précis, le cancer est 

aujourdôhui reconnu comme un enjeu mondial majeur de sant® publique. En 2022, lôOrganisation 

mondiale de la santé (OMS) a estimé quôil y a eu près de 20 millions de nouveaux cas de cancer et 

presque la moitié de ces cas (9,7 millions) ont été associés à des décès dans le monde, ce qui 

représente près dôun décès sur six (16,8%) toutes causes de mortalité confondues.4 Par ailleurs, des 

modèles de prédiction estiment quôil y aura plus de 35 millions de nouveaux cas mondiaux pour 

lôannée 2050, principalement attribués au vieillissement de la population, à la croissance 

démographique, ainsi quôà lôaugmentation de lôexposition aux facteurs de risques liés au 

développement socio-économique.4-6        

 Alors que de nombreux cancers peuvent être guéris sôils sont détectés suffisamment tôt et 

traités efficacement, comme côest le cas pour les cancers du sein et de la prostate localisés, qui 

présentent un taux de survie à 5 ans supérieur à 95%, dôautres cancers sont plus agressifs et 

résistants aux traitements, tels que le cancer du pancréas avec un taux de survie de 5 ans dôenviron 

10%.7,8 Organe cl® dans la r®gulation de la glyc®mie et la s®cr®tion dôenzymes digestives, le 

pancr®as est particuli¯rement vuln®rable au d®veloppement de lôad®nocarcinome canalaire 

pancréatique (PDAC : Pancreatic Ductal Adenocarcinoma), qui représente environ 95% des 

cancers pancréatiques. Bien que les statistiques de survie du PDAC aient doublé au cours de la 

dernière décennie, ce cancer reste lôun des plus meurtriers. Cela sôexplique notamment par un 

diagnostic tardif de la maladie, souvent associé à un échec thérapeutique.9-11   

 De plus, la complexité biologique de ce cancer, son microenvironnement propice aux 

métastases, et sa résistance aux traitements actuels constituent des obstacles majeurs au 
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développement de thérapies efficaces.12,13 Alors que le développement grandissant de thérapies 

ciblées ou encore de lôimmunothérapie, qui vise à stimuler le système immunitaire dôun patient 

pour reconnaitre et éliminer spécifiquement ces cellules cancéreuses14, offre une alternative à des 

cancers jugés incurables15, les traitements du PDAC nôont que peu évolué ces dix dernières années, 

affichant de nombreux échecs en phases cliniques16. La stratégie anticancéreuse du PDAC repose 

principalement sur des combinaisons de chimiothérapies, telles que le FOLFIRINOX, ou sur des 

agents anti-métabolites comme la gemcitabine et le 5-fluorouracile, souvent administrée avant ou 

pendant la radiothérapie.17-19 La chirurgie, qui offre les meilleurs taux de rémission, nôest indiquée 

que pour 10 à 20% des patients au moment du diagnostic.20       

 Dans le contexte du cancer du pancréas, le métabolisme joue un rôle central dans son 

développement, en fournissant lôénergie et les biomolécules nécessaires à sa survie et à sa 

propagation. En décryptant les mécanismes métaboliques spécifiques des cellules cancéreuses 

pancréatiques, de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblées pourraient émerger, avec un potentiel 

dôapplication pour dôautres types de cancers.21      

 Dans ce chapitre dôintroduction, nous explorerons le lien intrinsèque entre le métabolisme 

énergétique et le cancer, en mettant particulièrement lôaccent sur le cancer du pancréas. Nous nous 

pencherons ensuite plus précisément sur la mitochondrie, un organite essentiel dans le métabolisme 

énergétique. Nous examinerons par la suite comment les cellules cancéreuses reprogramment leur 

métabolisme mitochondrial à leur avantage et quelles sont les stratégies anticancéreuses permettant 

de le cibler. Finalement, nous analyserons la metformine, une molécule aux propriétés intrigantes 

qui cible les mitochondries, afin de comprendre ses mécanismes cellulaires et moléculaires et 

dô®clairer le lien entre le métabolisme et le cancer, notamment celui du pancréas.  

 

1.2 Métabolisme et cancer : Une relation intrinsèque 

 

 La relation entre le métabolisme et le cancer est un domaine de recherche dynamique, 

révélant des interactions complexes et une interdépendance étroite entre ces deux processus 

biologiques.22,23 Les recherches récentes ont mis en évidence une boucle de rétroaction négative 

où le dérèglement métabolique et le cancer se renforcent mutuellement, favorisant la croissance et 

la progression tumorale.21          
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 Le dérèglement métabolique peut conduire au développement du cancer en créant des 

conditions favorables à la prolifération cellulaire et aux mutations. En retour, le cancer aggrave ce 

dérèglement en adaptant et en modifiant les voies métaboliques pour soutenir sa propre croissance 

et survie. Le diabète et le cancer du pancréas sont un parfait exemple qui illustrent cette relation.24,25

  

1.2.1 Le métabolisme énergétique cellulaire 

 

Le métabolisme cellulaire constitue un réseau complexe de réactions biochimiques qui se 

produisent dans les cellules vivantes et sont essentielles à la vie. Le métabolisme, impliqué dans 

des processus clés tels que la production dôénergie, la croissance, la réponse au stress et la 

détoxification, englobe la glycolyse, la respiration, ainsi que dôautres voies essentielles à la 

croissance et à la reproduction des cellules eucaryotes. Régulé par une multitude de facteurs 

internes et externes, le métabolisme maintient un équilibre stable entre lôapport et la dépense 

énergétique, garantissant ainsi le fonctionnement optimal des cellules vivantes. Il se divise en deux 

catégories principales : le catabolisme et lôanabolisme.26       

 Le catabolisme est le processus par lequel des molécules complexes sont décomposées en 

molécules plus simples. Cette dégradation est généralement associée à une libération dôénergie 

stockée dans les liaisons chimiques de molécules complexes, telles que lôadénosine triphosphate 

(ATP), laquelle peut ensuite être utilisée pour réaliser certaines réactions biochimiques non 

spontanées.26 Ainsi, comme le mentionnait Antoine Lavoisier27, cette énergie nôest pas perdue, elle 

est transformée en une forme utilisable par la cellule. Les principales voies cataboliques 

comprennent la glycolyse, le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative (OXPHOS).26  

 La glycolyse est une voie métabolique centrale dans le métabolisme carboné. Elle se déroule 

dans le cytoplasme des cellules et permet la dégradation dôune molécule de glucose, à six atomes 

de carbone, en deux molécules de pyruvate, à trois atomes de carbone chacune. Ce processus 

oxydatif nécessite des cofacteurs enzymatiques essentiels, tels que la forme oxydée du 

nicotinamide dinucléotide (NAD+) (Fig. 1.1). Ces cofacteurs, qui sont des molécules non 

protéiques, se lient de manière transitoire ou permanente aux enzymes et sont indispensables à leur 

fonction catalytique. La glycolyse génère ainsi un rendement net de deux molécules d'ATP et deux 

molécules de NADH par molécule de glucose.26  
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Figure 1.1. Structure chimique du couple redox NAD+/NADH. 

 

Le pyruvate généré peut ensuite entrer dans plusieurs voies métaboliques selon les besoins 

énergétiques de la cellule et notamment de la disponibilité en oxygène. En condition anaérobie 

(absence dôoxygène), il peut être réduit en lactate par la déshydrogénase de lactate (LDH : Lactate 

Dehydrogenase), lôenzyme impliquée dans la fermentation lactique. Bien que cette réaction ne 

génère pas dôATP, elle permet de recycler le NAD+, permettant ainsi de maintenir la glycolyse. En 

condition aérobie (présence dôoxygène), le pyruvate entre dans la mitochondrie pour être 

transformé en acétylcoenzyme A (Acétyl-CoA), par la déshydrogénase de pyruvate, qui sera 

ensuite métabolisé par le cycle de Krebs à travers huit réactions enzymatiques en chaîne. Le cycle 

de Krebs est essentiel pour la production de NADH et FADH2, qui alimentent la chaîne de transport 

des électrons, ainsi que pour la génération dôintermédiaires nécessaires à diverses voies 

biosynthétiques. La chaîne de transport des électrons est un processus oxydatif qui transfère les 

®lectrons des NADH et FADH  ¨ travers une s®rie de complexes prot®iques, afin de finalement 

réduire lôoxygène en eau. En créant un gradient de protons dans lôespace intermembranaire, ce 

NADH NAD
+
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processus permet la phosphorylation de lôadénosine diphosphate (ADP) en ATP. En produisant 

jusquôà 36 molécules dôATP par molécule de glucose, cette voie est la plus efficace pour générer 

de grandes quantités dôénergie (Fig. 1.2).26         

 À lôinverse, lôanabolisme utilise lôénergie libérée lors des réactions cataboliques pour 

assembler des molécules complexes à partir de molécules plus simples. Ce processus, qui repose 

en partie sur les mêmes voies métaboliques et catalysées par des enzymes capables de réactions 

réversibles, permet notamment la synthèse de macromolécules qui fournissent les matériaux et 

lôénergie nécessaires pour construire et maintenir les structures cellulaires, favoriser la croissance 

et permettre la division cellulaire.26 À lôéchelle de lôorganisme humain, le métabolisme fait 

intervenir des organes spécialisés, dont le pancréas, qui collaborent pour maintenir lôhoméostasie 

énergétique.28,29 Le déséquilibre de cet axe métabolique est associé à diverses pathologies, telles 

que lôobésité, le diabète de type 2 (T2D : Type 2 Diabetes) et certains cancers.30,31 
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Figure 1.2. Représentation schématique du métabolisme du glucose en condition aérobie (+O2) 

et anaérobie (-O2). GLUT : transporteur de glucose. Cette figure a été inspirée et réalisée sur 

Biorender.com.32 

 

1.2.2 Le diabète, facteur de prédisposition du cancer du pancréas 

 

Alors que le cancer présente une grande complexité du fait de lôhétérogénéité génétique de 

cette maladie, il existe à ce jour deux formes de diabètes. Le diabète de type 1 ou diabète 

insulinodépendant, est dôorigine génétique et associé à un défaut de production dôinsuline33. En 

revanche, le T2D est un diabète acquis lié à des facteurs environnementaux, tels que lôob®sit® et la 

sédentarité, et se caractérise par une résistance à lôinsuline.34   

 Lôinsuline, produite par les cellules b-pancréatiques, est une hormone peptidique au rôle 

hypoglycémiant, qui facilite lôabsorption du glucose par les cellules adipeuses, les cellules des 

musculaires squelettiques et les hépatocytes (cellules du foie). Elle agit principalement en 

interagissant avec ses récepteurs membranaires à kinase de tyrosine (RTK : Receptor Tyrosine 

Kinases) fortement exprimés à la surface de ces types cellulaires.29     

 Dans certaines pathologies comme le T2D, un phénomène de résistance à lôinsuline, 

caractérisé par une diminution de la sensibilité des récepteurs RTK à lôinsuline, se développe. Cette 

insensibilité à lôinsuline entraîne une hyperinsulinémie (augmentation de lôinsuline) et une 

hyperglycémie (augmentation du glucose) dans le sang.4 Plusieurs études ont démontré que 

lôhyperinsulinémie, lôhyperglycémie, la résistance à lôinsuline ainsi que son défaut de production, 

sont des facteurs de prédisposition au développement de divers cancers, en particulier celui du 

pancréas.24,25,35 Par ailleurs, des études épidémiologiques ont révélé quôenviron 80% des patients 

diagnostiqués avec ce type de cancer présentaient une intolérance au glucose ou un diabète associé,  

ce qui a permis dôétablir une forte corrélation entre le T2D et le cancer du pancréas.36 

 Au-delà de son rôle dans le métabolisme du glucose, l'insuline module la signalisation du 

facteur de croissance à lôinsuline 1 (IGF-1 : Insulin-like Growth Factor-1), dont la structure est 

similaire à la proinsuline, la forme immature de lôinsuline.37 En inhibant lôexpression de la protéine 

de liaison au facteur de croissance insulinomimétique 1 (IGFBP-1 : Insulin-like Growth Factor 

Binding Protein 1), lôinsuline favorise lôaugmentation de la fraction libre dôIGF-1 dans la 
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circulation, ce qui favorise lôactivation de voies pro-prolifératives comme la cascade 

Phosphoinositide-3-Kinase-Proteine kinase B-cible de la rapamycine chez les mammifères (PI3K-

Akt-mTOR : Phosphoinositide-3-Kinase-Protéine kinase B-Mammalian Target of Rapamycin), 

impliquée dans la croissance cellulaire et la survie tumorale, et les voies mitogènes activées par les 

kinases (MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase) essentielles à la prolifération et à la 

différenciation cellulaire.38,39 Par ailleurs, bien que lôinsuline ne soit pas un ligand direct du 

récepteur du facteur de croissance insulinomimétique de type 1 (IGF1-R : Insulin-like Growth 

Factor 1 Receptor), elle peut interagir avec des récepteurs hybrides RTK/IGF1-R , formés par 

lôassociation de sous-unit®s du r®cepteur de lôinsuline (IR : Insuline Receptor) et du récepteur 

IGF1-R, activant ainsi des voies mitogènes qui renforcent encore la prolifération tumorale et la 

résistance aux traitements. Dans le contexte du diabète de type 2, caractérisé par une 

hyperinsulinémie chronique, ces mécanismes sont exacerbés, créant un environnement 

métabolique favorable au développement du cancer du pancréas, en maintenant une stimulation 

continue des voies de signalisation pro-tumorales (Fig. 1.3).40-43  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.3. Représentation schématique de lôinterconnexion entre le diabète de type 2 et le 

cancer du pancréas. Cette figure a été réalisée sur Biorender.com. 
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Dans des cellules normales, ces flux métaboliques sont régulés par les besoins 

homéostatiques des tissus.29 En revanche, dans les cellules cancéreuses, dont les besoins en 

nutriments sont anormalement élevés, la dérégulation de certains gènes leur permet dôéchapper à 

ces mécanismes de rétrocontrôles et de reprogrammer leur métabolisme énergétique pour soutenir 

leur croissance et leur prolifération.44         

 

1.3 Reprogrammation du métabolisme énergétique dans le cancer 

 

 Pour construire de la biomasse et proliférer, les organismes unicellulaires assimilent les 

nutriments disponibles dans leur environnement proche. Dôun autre côté, la croissance et la 

prolifération des cellules dans un organisme métazoaire sont régulées par des facteurs de croissance 

spécifiques, qui permettent lôimportation et lôutilisation des nutriments nécessaires à la duplication 

cellulaire. Les cellules cancéreuses, elles, reprogramment leur métabolisme pour favoriser la 

production de biomasse et la prolifération, même en présence de ressources nutritives limitées dans 

leur environnement immédiat.21         

 Pour y parvenir, ces dernières adoptent diverses stratégies, dont la réorientation de leurs 

réseaux métaboliques vers la production de macromolécules pour lôaccumulation de biomasse. 

Cette surconsommation entraîne lôépuisement des nutriments et lôaccumulation de déchets dans le 

microenvironnement tumoral (MET). Bien que cet environnement puisse sembler hostile, les 

cellules cancéreuses exploitent certains de ses « déchets » ou métabolites comme substrats pour la 

production dôénergie. De plus, ces métabolites peuvent indirectement influencer le comportement 

des cellules non transformées à proximité de la tumeur, impactant ainsi « lôéconomie métabolique 

de lôorganisme ».45 
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1.3.1 Les cellules cancéreuses adoptent un comportement particulier 

appelé la glycolyse aérobique ou effet Warburg 

 

 Le lien entre le métabolisme dérégulé et la tumorigènese a été décrit pour la première fois 

il y a près dôun siècle par le biochimiste allemand Otto Warburg46. Warburg a démontré que les 

cellules cancéreuses, par rapport aux cellules saines, présentent une activité glycolytique nettement 

supérieure.47,48 Cette activité élevée permet aux cellules cancéreuses de métaboliser le glucose 

efficacement, produisant ainsi lôénergie et les intermédiaires métaboliques essentiels à leur 

croissance et prolifération dérégulées.49 Plusieurs études ont montré que, dans de nombreux types 

de cancers, lôactivation de lôaxe PI3K-Akt1 augmente lôexpression des transporteurs de glucose, 

en particulier lôisoforme 1 (GLUT1 : Glucose Transporter 1), ainsi que lôactivité de 

phosphorylation du glucose par lôhexokinase, favorisant ainsi lôimportation et lôutilisation accrue 

du glucose dans la glycolyse.50,51          

 Comme mentionné précédemment, en condition aérobie, les cellules normales métabolisent 

le pyruvate, issu de la glycolyse, par le cycle de Krebs dans la mitochondrie alors quôen condition 

anaérobie, le pyruvate est métabolisé en lactate par la voie fermentaire.29 Mais Otto Warburg a 

découvert un comportement particulier des cellules cancéreuses, appelé glycolyse aérobie, où le 

glucose est métabolisé en lactate en présence dôoxygène, réduisant ainsi lôactivité mitochondriale 

au profit de la glycolyse.47 Lôutilisation de cette voie par les cellules cancéreuses, également connu 

sous le nom dôeffet Warburg, peut sembler contre-intuitive, car elle g®n¯re 18 fois moins dôATP 

que la chaîne respiratoire mitochondriale. Cela suggère que les cellules cancéreuses exploitent ce 

m®canisme pour r®pondre ¨ des besoins m®taboliques qui d®passent la simple production dôATP.52 

 Lôeffet Warburg est en réalité un processus physiologique observé dans les tissus à 

prolifération rapide lors de lôembryogénèse. La réactivation de certains gènes, normalement 

silencieux après embryogénèse, permettrait aux cellules cancéreuses de réactiver ce métabolisme 

prolifératif.48 Des explications récentes suggèrent que les cellules cancéreuses augmentent les flux 

glycolytiques pour produire plus rapidement de lôATP, du NAD+, et des intermédiaires 

glycolytiques, qui sont ensuite redirigés vers la biosynthèse de nucléotides et dôacides aminés (Fig. 

1.4). Cela favorise une voie anabolique pour la synthèse des macromolécules et des organites 

nécessaires à la formation de nouvelles cellules. De plus, ce soutien glycolytique est lié à 

lôactivation dôoncogènes tels que RAS (Rat Sarcoma) et MYC (Avian Myelocytomatosis Virus), 



 

 

44 

 

ainsi quôà des mutations des gènes suppresseurs de tumeurs comme TP53 (Tumor Protein 53), ce 

qui renforce lôactivité proliférative tout en diminuant lôapoptose.53,54  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figure 1.4. Repr®sentation sch®matique de lôeffet Warburg pour la biosynth¯se de nucl®osides 

et dôacides amin®s ¨ partir des interm®diaires glycolytiques. GLUT1 : transporteur de glucose 1, 

P : phosphate, DHAP : dihydroxyacétone-1-phosphate, GA3P : glycéraldéhyde-3-phosphate, 

3PG : 3-phosphoglycérate. Cette figure a été inspirée et réalisée sur Biorender.com.32 

 

Ces processus permettraient aux cellules cancéreuses dôaccumuler de la biomasse de 

manière plus efficace et sécurisée, évitant de saturer la chaîne respiratoire avec un surplus 

dôélectrons, ce qui pourrait provoquer un stress oxydatif potentiellement délétère. Bien que les 

cellules cancéreuses exploitent lôeffet Warburg, de nombreuses études montrent quôelles 

continuent également dôutiliser les réactions OXPHOS mitochondriales, qui restent la voie 

principale de production dôATP pour soutenir leur croissance.55-57 
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1.3.2 La plasticité métabolique du microenvironnement tumoral 

contribue à lôagressivité et à la résistance des cellules cancéreuses 

 

Le concept de MET a émergé au cours des dernières décennies pour améliorer notre 

compréhension du cancer. Il met en lumière lôidée que lôenvironnement immédiat de la tumeur ne 

se compose pas uniquement de cellules cancéreuses mais comprend en réalité différentes 

populations cellulaires cancéreuses et non cancéreuses qui coexistent et interagissent en symbiose. 

Lôensemble des composants non tumoraux du microenvironnement tumoral, désigné sous le nom 

de stroma, incluent des cellules immunitaires (macrophages, lymphocytes T, lymphocytes B, 

cellules NKé), des fibroblastes, et une matrice extracellulaire (MEC). Ce stroma joue un rôle 

essentiel en facilitant la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, qui apportent nutriments et 

oxygène aux cellules tumorales, et en construisant une MEC dense, qui assure la structure et le 

soutien mécanique du tissu tumoral tout en formant une barrière protectrice. (Fig. 1.5).58  

 De la même manière quôun biofilm influence le comportement des bactéries59, le MET 

module le comportement métabolique des cellules cancéreuses, jouant un rôle crucial dans leur 

croissance, leur progression et leur résistance aux traitements en influençant des paramètres tels 

que la vascularisation et la réponse immunitaire. Pour maximiser lôefficacité du MET, certaines 

cellules cancéreuses se différencient en adoptant des caractéristiques génétiques et métaboliques 

distinctes, formant une population polyclonale avec différents profils métaboliques. Ainsi, 

certaines cellules deviennent plus glycolytiques tandis que dôautres adoptent un métabolisme plus 

oxydatif en fonction du stade de développement de la tumeur, complexifiant ainsi le postulat dôun 

changement bioénergétique universel proposé par Warburg.58,60,61    

 Cette hétérogénéité métabolique, influencée en partie par lôorganisation spatiale du MET, 

contribue à une consommation inégale dôoxygène dans certains cancers, créant des zones 

hypoxiques, régions où lôapport en oxygène est insuffisant.62 Lôhypoxie, exacerbée par une 

vascularisation non uniforme dans la tumeur, est une force motrice majeure dans la progression 

tumorale et la métastase.63 Il a par ailleurs été démontré que les cellules tumorales hypoxiques sont 

jusquôà trois fois plus résistantes à la radiothérapie que les cellules tumorales normoxiques.64 Cette 

caractéristique du MET, souvent associée à la résistance aux traitements et aux récidives, contribue 

à des résultats cliniques défavorables dans de nombreux cancers, notamment ceux de la tête et du 

cou, du col de lôutérus, du poumon, du cerveau, de lôintestin, de la prostate et du pancréas.65  
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Figure 1.5. Représentation schématique du microenvironnement tumoral. Cette figure a été 

inspirée et réalisée sur Biorender.com.66 

 

1.3.3 Explorer les adaptations métaboliques du cancer du pancréas pour 

développer des approches thérapeutiques 

 

Lôhétérogénéité métabolique nôest pas seulement influencée par lôorganisation spatiale mais 

également par le degré dôévolution de la tumeur pancréatique. Au premier stade de leur 

développement, les cellules cancéreuses pancréatiques initiatrices se divisent rapidement pour 

former le MET, augmentant leurs activités de réactions OXPHOS ainsi que dôautres voies 

anaboliques pour maximiser la production dôATP et de métabolites. Lôaugmentation de lôactivit® 

mitochondriale, associ®e ¨ une augmentation de lôactivit® respiratoire, entra´ne alors une 

surconsommation dôoxygène qui dépasse sa disponibilité. Ce déséquilibre contribue ainsi à la 

création de zones hypoxiques, façonnant le MET vers un profil glycolytique afin de suppléer 

lôactivité mitochondriale limit®e par le manque dôoxygène.67,68     
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 Des études ont montré quôen condition dôhypoxie, les mutations dans RAS et TP53 activent 

des voies de signalisation telles que le facteur inductible par lôhypoxie 1 (HIF-1 : Hypoxia Inducible 

Factor-1). Cette activation augmente la glycolyse et stimule lôexpression de g¯nes codant pour 

GLUT1 et la déshydrogénase de lactate A (LDHA). Cela permet également dôaccro´tre la 

conversion du glucose en lactate, qui est ensuite excrété par des transporteurs de monocarboxylate 

4 (MCT4 : Monocarboxylate Transporter 4).69-71 Mais lôactivation de cette voie stimule également 

lôangiogen¯se, soit la création de nouveaux réseaux vasculaires au sein de la tumeur. Initialement 

déclenchée pour augmenter lôapport en oxygène, cette voie aboutit souvent à la formation de 

vaisseaux sanguins anormaux et inefficaces, aggravant lôhypoxie.72 De plus, lôhypoxie va 

également stimuler la glycolyse anaérobie des cellules stromales, qui vont à leur tour sécréter du 

lactate, contribuant à lôacidification du MET et à lôatténuation des fonctions immunitaires.73,74 

 Pour survivre dans ce microenvironnement hétérogène, les cellules tumorales situées dans 

des zones mieux oxygénées récupèrent le lactate (via les MCT1), produit et sécrété par les cellules 

glycolytiques hypoxiques, et le convertissent en pyruvate par la déshydrogénase de lactate B 

(LDHB) pour alimenter leur métabolisme mitochondrial (Fig. 1.6).75 Cette interaction symbiotique 

entre cellules cancéreuses aux profils métaboliques distincts rappelle des processus similaires 

observés dans les muscles. 45,73        

 Malgré une meilleure compréhension de la biologie du PDAC, les essais cliniques avec des 

inhibiteurs ciblant RAS ou la LDH ont été décevants, sôarrêtant pour certains en phases avancées 

de développement.76,77 Cela peut sôexpliquer par le fait que, malgré le phénotype glycolytique 

prédominant du MET, les cellules PDAC peuvent favoriser lôactivité des réactions OXPHOS 

comme mécanisme compensatoire pour contourner la réponse au ciblage de la LDH.78 En analysant 

les profils métaboliques de modèles murins, des chercheurs ont montré que les cellules tumorales 

les plus r®sistantes ¨ lôapoptose ®taient celles d®pendantes des réactions OXPHOS. Cette résistance, 

corrélée à une malignité plus élevée, souligne le rôle crucial du métabolisme mitochondrial dans 

ce type de cancer.79          

 Le traitement des tumeurs pancréatiques, basé uniquement sur leur profil génétique semble 

inadéquat en raison des changements métaboliques associés à la dérégulation de plusieurs voies de 

signalisations. Lôadaptation métabolique du MET émerge comme une caractéristique critique dans 

la conception et lôapplication de nouvelles thérapies anticancéreuses pour le cancer du pancréas et 

dôautres type de cancers. Les futures approches devraient prendre en considération ces 
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vulnérabilités métaboliques, en intégrant les mécanismes de soutien symbiotique pour cibler cette 

plasticité. Des thérapies combinées visant à perturber plusieurs voies métaboliques, en particulier 

la voie des réactions OXPHOS mitochondriales, pourraient offrir une alternative prometteuse pour 

les patients atteints de cette maladie à la fois complexe et devastatrice.80 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.6. Repr®sentation sch®matique de lôinteraction symbiotique entre une cellule 

cancéreuse glycolytique (hypoxie) et oxydative (normoxie) au sein du microenvironnement 

tumoral. GLUT1 : transporteur de glucose 1, LDHA/B : lactate déshydrogénase A et B, MCT1/4 : 

transporteurs de monocarboxylate 1 et 4, OXPHOS : phosphorylation oxydative. Cette figure a été 

inspirée et réalisée sur Biorender.com.75 
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1.4 Dynamique structurale et fonctionnelle des mitochondries, un 

organite semi-autonome 

 

Dôaprès la théorie endosymbiotique, popularisée par Lynn Margulis dans les années 1960, 

les mitochondries proviendraient de bactéries ancestrales qui auraient été endocytées par une 

cellule eucaryote primitive. Cette théorie, autrefois controversée, est soutenue par plusieurs 

preuves, notamment la pr®sence dôADN circulaire mitochondrial (ADNmt), des homologies de 

séquence avec les a-protéobactéries du genre Rickettsiales, une double membrane de type Gram-

négatif contenant des cardiolipines, des phospholipides spécifiques aux membranes bactériennes, 

et des ribosomes mitochondriaux (70S), proches de ceux des bactéries.81    

 En plus de posséder leur propre génome, les mitochondries peuvent se répliquer 

indépendamment du cycle cellulaire par un processus similaire à la fission des bactéries, leur 

conférant une certaine autonomie et dynamique. Cependant, la biogénèse et la fonction 

mitochondriale nécessite une coordination étroite entre les génomes nucléaires et mitochondriales. 

Pour renforcer cette coordination, les mitochondries, dont le nombre varie dôun type cellulaire à un 

autre, sôorganisent autour du noyau en formant un réseau dynamique et coordonné.26,82  

 Cette organisation facilite le transport des protéines codées et importées par le noyau, 

permettant une réponse rapide et efficace aux besoins énergétiques. Par ailleurs, ce réseau peut 

adopter différentes morphologies ou morphotypes en fonction de lôétat fonctionnel et métabolique 

de la cellule. Alors que pendant une activité métabolique normale les mitochondries forment un 

réseau filamenteux, allongé et interconnecté, celles-ci peuvent se fissionner et apparaitre 

fragmentées en conditions de stress ou de dysfonctionnement mitochondrial, témoignant dôune 

relation étroite entre lôétat énergétique de la cellule et la morphologie des mitochondries.83  
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 1.4.1 La topologie mitochondriale, essentielle au métabolisme 

énergétique cellulaire 

 

Comme le noyau, la mitochondrie est un organite composé de deux membranes 

phospholipidiques qui permettent la délimitation de deux compartiments, la matrice mitochondriale 

et lôespace intermembranaire.84 Elle contient également son propre matériel génétique, hérité de la 

mère lors de la fécondation, et sa propre machinerie de translation (Fig. 1.7).85 Cette architecture 

spécifique permet de séparer et de réguler des processus distincts, tels que le transport de solutés 

et de métabolites, le métabolisme, la transmission du matériel génétique et lôapoptose, contribuant 

ainsi à maintenir lôhoméostasie cellulaire.84        

 Alors que la membrane externe mitochondriale, semi-perméable, est principalement 

impliquée dans la régulation des métabolites et des ions par lôintermédiaire des protéines 

transmembranaires de types porines, la membrane interne mitochondriale, imperméable à la plupart 

des petites molécules et ions, abrite une grande quantité de protéines membranaires intégrales et 

périphériques, y compris les complexes de la chaîne respiratoire qui sont essentiels à la respiration 

et à la production dôénergie.84 Ce qui fait la singularité de la membrane interne est sa capacité à se 

replier et à former des invaginations, appelées les crêtes (cristae) mitochondriales.  Ce repliement 

permet dôaugmenter la surface disponible, pour accueillir davantage de complexes protéiques, et 

de rapprocher les enzymes et les substrats nécessaires, maximisant ainsi lôefficacité de la 

production dôénergie.86          

 Lôespace intermembranaire est un environnement aqueux qui tend à être acide en raison du 

relargage et de lôaccumulation de protons provenant des complexes de la chaîne respiratoire. Ce 

compartiment permet le transit des molécules et ions nécessaires aux processus mitochondriaux, 

ainsi que des protéines codées par le noyau via les translocases membranaires externes et internes 

(TOM : Translocase Outer Membrane and TIM : Translocase Inner Membrane).87,88 La matrice 

mitochondriale est également un environnement aqueux, légèrement basique (Ḑ pH 7,8), qui 

contient les ribosomes mitochondriaux, lôADNmt et les enzymes solubles du cycle de Krebs.84 Ce 

compartiment est essentiel pour plusieurs processus métaboliques, dont le cycle de Krebs et la b-

oxydation, et permet lôexpression de 13 protéines mitochondriales qui forment des sous-unités des 

complexes I, III, IV et V de la chaîne respiratoire.89  
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Figure 1.7. Repr®sentation sch®matique de la structure et de lôorganisation des mitochondries 

dans une cellule eucaryote. ADNmt : ADN mitochondrial. Cette figure a été réalisée sur 

Biorender.com. 

 

Outre leur rôle dans la production dôATP, les mitochondries régulent le métabolisme des 

lipides et des acides aminés, produisent de métabolites intermédiaires essentiels à la biosynthèse, 

et contrôlent les niveaux de calcium intracellulaire.90 Ces organites régulent également les 

décisions relatives au destin des cellules, telles que lôapoptose et la sénescence cellulaire, et sont la 

principale source dôespèces réactives de lôoxygène (ROS : Reactive Oxygen Species), qui peuvent 

avoir des effets physiologiques ou pathologiques en fonction de leur concentration.91  
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1.4.2 Organisation et fonctionnement de la chaîne respiratoire 

mitochondriale  

 

 La membrane interne mitochondriale contient la chaîne respiratoire mitochondriale, où se 

déroulent les réactions OXPHOS. Ce processus découplé implique cinq complexes protéiques 

membranaires fonctionnant en série pour produire de lôATP. Il repose sur la circulation dôun flux 

dôélectrons, apportés par le NADH et le FADH2 issu du cycle de Krebs, qui transitent du complexe 

I jusquôau complexe IV. À chaque étape du transfert des électrons au sein de la chaîne respiratoire 

mitochondriale, les complexes enzymatiques (I, III et IV) utilisent lô®nergie lib®r®e, par la réduction 

successive des accepteurs d'électrons, pour transporter activement des protons de la matrice 

mitochondriale vers lôespace intermembranaire, créant ainsi un gradient électrochimique. À 

lôexception du complexe II, les activités oxydoréductases des complexes I, III et IV couplent le 

transport dôélectrons à la translocation de protons. Ce gradient électrochimique génère une force 

proton-motrice, utilisé par le complexe V, ou F1Fo-ATP synthase, pour synthétiser lôATP à partir 

dôADP et du phosphate inorganique (Pi). Les oxydations du NADH et du FADH2 par les complexes 

I et II respectivement, fournissent les électrons nécessaires à ce processus (Fig. 1.8).26 Le complexe 

I, ou NADH-Ubiquinone Oxydoréductase, catalyse lôoxydation du NADH en NAD+ et permet le 

transfert des électrons à la flavine mononucléotide (FMN), puis à lôubiquinone (coenzyme Q), la 

réduisant en ubiquinol. Avec le potentiel réducteur le plus élevée (-0,32 V), le complexe I joue un 

rôle crucial dans la régénération du NAD+.92,93 Les électrons sont ensuite transportés à travers la 

membrane interne par les ubiquinones jusquôau complexe III, puis transférés par le cytC qui diffuse 

librement dans lôespace intermembranaire jusquôau complexe IV, ou lôoxygène moléculaire est 

réduit en eau.26     
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Figure 1.8. Repr®sentation sch®matique de la chaine de transport dô®lectrons. CoQ : coenzyme 

Q, CytC : cytochrome C. Cette figure a été réalisée sur Biorender.com. 

 

 Pendant ce processus oxydatif, 1 à 5% de lôoxygène consommé est convertie en ROS, telles 

que lôanion superoxyde (O2
.-) et le peroxyde dôhydrogène (H2O2), principalement par les complexes 

I et III. Les ROS jouent un rôle dual : à faibles niveaux, elles peuvent activer des voies de 

signalisation favorisant la survie ou la prolifération cellulaire, tandis quôà des niveaux élevés, elles 

peuvent causer des dommages irréversibles à lôADN, aux protéines et aux lipides, conduisant à la 

mort cellulaire.94,95 Les ROS favorisent également le relargage du cytC en oxydant la cardiolipine, 

un phospholipide anionique de la membrane interne mitochondriale auquel le cytC est lié, 

déclenchant ainsi la voie apoptotique.96        

 Le fonctionnement des complexes OXPHOS a longtemps été débattu. Selon le modèle le 

plus récent, appelé « modèle de plasticité », ces complexes ne se trouveraient pas uniquement sous 

leur forme individuelle, mais seraient également regroupés en structures plus complexes appelées 

supercomplexes (SCs).97 Les complexes I, III, IV pourraient sôautoassembler dans des 

configurations et stîchiom®tries vari®es pour former le respirasome.98 En plus dôapporter une 

stabilité globale, cette organisation permettrait de rapprocher les complexes, facilitant le transfert 

dôélectrons tout en minimisant les pertes énergétiques et pourrait également réduire le stress 

9ǎǇŀŎŜ ƛƴǘŜǊƳŜƳōǊŀƴŀƛǊŜ 

aŀǘǊƛŎŜ ƳƛǘƻŎƘƻƴŘǊƛŀƭŜ 
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oxydatif en limitant les fuites dôélectrons.99 La formation de ces SCs, en réponse à des stimuli 

encore non identifiés, permettrait aux cellules de sôadapter à leurs besoins énergétiques, assurant 

ainsi une flexibilité métabolique.100  

 

1.4.3 Relation entre lôétat énergétique des cellules et la morphologie des 

crêtes mitochondriales 

 

Les mitochondries ont la capacité de passer dôun réseau allongé et interconnecté à un état 

fragmenté par le biais de processus de fusion et de fission. Cette modulation de la forme 

mitochondriale est liée à la dynamique de la membrane interne, en particulier à celle des crêtes 

mitochondriales. La forme et lôorganisation de ces cr°tes peuvent changer en r®ponse ¨ lô®tat 

physiologique de la cellule et sont régulées par des protéines dites de « remodelage ».101 

 Dans les années 1960, Charles R. Hackenbroch a observé, par microscopie électronique 

(ME), des changements r®versibles dans lôultrastructure de mitochondries isol®es de cellules 

hépatiques murines, en fonction de leur état métabolique. Ces observations ont permis dô®tablir 

une relation entre lôultrastructure des mitochondries et lô®tat ®nerg®tique des cellules.102  

 Des découvertes récentes ont montré que la morphologie des crêtes influence directement 

lôactivit® des r®actions OXPHOS, suggérant que la forme de la membrane interne affecte 

lôorganisation et la fonction de la chaîne respiratoire, et donc le métabolisme cellulaire.103 Les 

protéines de modelage des crêtes ont ainsi émergé comme des modulateurs potentiels de la 

bioénergétique mitochondriale.101 Parmi les protéines façonnant les crêtes mitochondriales figurent 

les sous-unités du complexe système dôorganisation des sites de contact et des crêtes 

mitochondriales (MICOS : Mitochondrial Contact Site and Cristae Organizing System), les 

isoformes de lôatrophie optique 1 (OPA1 : Optic Atrophy 1) au niveau des jonctions des crêtes, 

ainsi que la F1Fo-ATP synthase (complexe V), qui sôorganise en dim¯res formant les bords courb®s 

des crêtes (Fig. 1.9). La perturbation de ces protéines peut altérer la forme des crêtes, affectant la 

structure et la fonction des complexes OXPHOS, et compromettre ainsi le métabolisme et la 

croissance cellulaire.104          

 De nombreuses études ont montré que le remodelage des crêtes mitochondriales, dépendant 

dôOPA1, est essentiel pour réguler les dommages tissulaires et maintenir le fonctionnement des 
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complexes OXPHOS.105-108 Dans certains modèles cellulaires, lôablation dôOPA1 a révélé que la 

forme des crêtes régule lôassemblage et la stabilité des SCs sans affecter la machinerie de traduction 

de lôADNmt. Ces cellules présentaient un gonflement mitochondrial, une réduction du nombre de 

crêtes et des jonctions, une diminution des dimères de la F1Fo-ATP synthase et des SCs, ce qui 

entraînait une baisse de la consommation dôoxygène et de la production dôATP, impactant la 

croissance des cellules dépendantes des mitochondries.109-112 En revanche, une légère 

surexpression dôOPA1 dans des souris transgéniques a montré une augmentation de la tension des 

crêtes et la stabilisation des SCs, indépendamment des niveaux dôADNmt, soulignant le rôle crucial 

des crêtes dans la modulation de la structure des SCs et de la fonction de la chaîne de transport des 

électrons.113  
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Figure 1.9. Représentation schématique du repliement de la membrane interne et des protéines 

impliquées dans le remodelage des crêtes. CoQ : coenzyme Q, CytC : cytochrome C. Cette figure 

a été inspirée et réalisée sur Biorender.com.114  

 

Les dimères de la F1Fo-ATP synthase jouent un r¹le cl® dans le maintien de lôultrastructure 

des crêtes.115 Il a été démontré que la F1Fo-ATP synthase bovine purifiée pouvait déformer une 

bicouche lipidique, prouvant ainsi son rôle dans la courbure des crêtes.116 La délétion des sous-

unités e et g de la F1Fo-ATP synthase chez la levure117 et dans des lignées cellulaires humaines de 

type Hela118 a inhibé la dimérisation de ce complexe, entraînant une déstructuration des crêtes, qui 

sôest manifest®e par un gonflement de la membrane interne avec des mitochondries en formes de 

sph®roµdes ou ç dôoignons è. Par ailleurs, une ®tude r®cente a r®v®l® que lôabsence de la sous-unité 

g dans les cellules Hela a également montré des anomalies des complexes OXPHOS, suggérant un 

lien entre la dimérisation de la F1Fo-ATP synthase, le maintien de lôultrastructure des crêtes et 

lôactivité de la chaîne respiratoire.119,120         

 Enfin, une recherche sur une lignée cancéreuse ovarienne, fortement dépendante des 

réactions OXPHOS, a révélé que la perturbation des crêtes mitochondriales réduisait la croissance 

de ces cellules, suggérant une relation complexe entre la morphologie des crêtes et la croissance 

tumorale.121 

 

1.5 Cibler la chaîne respiratoire mitochondriale, une stratégie 

anticancéreuse prometteuse 

 

 Les mitochondries, considérées comme les « centrales énergétique » des cellules, jouent 

un rôle crucial dans le métabolisme énergétique, pour alimenter les activités cellulaires et réguler 

divers processus métaboliques essentiels, mais également dans la mort cellulaire, un processus clé 

pour maintenir lôhoméostasie et prévenir les maladies. Leur bon fonctionnement est donc vital pour 

la survie des organismes eucaryotes. Les dysfonctionnements mitochondriaux sont associés à la 

résistance à lôinsuline dans le diabète, au vieillissement, à certaines maladies cardiovasculaires et 
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à divers cancers.122  En exploitant les mitochondries, les cellules cancéreuses augmentent leur 

production dôénergie et de métabolites, tout en échappant à la mort cellulaire, ce qui leur permet 

de croître et de proliférer de manière incontrôlée. Côest pourquoi les mitochondries constituent une 

cible majeure pour le développement de nouvelles thérapies anticancéreuses.123 

 

1.5.1 Lôaugmentation de lôactivit® de la cha´ne respiratoire 

mitochondriale dans le cancer est associé à un mauvais pronostic  

 

 Bien quôil existe une grande variabilité dans la préférence pour la glycolyse aérobie ou les 

réactions OXPHOS, certains cancers, tels que les leucémies, les lymphomes, le sous-type de 

mélanome, le carcinome endométrial ou encore le PDAC dépendent fortement des réactions 

OXPHOS pour leur croissance.124 Une fonction essentielle dans le soutien anabolique et la 

prolifération cellulaire de la chaîne respiratoire est de régénérer le NAD+ afin de soutenir la 

glycolyse et le cycle de Krebs.21 Cette forte demande en NAD+ dans les cellules cancéreuses à 

prolifération rapide nécessite un équilibre des ratios NAD+/NADH.125,126 En réoxydant le NADH 

en NAD+, le complexe I de la chaîne respiratoire est donc cruciale dans ce processus.127 

Lôaugmentation de son activit® permet de fournir lô®nergie et les accepteurs dô®lectrons requis pour 

les réactions de biosynthèse pour soutenir la croissance cellulaire, et entraîne également une 

augmentation de la consommation dôoxyg¯ne, contribuant ainsi à la formation de zones hypoxiques 

dans le microenvironnement tumoral.124         

 Lôanalyse approfondie du MET a permis dôidentifier des sous-populations de cellules 

souches cancéreuses (CSC), fortement dépendantes des réactions OXPHOS pour leur survie. Par 

ailleurs, ces cellules pluripotentes sont associées à un potentiel accru de transformation, de 

quiescence, dô®vasion immunitaire et sont impliqu®es dans la r®sistance aux traitements associ®s 

aux rechutes.128-130 Ces cellules se divisent de manière asymétrique, produisant à la fois des cellules 

souches et des cellules différenciées, contribuant ainsi à lôhétérogénéité métabolique du MET.63,131 

La compréhension des mécanismes métaboliques spécifiques aux CSC, qui jouent un rôle central 

dans lôagressivité et la résistance de certains cancers, particulièrement pour le PDAC130, offre des 

perspectives thérapeutiques prometteuses, notamment en ciblant la chaîne respiratoire 

mitochondriale.132 
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1.5.2 Lôexploration des inhibiteurs du complexe I de la chaîne respiratoire 

mitochondriale offre des perspectives en médecine translationnelle  

 

Malgré les défis liés à la plasticité métabolique des cellules tumorales, la compréhension 

des mécanismes métaboliques dôadaptation des cellules canc®reuses a permis de développer des 

approches thérapeutiques ciblées, notamment celle des inhibiteurs de la chaîne respiratoire 

mitochondriale. Parmi les différentes cibles biologiques quôoffrent la chaîne respiratoire, le 

complexe I a suscité un vif intérêt. En inhibant ce complexe, il serait possible de réduire la 

production de NAD+ et dôATP, contrôlant ainsi la croissance tumorale.124,133    

 Récemment, de nouveaux toxicophores du complexe I ont été identifiés pour leur capacité 

sélective à cibler et à inhiber la prolifération des cellules cancéreuses. Parmi ces toxicophores se 

trouvent plusieurs composés appartenant à la famille des composés aromatiques hétérocycliques, 

tels que les triazoles, les oxazoles, les oxadiazoles ou encore les pyrazoles.134,135 Sur la base de ces 

résultats, des puissants inhibiteurs tels que le Mubritinib136, BAY 87-2243137 et lôIACS-010759138 

ont été développés et ont montré une efficacité préclinique impressionnante dans plusieurs modèles 

animaux de cancers (Fig. 1.10). Cependant, les promesses de ces composés ont été compromises 

par leurs toxicités sévères lors des essais cliniques.132 Le plus récent essai de phase I avec IACS-

010759, mené sur 17 personnes atteintes de leucémie myéloïde aiguë et 23 personnes atteintes de 

tumeurs solides, a d¾ °tre interrompu en raison dôun index th®rapeutique ®troit associé à des 

toxicités importantes. Il a notamment été reporté des effets secondaires graves tels que des 

neuropathies périphériques et des élévations du taux de lactate ayant conduit à des acidoses 

lactiques.138 Cette toxicité est probablement due à lôinhibition puissante et ciblée du complexe I, 

qui, en réorientant le flux glycolytique vers un métabolisme fermentaire, entraîne une 

surproduction de lactate.139,140          
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Figure 1.10. Structures chimiques des inhibiteurs Mubritinib, BAY87-2243 et IACS-010759. 

 

Les applications cliniques des inhibiteurs de la chaine respiratoire dépassent le cadre de la 

chimiothérapie, offrant un potentiel en tant que radio-sensibilisateurs dans des contextes 

hypoxiques.132 En inhibant le complexe I, la réduction du flux dôélectrons diminue la 

consommation dôoxygène, augmentant ainsi sa disponibilité dans lôenvironnement tumoral.62 Cette 

réoxygénation partielle réduit lôhypoxie tumorale, rendant les cellules cancéreuses plus sensibles à 

la radiothérapie.141 Des modélisations mathématiques ont montré quôune diminution de 30% de la 

consommation dôoxygène suffit à atténuer lôhypoxie tumorale et à améliorer la radiosensibilité.142 

Des inhibiteurs modérés des complexes OXPHOS, tels que la metformine143,144 ou encore 

lôatovaquone145,146, ont démontré leur capacité à réoxygéner les tumeurs et à renforcer la 

radiosensibilité dans plusieurs modèles précliniques, soulignant ainsi leur potentiel pour un 

repositionnement thérapeutique. 
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1.5.3 Les cations lipophiles délocalisés cibleurs de mitochondries 

 

La cr®ation dôun gradient ®lectrochimique ¨ travers la membrane interne mitochondriale, 

li®e ¨ lôactivit® de la chaine de transport dô®lectrons, augmente le potentiel ®lectrique n®gatif ¨ 

lôint®rieur de la membrane interne mitochondriale (cot® matrice) par rapport ¨ lôext®rieur (espace 

intermembranaire).84 Avec un potentiel de membrane compris entre -150 et -180 mV, la membrane 

interne mitochondriale est hyperpolarisée par rapport à la membrane plasmique des cellules 

eucaryotes (-30 à -70 mV).147,148 Cette hyperpolarisation est cruciale non seulement pour la 

génération du gradient de protons mais aussi pour lôimport de protéines vers les mitochondries.149 

 La plupart des protéines qui sont adressées vers les mitochondries possèdent une séquence 

peptidique (15 à 70 résidus) de ciblage mitochondrial (MTS : Mitochondrial Targeting Sequence), 

g®n®ralement situ®e ¨ leur lôextr®mit® N-terminale (Nter), contenant des résidus basiques (charge 

globale positive) et repli®e sous la forme dôune h®lice amphipatique.150,151 En exploitant ce 

processus, des molécules cationiques lipophiles délocalisées ont été développées, sôaccumulant 

jusquôà 1000 fois dans la matrice mitochondriale.148 Cette stratégie a permis de cibler sélectivement 

les mitochondries des lignées cancéreuses, dont le potentiel interne mitochondrial est 

significativement plus élevé que celui des cellules normales (Ḑ -220 mV).152,153  

 Certains de ces agents ont démontré une inhibition de la respiration mitochondriale in vitro, 

mais leur utilisation en tant quôéchafaudage pour le transport dôautres groupes chimiques pour un 

relargage sélectif de molécules bioactives dans les mitochondries sôest av®r®e plus prometteuse. La 

conjugaison directe de ces éléments de ciblage mitochondrial avec des médicaments anticancéreux 

ou des capteurs a permis dôaugmenter leur activité cytotoxique et leur capacité de détection. En 

sôappuyant sur ce concept, certains chercheurs ont même développé des molécules théranostiques 

qui allient des fonctions thérapeutiques et diagnostiques, associées au ciblage mitochondrial.154 

 Les agents cationiques lipophiles ciblant les mitochondries incluent des groupements 

fonctionnels tels que les sels de triphénylphosphonium (TPP), de quinolinium, de pyridinium, de 

guanidinium ou encore de biguanidium, ainsi que des séquences peptidiques inspirés des MTS 

(Fig. 1.11).148,155 Bien que certains dérivés, comme les analogues alkyl de TPP, guanidinium et 

biguanidium, aient montré des activités anticancéreuses prometteuses in vitro, leur toxicité non 

spécifique a limité leur utilisation in vivo.156 La conjugaison du motif TPP avec des agents 

anticancéreux tels que le chlorambucil157 ou encore avec des inhibiteurs de la chaîne respiratoire 
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comme la metformine158 a permis dôaugmenter leur activité antiproliférative de 10-1000 fois avec 

une certaine toxicité sélective. En revanche, les agents de ciblage mitochondrial peptidique, bien 

quôayant montré une certaine efficacité, présentent des inconvénients majeurs du fait de leur 

structure volumineuse, de leur faible solubilité et de leur stabilité limitée dans des environnements 

aqueux, ce qui réduit leur efficacité in vivo.156        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.11. Repr®sentation sch®matique de lôattraction mitochondriale par les prot®ines 

dôadressage mitochondrial et les groupements cibleurs de mitochondrie (nuage). (1) Interaction 

avec la translocase de la membrane externe (TOM), (2) Insertion membranaire par TOM et la 

translocase de la membrane interne (TIM), (3) Translocation dans la matrice. TPP : 

triphénylphosphonium. Cette figure a été inspirée et réalisée sur Biorender.com.159 

 

Biguanidium 

Quinolinium 

Guanidinium 

Pyridinium 

TPP 

DY = -150 -180 mV 



 

 

62 

 

Malgré le développement de nombreux conjugués de médicaments anticancéreux ciblant 

les mitochondries, peu ont atteint des phases cliniques avancées.160 Actuellement, seul 

lôantioxydant SkQ1 a été approuvé pour le traitement de maladies oculaires en Russie (Fig. 1.12). 

Ce défi souligne lôimportance de prendre en compte des facteurs tels que la charge, la taille des 

molécules et leurs interactions avec les membranes cellulaires pour produire des agents de ciblage 

mitochondrial cliniquement applicables.156 Ainsi, en dépit dôune justification solide pour 

développer des composés qui ciblent les mitochondries, le développement de thérapies 

mitochondriales reste une promesse non tenue. 

 

 

 

 

 

Figure 1.12. Structure chimique de lôantioxydant skQ1. 

 

1.6 La metformine, une molécule sûre qui cible les mitochondries 

 

En raison des toxicités inacceptables des récents inhibiteurs du complexe I de la chaine 

respiratoire et des agents cationiques lipophiles délocalisés, la découverte de médicaments qui 

ciblent en toute sécurité les mitochondries représente un vrai défi.140 Dans ce contexte, les 

biguanides médicinaux tels que la metformine et la phenformine, considérées comme des 

inhibiteurs modérés de la chaîne respiratoire, émergent comme une alternative attrayante pour 

cibler le métabolisme mitochondrial dans le cancer.161,162 La metformine, bien quôutilis®e 

principalement pour des indications autres que lôoncologie, est le seul biguanide commercialement 

disponible. Employée depuis des décennies, cette molécule a démontré un profil de sécurité et une 

tolérance aux autres thérapies dans plusieurs essais cliniques en oncologie. Cependant, elle nôest 

pas suffisamment active pour être utilisée à des doses cliniquement acceptables.163,164  
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1.6.1 Origine et développement de la metformine 

 

 Utilisée depuis les années 1950, la metformine est un antidiabétique oral de la famille des 

biguanides (Glucophage ®). Reconnu pour ses propriétés anti-hyperglycémiques, elle agit 

notamment en r®duisant la n®oglucogen¯se h®patique et lôinsulino-résistance.165 Sa grande 

efficacit® ¨ m®dier la glyc®mie avec peu dôeffets secondaires ¨ court et ¨ long termes lui a valu 

dô°tre class®e comme médicament essentiel par lôOMS en 2019 pour le traitement du T2D.166  

 Deux autres analogues de la metformine, la phenformine et la buformine, avaient également 

été approuvés pour le traitement du T2D en Europe la même époque. Cependant, suite à des décès 

provoqués en partie par des acidoses lactiques167, ces deux analogues ont été retirés du marché 20 

ans plus tard pour laisser place à la metformine, un homologue moins puissant mais aussi moins 

toxique, bien quôelle nôait été commercialisée aux États-Unis quôen 1995 (Fig. 1.13).168  

 

 

 

 

Figure 1.13. Structures chimiques des biguanides buformine, metformine et phenformine. 

 

Lôhistoire de la metformine remonte à lôEurope médiévale, où Galega officinalis (lilas 

français) était utilisée en médecine traditionnelle pour traiter divers symptômes du diabète, tels que 

la polyurie, et pour soulager les morsures dôanimaux venimeux. Dans les années 1920, lôisolement 

et la caractérisation des principes actifs de cette plante ont révélé la présence de la galégine, un 

dérivé isopenténylique de la guanidine, initialement utilisée comme traitement du diabète (Fig. 

1.14). Cependant, en raison du profil de toxicité des médicaments à base de guanidine, leur 

utilisation généralisée comme traitement antidiabétique a été limitée.168,169   
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Figure 1.14. Structures chimiques de la guanidine et de la galégine. 

 

En parallèle de ces découvertes, les premiers travaux sur la synthèse des guanidines, initiées 

par les chimistes allemands Adolph Strecker dans les années 1860 et Bernhard Rathke dans les 

années 1880170, ont conduit à la synthèse des biguanides qui résultent de la condensation de deux 

guanidines. En 1922, Emil Werner et James Bell ont synthétisé la metformine en faisant réagir du 

chlorure de N,N-diméthylammonium avec de la cyanoguanide (dicyandiamine) en proportion 

équimolaire à haute température dans lôeau, générant ainsi le chlorure de N,N-

diméthylbiguanidium, connu sous le nom de metformine ou glucophage ® (Fig. 1.15).171 

    

 

 

 

Figure 1.15. Première voie de synthèse de la metformine.171 (1) Chlorure de N,N-

dimethylammonium; (2) dicyandiamine; (3) Chlorure de N,N-dimethylbiguanidium. 

 

1.6.2 Propriétés physicochimiques des biguanides  

   

 Les biguanides, comme les guanidines, sont des composés riches en électrons, capables de 

d®localiser une charge positive entre diff®rents atomes dôazotes.172 ê lôinstar des guanidines, dont 

la charge est répartie uniformément de manière symétrique, les biguanides peuvent résonner entre 

sept formes mésomères, avec différentes structures et énergies de résonnance. Dans certaines 

configurations tautomériques, la structure du biguanide peut °tre stabilis®e par lô®tablissement dôun 
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pont hydrogène intramoléculaire.173,174        

 Les biguanides sont des composés polaires et hydrophiles, capables de former des sels 

stables avec des acides organiques et inorganiques. Avec deux constantes dôacidit® (pKa Ḑ 2,9 et 

pKb Ḑ 11,5), les biguanides sont consid®r®s comme des bases amphot¯res fortes. Dans lôeau, ils 

peuvent exister sous des formes mono- et di-protonées, permettant la coexistence de deux sites de 

protonation. Des analyses fondées sur la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT : Density 

Functional Theory), appuyées par des études cristallographiques, indiquent que les structures 

d®pourvues dôhydrog¯ne sur lôazote pontant sont les plus stables sous leur forme mono-protonée. 

Par ailleurs, dans cette même forme, la charge cationique se répartit entre différentes formes 

m®som¯res, ce qui stabilise lôion gr©ce ¨ une ®nergie de r®sonance ®lev®e.175 Des observations ont 

révélé que la formation du dication des biguanides résulte d'une protonation sélective et réversible, 

r®gul®e par la disponibilit® des sites de protonation. Lôajout dôun second proton semble exclure la 

pr®sence dôun syst¯me conjugu®.176 La structure cristalline de la forme di-protonée, obtenue en 

milieu dôacide chlorhydrique concentr®, r®v¯le que les protonations se produisent sur les atomes 

dôazote pontant et imino de la mol®cule. Cette double protonation g®n¯re une contrainte 

moléculaire, se traduisant par lôouverture dôun angle de 36,42Á au niveau de lôazote pontant et par 

une modification des longueurs des liaisons carbone-azote (Figure 1.16).177   

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.16. Repr®sentation des ®tats dô®quilibre mono-et di-protoné de la metformine. 

 

 Ces différents sites de protonations, associés à une délocalisation accrue des électrons, 

confèrent aux biguanides une réactivité chimique particulière, leur permettant de chélater et de 
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former des complexes métalliques178 ou encore de former des assemblages supramoléculaires179, 

et seraient ¨ lôorigine de leurs effets biologiques.180  

 

1.6.3 Métabolisation et action anti-hyperglycémique de la metformine   

 

 Avec sa chaine lat®rale compos®e de deux groupements guanidines fusionn®s, dont lôazote 

terminal de lôun dôeux est di-substitué par deux groupements méthyles, la metformine est un 

biguanide très stable, de faible masse molaire (MM = 165,6 g/mol). Hautement hydrophile, elle 

affiche un coefficient de partage (LogP) de -1,43 (octanol/eau) et se présente majoritairement sous 

forme monoacide à pH physiologique. En raison de son hydrophilie et de sa charge cationique, son 

internalisation cellulaire est limitée, ce contribue à restreindre sa biodisponibilité, estimée entre 40 

et 60 %.181 ê lôinstar de la phenformine, un analogue plus hydrophobe (LogP = -0,83), sa 

distribution et son internalisation tissulaire dépend de transporteurs spécifiques tels que les 

transporteurs organiques de cations 1 et 2 (OCT1/2 : Organic Cation Transporter 1/2), ainsi que 

les transporteurs dôextrusion de m®dicaments et de toxines (MATE : Multidrug and Toxin 

Extrusion Transporters).182 Plusieurs études ont établi que la concentration tissulaire de la 

metformine d®pend de lôexpression et de lôactivit® de ces transporteurs.183,184 Après absorption, la 

metformine sôaccumule pr®f®rentiellement dans le tractus gastro-intestinal, le foie et les reins et est 

excr®t®e inchang®e dans lôurine. 181,182 Cependant, malgré sa grande stabilité, une faible proportion 

peut être hydrolysée et donner des métabolites tels que les dérivés guanidine et guanylurée.185 

 L'accumulation de metformine dans l'intestin grêle et le côlon semble essentielle à ses effets 

anti-hyperglycémiques ce qui explique l'efficacité supérieure de son administration orale par 

rapport à l'intraveineuse.168,186 En se concentrant dans le foie, la metformine réduit la 

néoglucogénèse hépatique, soit la production de glucose endogène, de 25 à 40%  chez les patients 

diabétiques.165 De plus, en augmentant lôactivit® du r®cepteur de substrat ¨ lôinsuline 2 (IRS-2 : 

Insulin Receptor Substrate 2) et du transporteur GLUT1, elle favorise lôabsorption de glucose dans 

les cellules et am®liore la sensibilit® ¨ lôinsuline.165,186      

 Ces résultats suggèrent que le tractus intestinal et le foie sont des sites dôactions majeurs de 

la metformine pour réduire la glycémie pour les patients atteints du T2D.187 Cependant, des études 

récentes indiquent que le microbiome intestinal, se traduisant par lôaugmentation de la population 
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bactérienne Akkermansia, pourrait également jouer un rôle important dans les effets anti-

diabétiques mais également anti-obésité de la metformine.188-191    

 Les voies moléculaires responsables de la réduction de la production de glucose restent 

débattue. Toutefois, il a été observé que la metformine active la kinase de de protéine activée par 

lôad®nosine monophosphate (AMPK : Adenosine Monophosphate-activated Protein Kinase), un 

régulateur central du métabolisme énergétique cellulaire, dans plusieurs modèles cellulaires du 

foie.192 Cette activation, suite ¨ une ®l®vation des niveaux intracellulaires dôAMP, t®moigne dôune 

réduction de la charge énergétique de la cellule.193 La metformine diminuerait la néoglucogenèse 

par des voies d®pendantes et ind®pendantes dôAMPK.194 Les premi¯res impliquent lôinhibition de 

lôexpression des g¯nes codant pour des enzymes cl®s de cette voie anabolique, comme la kinase de 

phosphoénolpyruvate, la carboxylase de pyruvate et la biphosphatase de 1,6-fructose. Les secondes 

limitent lôactivation de la sous-unité Gs Ŭlpha (Gsa) en empêchant la production dôadénosine 

monophosphate cyclique (cAMP : Cyclic Adenosine Monophosphate) induite par le glucagon, 

r®duisant ainsi lôactivation du r®cepteur au glucagon (GCGR : Glucagon Receptor) et son effet 

hyperglycémiant (Fig. 1.17).192,194          
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Figure 1.17. Repr®sentation sch®matique des voies mol®culaires impliqu®es dans lôaction anti-

hyperglycémique de la metformine. OCT1 : transporteur organique de cations 1, IRS-2 : substrat 

du récepteur de lôinsuline 2, GLUT1 : transporteur de glucose 1, AMP : adénosine monophosphate, 

ATP : adénosine triphosphate, AMPK : prot®ine kinase activ®e par lôad®nosine monophosphate, 

GCGC : récepteur du glucagon, PEP : phosphoénolpyruvate, 3PG : 3-phosphoglycérate, biP : 

biphosphate, P : phosphate, cAMP : AMP cyclique, Gsa : sous-unité Gs alpha. Cette figure a été 

inspirée et réalisée sur Biorender.com.195 

 

Les nombreux mécanismes dôaction de la metformine, au-delà de lôinhibition des enzymes 

responsables de la production de glucose, soulignent son large potentiel thérapeutique non 

seulement pour traiter le diabète, mais aussi potentiellement dôautres troubles métaboliques et 

inflammatoires.196 

 

1.6.4 Évidences épidémiologiques et précliniques dôun effet anticancéreux 

de la metformine 

 

 Depuis une dizaine dôann®es, la metformine suscite un int®r°t croissant dans le domaine de 

lôoncologie en raison de ses effets anticanc®reux potentiels. De nombreuses études précliniques, 

cliniques et épidémiologiques suggèrent que la metformine pourrait jouer un rôle important dans 

la prévention et le traitement de divers cancers, notamment celui du pancréas.163,187,197-199 Plusieurs 

méta-analyses, comprenant une cinquantaine dô®tudes ®pid®miologiques dont celles initiées par 

Evans et al. en 2005200, ont observ® quôune utilisation prolong®e de la metformine ®tait associ®e ¨ 

une réduction significative de développer plusieurs cancers, chez les patients diabétiques et non 

diabétiques.201-203 Dôautres ®tudes r®v¯lent quôen plus de r®duire le risque de cancer par rapport ¨ 

dôautres antidiab®tiques tels que les sulfonylur®es, la metformine diminue la mortalit® associ® au 

cancer chez les patients atteints du T2D204,205, suggérant un mécanisme anticancéreux propre à ces 

molécules.202,203           

 En 2013, une méta-analyse portant sur plus de 1,5 millions de participants a observé une 

diminution de 46% du risque de cancer du pancréas chez les patients atteints du T2D traités par la 
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metformine, sugg®rant ainsi un effet pr®ventif de cette mol®cule. Dôun autre c¹t®, des études 

rétrospectives et de cohortes ont montré un meilleur taux de survie à 2 ans chez les patients atteints 

du cancer du pancréas traités avec la metformine, démontrant un effet thérapeutique.198 Sur le plan 

préclinique, de nombreuses recherches soutiennent ces observations épidémiologiques. En effet, la 

metformine a démontré une activité antiproliférative dans divers modèles cellulaires et animaux de 

cancer du pancréas199,206,207, ciblant spécifiquement les CSC et induisant leur apoptose208,209. 

Cependant, les essais cliniques de phase II utilisant la metformine seule ou en combinaison avec 

des agents chimiothérapeutiques comme la gemcitabine et lôerlotinib se sont révélés inefficaces 

dans les cancers du pancréas avancés.210        

 Bien que la metformine montre un potentiel pour réduire le risque de cancer du pancréas et 

améliorer les résultats à un stade précoce de la maladie, les résultats des recherches varient et 

certaines études nôont pas confirmé ces bénéfices.198 De surcroît, les concentrations de metformine 

employées pour inhiber la prolifération cellulaire sont généralement beaucoup plus élevées (>1 

mM) par rapport à des doses cliniquement optimales (50-100 mM) pour inhiber la néoglucogenèse 

hépatique, limitant son potentiel en médecine translationnelle187,198. Bien quôelle ait ®t® retir®e du 

marché dans les années 1970, la phenformine, en raison de son profil pharmacodynamique différent 

et de sa meilleure activit® biologique, fait actuellement lôobjet dôessais cliniques en oncologie.211,212 

 

1.6.5 La metformine inhibe le complexe I de la chaine respiratoire 

mitochondriale  

  

Bien que les nombreuses études visant à élucider le mode dôaction anticancéreux de la 

metformine éveille un intérêt croissant, son mécanisme précis reste encore mal compris et suscite 

des débats. Cependant, avec lôaccumulation croissante de preuves, il devient de plus en plus 

reconnu que les mitochondries jouent un r¹le central dans son m®canisme dôaction.213 Depuis le 

d®but des ann®es 2000, de nombreuses recherches ind®pendantes ont d®montr® quô¨ des doses 

suprapharmacologiques (1-10 mM), généralement 100 à 1000 fois supérieures à celles utilisées 

pour ses effets anti-hyperglycémiants, la metformine inhibe lôactivité du complexe I de la chaîne 

respiratoire dans plusieurs modèles cellulaires.214-218    
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 Néanmoins, la plupart des études in vitro, réalisées sur des modèles de mitochondries et de 

complexes I isol®s, n®cessitent des concentrations de metformine allant jusquô¨ 80 mM pour 

seulement diminuer la vitesse maximal enzymatique de 40%, démontrant une inhibition modérée 

potentiellement non spécifique. Il a ainsi été suggéré que la metformine agit comme un inhibiteur 

non compétitif et réversible, stabilisant le complexe I dans une conformation désactivée. Cette 

inhibition, qui se produirait au niveau dôune boucle du complexe I située dans la partie matrice, 

entre les domaines de transfert dô®lectrons et la pompe à proton, provoque une diminution de la 

réoxydation du NADH, entraînant ainsi une diminution du flux dô®lectrons associé à une réduction 

de la consommation dôoxygène et de la synth¯se dôATP.216,217,219 Cependant, la localisation exacte 

de lôaction de la metformine reste inconnue. Récemment, une étude par cryomicroscopie 

électronique (cryo-ME) a r®v®l® quôun analogue de la phenformine, IM1092 (Fig. 1.18), se liait au 

complexe I seulement dans sa conformation inactive et que ce site de liaison était exclusif à cet 

analogue.220 Bien que lôaccumulation de la metformine dans les mitochondries, suggérée par 

lôéquation de Nernst, pourrait théoriquement expliquer une inhibition du complexe I à des 

concentrations plus faibles, les données expérimentales ne soutiennent pas cette hypothèse. Cela 

remet en question lôidée que la metformine inhibe directement le complexe I en se concentrant dans 

la matrice mitochondriale, suggérant plutôt quôelle pourrait agir différemment ou dans un autre 

compartiment mitochondrial.217,221    

 

 

 

Figure 1.18. Structure chimique de lôanalogue IM1092 

 

Lôinhibition sp®cifique et singuli¯re du complexe I par la metformine entra´ne une 

diminution du potentiel redox et énergétique de la cellule, augmentant le rapport AMP/ATP et 

activant la voie AMPK. La perturbation du métabolisme mitochondrial causée par cette inhibition 

est actuellement lôhypoth¯se la plus plausible pour expliquer les effets antiprolif®ratifs de cette 

molécule, qui ont par ailleurs été reproduits avec des inhibiteurs bien identifiés du complexe I.221 

Lôactivation dôAMPK inhibe plusieurs voies biosynthétiques, y compris la synthèse des acides gras 

IM1092 
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via lôacétyl-CoA carboxylase (ACC), tout en d®clenchant des processus cataboliques tels que la ɓ-

oxydation des acides gras et la glycolyse. De plus, elle entra´ne lôinactivation de la voie de 

signalisation de la cible de mammifère du complexe de rapamycine 1 (mTORC1), impliquée dans 

la synthèse protéique et souvent dérégulée dans plusieurs cancers222,223 Cette désactivation 

d®pendante dôAMPK pourrait repr®senter un m®canisme antiprolif®ratif de la metformine.192 

Cependant, il a également été rapporté que la metformine pouvait inhiber mTOR indépendamment 

dôAMPK, sugg®rant plusieurs m®canismes alternatifs (Fig. 1.19).224  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.19. Repr®sentation sch®matique de lôaction antiprolif®rative de la metformine. 

mTORC1 : cible de mammifère du complexe de la rapamycine 1, AMPK : protéine kinase activée 

par lôad®nosine monophosphate, ACC : acétyl-CoA carboxylase. Cette figure a été inspirée et 

réalisée sur Biorender.com.186 

 

Mitochondrie 

Matrice mitochondriale 

Espace intermembranaire 

Membrane interne 
mitochondriale 

Cellule 

Metformine 



 

 

72 

 

1.7 Description du projet de recherche 

 

Bien que lôinhibition directe du complexe I reste controversée, dôautres cibles potentielles 

de la metformine, telles que la déshydrogénase de glycérophosphate225, le complexe IV226, PEN2 

(Presenilin Enhancer 2)227 et la F1Fo-ATP synthase216 ont été proposées. En raison de sa similitude 

structurelle avec la guanidine, connu pour ses effets chaotropiques228,229, la metformine pourrait 

interagir avec plusieurs cibles dans la cellule de manière non spécifique. Ces effets pléiotropes 

pourraient agir ensemble de manière synergique et pourrait expliquer les autres propriétés 

préventives de la metformine, notamment dans le la protection des lésions dues ¨ lôischémie-

reperfusion230,231 et le ralentissement du vieillissement cellulaire209,232-234.   

 Une étude menée par notre groupe de recherche a révélé que les biguanides perturbent 

lôorganisation des crêtes mitochondriales dans des cellules cancéreuses pancréatiques humaines235, 

un processus crucial en partie médié par lôoligomérisation de la F1Fo-ATP synthase119,120. Cette 

perturbation a conduit à la formation de structures mitochondriales anormales en forme                        

ç dôoignons ».235 De plus, il a été proposé que le complexe I et la F1Fo-ATP synthase de la chaîne 

respiratoire soient particulièrement sensibles à lôinhibition par les biguanides en raison de la 

mobilité conformationnelle de leurs interfaces catalytiques.216 La perturbation du repliement de la 

membrane interne mitochondriale pourrait ainsi altérer lôorganisation et les fonctions des autres 

complexes de la chaîne respiratoire, dont le complexe I, ce qui pourrait expliquer les effets des 

biguanides sur la plasticité métabolique et leurs propriétés antiprolifératives.236,237 

 Identifier et caractériser les principales cibles directes de la metformine est essentiel pour 

comprendre son mécanisme dôaction dans le traitement du cancer. Cette compréhension pourrait 

ouvrir la voie à de nouvelles stratégies thérapeutiques innovantes et plus efficaces. Mon projet de 

recherche sôest donc concentr® sur cet objectif, en particulier sur lôidentification de cibles 

thérapeutiques mitochondriales susceptibles de jouer un rôle clé dans la plasticité métabolique des 

cellules cancéreuses pancréatiques humaines, afin de limiter leur croissance.   

 Ce projet exploratoire, initié avant mon arrivée dans le groupe, a débuté par la synthèse et 

lôutilisation dôune sonde bio-organique inspir®e de la structure de la metformine afin dôidentifier 

une cible biologique mitochondriale dans une lignée cancéreuse pancréatique humaine. Les 

résultats de ces expériences ont révélé la sous-unité e de la F1Fo-ATP synthase (ATP5I) comme 

cible potentielle des biguanides. Pour explorer cette interaction, nous avons développé un essai 
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dôaffinité in vitro, utilisant la résonance des plasmons de surface (SPR : Surface Plasmon 

Resonance), dont les détails seront discutés dans le chapitre 2.      

 Bien que les r¹les dôATP5I ont principalement ®t® ®tudi®s dans des mod¯les de levure, sa 

fonction dans le métabolisme énergétique cellulaire des cellules cancéreuses reste mal caractérisée. 

Dans ce contexte, nous avons réalisé une étude ex vivo en utilisant la technologie CRISPR-Cas9 

pour supprimer cette protéine et élucider ses fonctions dans la même lignée cancéreuse, qui sera 

présentée dans le chapitre 3.          

 Les récentes avancées en cryo-ME ont permis de visualiser pour la première fois cette petite 

sous-unité membranaire et ses partenaires protéiques dans la membrane interne mitochondriale.238 

En optimisant notre modèle dôinteraction in vitro, nous avons conçu un modèle biomimétique pour 

étudier les effets des biguanides, une démarche qui sera détaillée dans le chapitre 4.   

 Ce projet multidisciplinaire, issu de la collaboration entre les équipes du Pr. Andreea-

Ruxandra Schmitzer et du Pr. Gerardo Ferbeyre, môa offert lôopportunité de travailler à 

lôintersection de la chimie et de la biochimie. Initialement lancé par Marie-Camille Rowell et 

Farzaneh Mohebali, ce projet, ainsi que ma contribution à la publication dôAudrey H®bert (DOI : 

10.1038/s41598-021-87993-3), où nous avons démontré lôimpact des biguanides sur la 

perturbation de la morphologie mitochondriale, a marqué le début de mes recherches. Les résultats 

de ces travaux, détaillés dans les chapitres 2 et 3, ont été rassemblées dans un article actuellement 

en révision (DOI : 10.7554/eLife.102680.1). 
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Chapitre 2 ï Identification dôune cible biologique 

mitochondriale des biguanides : la sous-unité e de la F1Fo-

ATP synthase 

 

2.1 Préface 

 

Les études sur lôutilisation des biguanides médicinaux en oncologie suggèrent que la 

perturbation du métabolisme énergétique est un facteur clé de leur efficacité antitumorale.1,2 Des 

preuves solides indiquent que les mitochondries sont le site dôaction des biguanides mais lôabsence 

dôun mod¯le m®canistique ®tabli suscite des interrogations quant à leurs mécanismes dôaction 

moléculaire.3-6 Avec ses effets reportés dans diverses recherches, le complexe I est naturellement 

apparu comme la cible primaire des biguanides.7-10 Cependant, en ne ressemblant à aucun substrats, 

ni inhibiteurs canoniques des complexes de la chaine respiratoire sur le plan structural, le modèle 

dôinteraction direct des biguanides avec le complexe I soul¯vent des questionnements. ê ce jour, 

aucune preuve directe dôinteraction des biguanides avec une prot®ine mitochondriale nôa ®t® 

rapportée.11           

 Dans le cadre de cette étude, nous avons ®mis lôhypoth¯se que les biguanides pourraient 

inhiber la prolifération des cellules cancéreuses en interagissant directement avec une ou plusieurs 

prot®ines mitochondriales. Notre objectif principal ®tait dô®lucider ce m®canisme dôaction en 

identifiant et caractérisant une potentielle cible thérapeutique mitochondriale. La découverte dôune 

telle cible permettrait de mieux comprendre les voies de signalisation impliquées dans la plasticité 

métabolique des cellules cancéreuses et ouvrirait de nouvelles perspectives pour le développement 

dôinhibiteurs plus efficaces.         

 Pour explorer ces interactions potentielles, nous avons exploité le système biotine-

streptavidine. Nous avons conçu une approche synthétique où le pharmacophore biguanide, inspiré 

de la structure de la metformine, a été fonctionnalisé avec la biotine. Après avoir confirmé lôactivité 

biologique de la biotine fonctionnalisée au biguanide (BFB) et lôavoir compar® ¨ un analogue 

amine, la biotine fonctionnalis®e ¨ lôamine (BFA), nous avons effectué des expériences de pull-
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Streptavidine 

Sous-unité e                    ATP 
synthase (ATP5I)  

down sur des enrichissements mitochondriaux issus de cellules pancréatiques humaines KP-4 afin 

dôisoler les complexes protéines-sonde formés (Fig. 2.1). La spectrométrie de masse a ensuite été 

utilisée pour identifier les protéines interagissant spécifiquement avec notre sonde. Parmi les 

protéines identifiées, la sous-unité e de la F1Fo-ATP synthase (ATP5I) a particulièrement attiré 

notre attention.        

 

 

  

 

 

 

 

Figure 2.1. Représentation schématique de lôinteraction pull-down entre la biotine 

fonctionnalisée au biguanide et la streptavidine couplée à des billes de Sepharose pour 

lôidentification de la sous-unité e de la F1Fo-ATP synthase (ATP5I). 

 

Afin de valider cette interaction, nous avons réalisé de nouvelles expériences de pull-down, 

suivies dôune analyse par immunobuvardage en utilisant un anticorps dirigé contre ATP5I. Nous 

avons également réalisé une stratégie complémentaire, pour valider et quantifier cette interaction, 

en produisant ATP5I recombinante, par des techniques biotechnologiques, suivie dôétudes 

dôinteractions in vitro par résonance des plasmons de surface (SPR) en utilisant le système biotine-

streptavidine.            

 Parallèlement, nous avons conduit un criblage chimiogénomique de la metformine à 

lôéchelle du génome en utilisant la technologie CRISPR/Cas9. Ce criblage a mis en évidence les 

gènes modulant la sensibilité des cellules à la metformine, révélant des voies biologiques 

essentielles telles que le transport des acides aminés, la glycolyse, et la signalisation 

mitochondriale. Ces résultats ont fourni un aperçu approfondi des mécanismes dôaction de la 
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metformine, ce qui est consistent avec son interaction avec la F1Fo-ATP synthase.  

 Enfin, en vue dôexplorer la relation structure activité (SAR : Structure Activity Relationship) 

pour am®liorer notre compr®hension de la sp®cificit® dôinteraction entre les biguanides et ATP5I, 

des bioisostères de biotine fonctionnalisée au biguanide ont été synthétisés, incluant les analogues 

amine, guanidine, guanylurée et thiourée. Toutefois, seule une évaluation de leur activité 

biologique a été initiée. Compte tenu des résultats préliminaires obtenus avec ces molécules 

biotinylées, cette approche a été présentée comme une piste de recherche dans la section 

perspectives de ce chapitre.         

 Dans ce chapitre, jôai optimis® la voie de synth¯se de la BFB et de la BFA, initialement 

développée par Farzaneh Mohebali (groupe Andreea R. Schmitzer, département de chimie, 

Universit® de Montr®al), afin dôen produire à plus grande échelle (Fig. 2.4, 2.5, 2.6, 2.7 et annexe 

4 : synthèse et caractérisation des composés). Jôai ensuite contribu® ¨ la validation de lôactivité 

biologique de la BFB dans les cellules KP-4, notamment par les expériences de co-

immunofluorescence (Fig. 2.10) des essais de viabilité cellulaire (Fig. 2.14) et certains 

immunobuvardage (Fig. 2.12 et A.1.1) avec Marie-Camille Rowell (groupe Gerardo Ferbeyre, 

département de biochimie et médecine moléculaire, Université de Montréal). Marie-Camille 

Rowell a réalisé le pull-down ayant conduit aux résultats de spectrométrie de masse (Tab. A.1.1) 

et ensemble, nous avons mené la validation des expériences de pull-down (Fig. 2.18). Par la suite, 

jôai pris en charge lôensemble des ®tapes de clonage, expression et purification des protéines 

recombinantes ATP5I, ainsi que la réalisation des expériences de SPR (Fig. 2.22, 2.23, 2.25, 2.28, 

2.29 et 2.30). Parallèlement, nos collaborateurs Thierry Berthomeu et Mike Tyers (plateforme 

ChemoGenix, Institut de recherche en immunologie et en cancérologie, Université de Montréal) 

ont supervisé le criblage knock-out chimiog®nomique par CRISPR/Cas9, permettant dôidentifier 

les gènes impliqu®s dans le m®canisme dôaction de la metformine (Fig. 2.32 et Tab. A.1.4). Enfin, 

jôai entrepris la synth¯se et la caract®risation chimique de lôensemble des compos®s biotinylés 

(annexe 4, synthèse et caractérisation des composés) et initi® lô®tude de leur activit® biologique 

(Fig. 2.33).  
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2.2 Le système biotine-streptavidine 

 

 Dans la nature, il existe des interactions non covalentes de type substrat-enzyme si fortes 

quôelles sôapparentent à des interactions covalentes. Côest le cas de lôinteraction biotine-

streptavidine, considérée comme étant lôinteraction non covalente la plus forte en biologie avec 

une constante de dissociation ¨ lô®quilibre de lôordre du femtomolaire (KD= 10-14M).12 Des 

structures cristallographiques de la streptavidine liée à la biotine ont montré une étroite 

complémentarité de forme et de volume entre la biotine et le site actif de lôenzyme.13,14 La nature 

de cette interaction est basée sur des liaisons non covalentes, principalement par des liaisons 

hydrogène et des interactions de type van der Waals, entre la biotine et des résidus spécifiques de 

la streptavidine (Fig. 2.2).15 Il a également été montré que le complexe formé entre la biotine et la 

streptavidine était extrêmement stable, lui conférant une résistance aux variations de pH, de 

températures ou encore à des concentrations élevées dôagents chaotropiques dénaturants tel que le 

chlorure de guanidinium.16,17 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.2. Représentation du site actif de la streptavidine complexé à la biotine. 15 

 

 La biotine offre la possibilit® dô°tre conjuguée à diverses molécules, telles que des 

protéines, des acides nucléiques ou encore des petites molécules sans altérer ses propriétés de 

liaison avec la streptavidine. Cette biotinylation trouve des applications variées, notamment dans 

lôidentification de cibles prot®iques, la purification de protéines recombinantes et lôimmobilisation 

de plusieurs classes de molécules sur des surfaces fonctionnalisées.18-21    
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 Cette forte affinité combinée à une haute spécificité, une grande stabilité, une 

biocompatibilité, une faible immunogénicité et une polyvalence dôapplications, fait de lôinteraction 

biotine-streptavidine un modèle de choix pour lier, isoler ou purifier des biomolécules. Néanmoins 

ce mod¯le nôest pas d®pourvu dôinconv®nients. La streptavidine, malgré sa forte affinité et 

spécificité pour la biotine, peut interagir de manière non spécifique avec dôautres molécules, ce qui 

peut interférer avec certaines réactions biologiques ou chimiques.18 Cette non-spécificité de liaison, 

associée à de potentielles interférences, peut fausser certains résultats, rendant indispensable la 

réalisation dôexpériences contrôles appropriées. De plus, la plupart des réactifs contenant de la 

streptavidine, quôils soient immobilisés ou en solution, sont généralement onéreux. En dépit de ces 

limitations, la robustesse et la facilité dôutilisation de ce modèle en font un outil fiable pour les 

expériences. Côest pourquoi il a été choisi comme base de mon projet visant à isoler, identifier et 

caractériser une cible biologique potentielle des biguanides. 

 

2.3 Synthèse dôune sonde bio-inspirée : la biotine fonctionnalisée au 

biguanide 

 

Au niveau structural, la biotine est compos®e dôun noyau 2-imidazolidinone fusionné à un 

noyau thiolane auquel est rattach® lôacide val®rique avec une fonction acide carboxylique 

terminale. Ainsi, comme la plupart des vitamines B hydrosolubles, la biotine appartient à la classe 

des acides et possède un pKa ḗ 4.5.22  Plusieurs modélisations soutenues par des études structurales 

aux rayons X ont montr® que la biotine sôenfouit dans la poche hydrophobe de la streptavidine par 

sa partie constituée des noyaux fusionnés laissant le carboxylate terminal au niveau de la sortie de 

la cavité.13,14 Cette disposition est intéressante car elle rend possible la fonctionnalisation par cette 

extr®mit® sans r®ellement affecter lôaffinit® de liaison entre la streptavidine et des mol®cules 

biotinylées.23,24          

 La conception de notre sonde-bioinspirée contient trois parties principales : 

¶ Lôunit® biotine pour la reconnaissance avec la streptavidine 

¶ Un espaceur flexible constitu® dôune chaine aliphatique satur®e de six carbones pour 

exposer le pharmacophore à une distance suffisamment éloignée de la streptavidine 
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¶ Le pharmacophore biguanide pour isoler les protéines ayant une affinité de liaison 

avec celui-ci  

La biotine étant un cofacteur de plusieurs enzymes, une partie de la sonde était donc 

susceptible dôinteragir de façon non spécifique avec certaines de ces enzymes. Par conséquent, il 

était crucial de réaliser des expériences contrôles appropriées pour évaluer ces éventuelles 

interf®rences. Notre approche a ®t® dôutiliser une mol®cule contr¹le, telle quôun d®riv® amine, la 

biotine fonctionnalisée amine (BFA), en plus des contrôles classiques avec la D-(+) biotine et la 

streptavidine commerciale. En conservant le même espaceur avec une molécule chargée 

positivement, notre intention ®tait dôobtenir une mol®cule similaire de la BFB et d®pourvue 

dôactivit® biologique (Fig. 2.3).  

 

 

  

 

Figure 2.3. Structure des chlorures de biotine fonctionnalisée au biguanidium (BFB) et biotine 

fonctionnalisée ̈  lôammomium (BFA).  

 

 Cette vitamine hydrosoluble est intéressante pour la synthèse de dérivés car elle possède 

une fonction acide carboxylique à son extrémité dont la réactivité peut être augmentée. En effet, 

des réactions de couplage de type N-hydroxysuccinimide/1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) 

carbodiimide (NHS/EDC), couramment utilisées dans la synthèse peptidique, permettent 

dôaugmenter lôélectrophilie du carbonyle terminal en formant un dérivé biotine NHS-ester. 25,26 Ce 

carbonyle néoformé est très réactif et peut donc être substitué par des amines pour former des 

liaisons amides ou encore par des alcools pour former des liaisons esters.27 Dans notre conception, 

un lien amide a été préféré à lôinstar du lien ester pour sa plus haute stabilité et sa résistance à 

lôhydrolyse en milieu acide.28 Lôactivation de la D-(+) biotine nous a permis dôobtenir la biotine-

NHS ester (1) avec un rendement satisfaisant (81%), qui a servi de précurseur pour les deux voies 

de synthèse menant aux dérivés amine et biguanide (Fig. 2.4).  

BFB BFA 
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Figure 2.4. R®action dôactivation de la D-(+)-biotine en biotine NHS-ester (1). Cette étape de 

synthèse est d®taill®e dans lôannexe 4 (Synthesis of 2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 5-((3aS,4S,6aR)-2-

oxo-hexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanoate). Le produit (1) a été caractérisée par 

RMN (¹H et ¹³C) et HRMS. 

 

 La formation de biguanides ¨ partir dôamines primaires pour la synthèse de la BFB a été 

inspirée des travaux publiés par Mayer et al en 2004.29 Dans ces travaux, les auteurs ont synthétisé 

plusieurs s®ries dôanalogues de chlorure dôarylbiguanidium en faisant réagir les chlorures 

dôammonium correspondants avec une cyanoguanidine (dicyandamide) dans diff®rents solvants, 

en pr®sence dôacide chlorhydrique concentr® ou de chlorure de trim®thylsilyle (TMSCl : 

Trimethylsilyl Chloride) comme activateur du groupement nitrile, sous irradiation micro-ondes à 

150°C pendant 15 minutes.  Les r®sultats de lô®tude montrent que la pr®sence de TMSCl augmente 

de façon significative les rendements pour la plupart des substrats utilisés notamment ceux à partir 

des fonctions alcools et acide carboxyliques. Lôac®tonitrile utilis® comme solvant a également 

montré une augmentation des rendements pour certaines réactions mais a aussi présenté un 

avantage dans lô®tape de purification en faisant pr®cipiter et/ou cristalliser les sels de chlorure de 

biguanides correspondants améliorant ainsi leurs puretés.  

 Les conditions réactionnelles dures, impliquant des températures et pressions élevées, nous 

ont contraints à travailler sur lôespaceur de manière orthogonale avant sa conjugaison à la biotine-

NHS ester. À cette fin, la N-tert-butoxycarbonyle (Boc)-1,6-hexanediamine, une hexanediamine 

monoprotégée, a été solubilisée en présence de dicyandiamide et de TMSCl dans de lôacétonitrile 

(MeCN), puis chauffée dans un tube scellé à 160 °C pendant 3 heures sur un bain de sable. À lôissue 

de la réaction, le chlorure de 6-aminohexylbiguanidium (2), obtenu avec un rendement satisfaisant 

(76%), a précipité sous forme de sel de chlorure doublement protoné, suggérant une déprotection 

in situ (Fig. 2.5). 
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Figure 2.5. Réaction de formation du chlorure de 6-aminohexylbiguanidium (2). Cette étape de 

synthèse est d®taill®e dans lôannexe 4 (Synthesis of N-(6-aminohexyl)imidodicarbonimidic diamide 

chloride). Le produit (2) a été caractérisée par RMN (¹H et ¹³C) et HRMS. 

 

 £tant capable dôengager son doublet libre dans la formation dôune liaison, lôamine terminal 

libre du chlorure de 6-aminohexylbiguanidium (2) est plus réactif que le groupement biguanidium 

qui a tendance ¨ sô®quilibrer sous diff®rentes formes de protonation dans des conditions normales 

de température et de pression.30 Enfin, lôajout dôune base faible (DIPEA : N,N-

diisopropyléthylamine) en présence de la biotine-NHS ester (1) et du composé (2) dans du N,N-

diméthylformamide (DMF) a conduit à la formation du chlorure de la BFB (3) avec un rendement 

moyen (45%), principalement attribué à des pertes de produit lors de lôétape de purification (Fig. 

2.6). 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.6. Réaction de formation du chlorure de biotine fonctionnalisée biguanidium (3). Cette 

étape de synthèse est d®taill®e dans lôannexe 4 (Synthesis of N-(6-carbamimidoylguanidinohexyl)-

5-((3aS,4S,6aR)-2-oxo-hexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazole-4-yl)pentanamide chloride). Le 

produit (3) a été caractérisée par RMN (¹H et ¹³C) et HRMS et sa pureté a été évaluée à plus de 

99,5 % par LC-MS (méthode Acq, LC_0_50_15min_MeOH, colonne Atlantis dC18, 2.1 x 100 

mm, 3 µm, tr = 6,7 min). 
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 Pour la synthèse du dérivé amine, la réaction de la biotine-NHS ester avec la N-Boc-1,6-

hexanediamine a conduit, par substitution nucléophile, à lôobtention du composé avec un 

rendement satisfaisant (82%) (4). Celui-ci, après avoir été déprotégé en milieu acide a donné le 

chlorure de la BFA (5) avec de bons rendements (93%) (Fig. 2.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.7. Voie de synthèse du chlorure de biotine fonctionnalis®e ¨ lôammonium (5). Ces 

®tapes de synth¯se, d®taill®es dans lôannexe 4, ont d®but® par la pr®paration du compos® (4) 

(Synthesis of N-[6-[(1,1-dimethylethoxy)carbonyl]aminohexyl]-5-((3aS,4S,6aR)-2-oxo-hexahydro 

-1H-thieno[3,4-d]imidazole-4-yl)pentanamide), suivie de la synthèse du composé (5) (Synthesis of 

N-(6-Aminohexyl)-5-((3aS,4S,6aR)-2-oxo-hexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazole-4-yl) 

pentanamide chloride). Ces composés ont été caractérisés par RMN (¹H et ¹³C) et HRMS. La pureté 

du composé (5) a été évaluée à plus de 99,5 % par LC-MS (m®thode Acq, LC_5_70_15min_H O 

+ 0,1 % FA/ACN, colonne Phenomenex Synergi POLAR-RP 150 x 4,6 mm, 4 ɛm, tr = 7,8 min). 
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2.4 La biotine fonctionnalisée biguanide a une activité similaire à la 

metformine 

 

Lôactivité biologique de la BFB a été investiguée en la comparant à la metformine pour 

déterminer si la partie biotine ne venait pas affecter son activité biologique afin de valider son 

utilisation. La metformine est connue pour sa capacit® ¨ sôaccumuler dans les mitochondries, 

perturber la chaine respiratoire mitochondriale par lôinhibition du complexe I, cr®er un 

d®balancement ®nerg®tique qui va se traduire par lôactivation de AMPK et in fine affecter la 

viabilité des cellules cancéreuses pancréatiques humaines KP-4.31 Ainsi, en visualisant sa capacité 

¨ sôaccumuler dans les mitochondries par des exp®riences de co-immunofluorescence avec la 

protéine mitochondriale TOMM20, une translocase de la membrane externe mitochondriale 

impliqu®e dans lôimport de prot®ines mitochondriales, à activer la signalisation AMPK par la 

mesure de son état de phosphorylation par immunobuvardage et à inhiber la prolifération des 

cellules KP-4 par des essais de viabilit® cellulaire, lôactivit® biologique de la BFB a ®t® ®tudi®e et 

comparée à celle de la metformine, aux mêmes concentrations dans cette lignée cellulaire. 

 

2.4.1 La biotine fonctionnalisée biguanide se localise dans les 

mitochondries 

 

Lôutilisation de la streptavidine fluorescente de type Alexa FluorÊ est un outil efficace 

pour détecter les molécules biotinylées par immunobuvardage, cytométrie en flux ou microscopie 

à fluorescence. Dans notre cas, lôapplication de la streptavidine fluorescente (Strep-488) en 

microscopie à épifluorescence sôest avérée judicieuse pour localiser notre sonde biotinylée in 

cellulo, confirmant ainsi sa localisation.        

 Partant de lôhypothèse que notre sonde BFB sôaccumule dans les mitochondries, nous avons 

mené des expériences de co-immunofluorescence en utilisant la streptavidine fluorescente et un 

couple dôanticorps, comprenant un anticorps primaire ciblant la protéine mitochondriale TOMM20 

et un anticorps secondaire couplé à un fluorophore, afin dôobserver une colocalisation des deux 

fluorophores. Pour cette expérience, il était crucial de choisir un couple de fluorophores ayant des 
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pics dôémission distincts pour limiter le phénomène de transfert de fluorescence lors de lôexcitation 

par le laser. Nous avons donc choisi le couple de fluorophores Alexa Fluor 488 et 568, en utilisant 

les filtres GFP et Texas Red pour la streptavidine et TOMM20 respectivement. Ce couple présente 

un faible recouvrement des spectres dôémission, ce qui a été confirmé expérimentalement en 

incluant des contrôles sans molécules biotinylées en présence des deux fluorophores (Fig. 2.8).  

  

 

 

 

 

 

Figure 2.8. Spectres dôexcitation et dô®mission des couples de fluorophores Alexa Fluor 488 

(AF488) et Alexa Fluor 568 (AF568). 

     

 Après avoir traité les cellules KP-4, fixées sur des lamelles, avec nos composés 

(metformine, BFB et BFA), les cellules ont été fixées, perméabilisées, puis soumises à une étape 

de blocage avant lôincubation avec lôanticorps primaire TOMM20. Ensuite, les anticorps 

secondaires ont été ajoutés, suivis du montage des lames. Dans cette approche, les deux 

fluorophores ont été ajoutés simultanément lors de lôincubation avec lôanticorps secondaire et la 

Strep-488 (Fig. 2.9). 
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Figure 2.9. Illustration de lôexp®rience de co-immunofluorescence entre TOMM20-568 et la 

steptavidine-488 (strep-488) dans les cellules KP-4 traitées. La méthode détaillée est décrite au 

chapitre 6.4. Cette figure a été réalisée sur Biorender.com. 

 

Les résultats obtenus ont montré une bonne colocalisation des deux fluorophores dans la 

condition BFB, ce qui confirme la présence de la sonde dans les mitochondries. En revanche, la 

diffusion du signal dans la condition BFA indique une localisation non ciblée. Enfin, lôabsence de 

signaux dans les conditions non traitée (-) et metformine (Met) permet de valider lôensemble des 

expériences (Fig. 2.10). 
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Figure 2.10. Visualisation de la localisation mitochondriale de la biotine fonctionnalisée 

biguanide (BFB) dans les cellules KP-4. (a) Images représentatives de la localisation 

mitochondriale des composés testés. Les cellules ont été traitées pendant 16 heures avec 1 mM de 

metformine (Met), de biotine fonctionnalisée par amine (BFA) ou de BFB. La localisation 
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mitochondriale a été analysée par co-immunofluorescence en utilisant le conjugué fluorophore 

streptavidine-488 (Strep-488) (vert) et lôanticorps TOMM20 couplé à Alexa Fluor 568 (rouge). Les 

noyaux ont été contre-colorés avec le DAPI (bleu). Les cellules non traitées (-) et celles traitées 

avec 1 mM de Met ont servi de contrôles négatifs, barre dôéchelle = 10 µm. (b) Intensité des signaux 

de colocalisation des fluorophores TOMM20-568 et Strep-488 avec la sonde BFB. Lôintensité des 

signaux a été mesurée le long dôune ligne tracée à travers la cellule, montrant des pics de 

colocalisation des deux fluorophores. 

 

2.4.2 La biotine fonctionnalisée biguanide active la protéine kinase activée 

par lôAMP entraînant lôinactivation de lôacétyl-CoA carboxylase  

      

Un m®canisme dôaction connu et largement d®crit dans la litt®rature est la capacit® des 

biguanides m®dicinaux ¨ induire la phosphorylation dôAMPK et dôACC, deux enzymes cl®s 

impliquées dans la régulation du métabolisme énergétique cellulaire.32-35 AMPK, qui agit comme 

un senseur ®nerg®tique cellulaire, sôactive lorsque les niveaux dôATP chutent en dessous dôun 

certain seuil. Cette activation, marquée par la phosphorylation de lôenzyme, conduit généralement 

à une augmentation de lôactivité catabolique et une diminution de lôactivit® anabolique pour rétablir 

lôéquilibre énergétique de la cellule.36,37       

 Lôactivation dôAMPK va, entre autres, réguler négativement ACC, une enzyme impliquée 

dans la biosynthèse des acides gras, qui catalyse la conversion de lôacétyl-CoA en malonyl-CoA. 

La forme active dôAMPK induit la phosphorylation dôACC, la rendant inactive et réduisant ainsi 

la production de malonyl-CoA.38-40 Cette régulation est importante car elle oriente la cellule vers 

la production dô®nergie plut¹t que vers le stockage de graisse (Fig. 2.11).41  
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Figure 2.11. Schéma illustrant la régulation métabolique par la protéine kinase activée par lôAMP 

sur lôacétyl-CoA carboxylase. Cette figure a été réalisée sur Biorender.com. 

 

Ainsi, en utilisant des anticorps contre les états phosphorylés et totaux des deux enzymes, 

il est possible dôanalyser, par des techniques dôimmunobuvardage, leurs niveaux dôactivations en 

mesurant lôintensit® des bandes apr¯s r®v®lation par chimioluminescence. Les résultats obtenus 

montrent que de manière similaire à la metformine, la BFB active AMPK et ACC, sa cible en aval, 

comme le montre lôaugmentation de leurs états de phosphorylation (Fig. 2.12). En revanche, il est 

int®ressant de noter que la BFA ne semble pas induire lôactivation dôAMPK (annexe 1, Fig. A.1.1). 
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Figure 2.12. Niveaux de phosphorylation totale dôAMPK et dôACC dans les cellules KP-4 

traitées pendant 16 heures avec 2,5 mM de metformine (Met) ou de biotine fonctionnalisée au 

biguanide (BFB), comparés à ceux de cellules non traitées (-). Les cellules ont été récoltées, lysées 

puis les protéines totales ont ensuite été séparées par SDS-PAGE pour une analyse par 

immunobuvardage, en utilisant des anticorps dirigés contre la forme phosphorylée dôACC (P-

ACC) (Ser79), la forme phosphorylée dôAMPK (P-AMPK) (Thr172), la forme totale dôAMPK 

(AMPK) et lôactine. Lôanticorps ɓ-ACTINE a été utilisé comme contrôle quantitatif. AMPK : 

prot®ine kinase activ®e par lôad®nosine monophosphate, ACC : acétyl-CoA carboxylase.  

 

2.4.3 La biotine fonctionnalisée biguanide inhibe la prolifération cellulaire 

des KP-4 

 

Pour évaluer les propriétés anticancéreuses de notre sonde biotinylée, nous avons réalisé 

des expériences de viabilité cellulaire sur les cellules KP-4. Les cellules ont été traitées avec une 

série de concentrations du composé étudié, puis incubées pendant trois jours à 37 °C, afin 

dôatteindre 80-90% de confluence, correspondant au pourcentage de surface occupée par celles-ci 

dans les puits de culture.         

 Apr¯s lôincubation, les cellules ont ®t® lav®es, fix®es, puis color®es au cristal violet, un 

chromophore qui se lie ¨ lôADN et aux prot®ines de la biomasse cellulaire. La densit® optique ¨ 

590 nm (DO590nm) a ensuite été mesur®e (Fig. 2.13) pour ®valuer le nombre de cellules vivantes, la 

quantit® de cristal violet ®tant proportionnelle ¨ ce nombre. Il est important de noter que cet essai 

ne mesure que lôadh®rence des cellules et ne distingue pas directement les cellules vivantes des 

cellules mortes. Toutefois, puisque les cellules adh®rentes se d®tachent des puits pendant la mort 

cellulaire, elles sont ®limin®es lors des ®tapes de lavage, ce qui permet une quantification indirecte 

des cellules vivantes fix®es. 
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Figure 2.13. Illustration de lôessai de viabilit® cellulaire au cristal violet de cellules KP-4 traitées. 

La méthode détaillée est décrite au chapitre 6.15. Cette figure a été réalisée sur Biorender.com. 

 

Après la mesure dôabsorbance, une courbe dose-réponse est généralement obtenue, 

permettant de déterminer un paramètre essentiel pour comparer lôeffet anticancéreux dôun 

composé, soit la concentration efficace 50 (CE50). Cette valeur correspond à la concentration du 

composé produisant 50% de lôeffet, ici lorsque la croissance cellulaire est réduite de moitié. Pour 

ce type dôexpérience, il est crucial dôoptimiser la gamme de concentrations des composés afin 

dôatteindre à la fois 100% et 0% de viabilité cellulaire, en comparaison avec les cellules non 

traitées. Les résultats des essais de viabilité cellulaire montrent que la sonde BFB inhibe la 

croissance des cellules KP-4 avec une CE50 de 1,0 ± 0,2 mM, indiquant une activité anticancéreuse 

comparable à celle de la metformine (CE50 de 1,2 ± 0,2 mM). Il est également intéressant de noter 

que la BFA présente une activité avec une CE50 de 2,2 ± 0,3 mM (Fig. 2.14). 
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Figure 2.14. Courbes représentatives de la viabilité cellulaire des cellules KP-4 après 3 jours de 

traitement avec la metformine (Met), la biotine fonctionnalisé amine (BFA), et la biotine 

fonctionnalisé biguanide (BFB), incluant les valeurs de concentrations efficaces 50 (CE50) 

correspondantes. Les valeurs représentent la moyenne ± lôécart-type de trois réplicats biologiques.  

 

En sôaccumulant dans les mitochondries, en activant AMPK, et en inhibant la prolifération 

des cellules KP-4, la sonde BFB a démontré les propriétés chimiques et biologiques attendues, 

présentant un comportement similaire à celui de la metformine. Bien que la BFA affiche également 

une certaine activité biologique, il se distingue par un mécanisme dôaction apparemment différent 

et une localisation plus diffuse dans la cellule. Cette analogie structurale, combinée à ses 

caractéristiques distinctes, fait de la BFA une molécule intéressante à utiliser comme composé 

contrôle. 

 

2.5 Identification dôune cible biologique mitochondriale des 

biguanides : la sous-unité e de la F1Fo-ATP synthase 

 

 Dans notre approche dôidentification des cibles mitochondriales des biguanides, nous avons 

utilisé une méthode de pull-down, inspirée et adaptée de la co-immunoprécipitation. Cette 

technique repose sur la reconnaissance moléculaire de partenaires protéiques, récupérés par 

centrifugation dans des conditions « douces » (présence minimale de détergents et de sels) pour 
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préserver les interactions protéines-protéines. Contrairement à la co-immunoprécipitation, qui 

sôappuie sur des interactions anticorps-antigène, notre approche de pull-down est basée sur 

lôinteraction biotine-streptavidine.42 Cependant, lôajout de biotine peut altérer les propriétés de 

perméabilisation et les caractéristiques phénotypiques de la molécule, ce qui constitue un 

désavantage dans les études sur des cellules vivantes.43 De plus, la forte affinité entre la biotine et 

la streptavidine nécessite des conditions drastiques, comme lôutilisation de sodium dodécylsulfate 

(SDS) chauffé à 95-100 °C, pour rompre leur interaction. Ces conditions peuvent altérer la structure 

et lôactivité des protéines purifiées et dénaturer la streptavidine, limitant la réutilisation des 

réactifs.18,44,45 Néanmoins, des méthodes plus douces peuvent être développées pour éluer 

uniquement les protéines dôintérêt, bien quôelles nécessitent souvent des optimisations.  

 Pour identifier les potentielles protéines mitochondriales interagissant spécifiquement avec 

les biguanides, nous avons réalisé des expériences de pull-down en parallèle avec les molécules 

BFA et BFB sur des mitochondries purifiées à partir de lysats cellulaires de KP-4. Les 

mitochondries ont été incubées avec ces composés, puis, après trois heures, des billes magnétiques 

de Sepharose couplées à la streptavidine ont été ajoutées. Après plusieurs lavages, les complexes 

billes-streptavidine-biotine-biguanide/amine-protéines cibles ont été récupérés par aimantation. 

Dans notre protocole, nous avons opté pour une élution compétitive avec une solution de 50 mM 

de metformine afin de décrocher les protéines interagissant avec les molécules biotinylées. Lôéluat 

contenant les protéines liées aux biguanides a ensuite été dénaturé par SDS chauffé à 95 °C. Les 

complexes non élués ont été bouillis directement dans du SDS chaud. Les différents échantillons 

protéiques ont été séparés par SDS-PAGE et analysés par spectrométrie de masse (Fig. 2.15). 
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Figure 2.15. Schéma de la procédure du pull-down biotine-streptavidine ¨ partir dôun lysat 

cellulaire (surnageant contenant les protéines solubles) de cellules KP-4. La méthode détaillée est 

décrite au chapitre 6.6. Cette figure a été réalisée sur Biorender.com. 

 

 Les résultats de lôanalyse par spectrométrie de masse ont permis dôidentifier un total de 69 

protéines, toutes conditions confondues. Parmi celles-ci, 30 protéines ont montré une interaction 

spécifique avec la BFB (annexe 1, Tab. A.1.1) La majorité de ces protéines étaient associées au 

cytosquelette, incluant divers isoformes de kératine, suggérant des interactions non spécifiques 

avec les billes de streptavidine. Néanmoins, plusieurs protéines ont retenu notre attention, 

notamment lôisoforme 2 de lôarginase et la sous-unité e de la F1Fo-ATP synthase (ATP5I). 

 Lôisoforme 2 de lôarginase est une métalloenzyme mitochondriale importante dans la 

r®gulation du cycle de lôur®e et catalyse lôhydrolyse de lôarginine en ornithine et urée (Fig. 2.16). 

Cette enzyme intervient notamment dans la régulation de plusieurs fonctions cellulaires telles que 

la s®nescence, lôinflammation ou encore lôapoptose.46,47 Lôarginine ®tant structurellement liée à la 

metformine, lôinhibition de cette enzyme par les biguanides pourrait °tre aussi une voie ¨ explorer. 

 



 

 

100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.16. Sch®ma repr®sentatif de la voie m®tabolique de lôarginine par le cycle de lôur®e. 

Cette figure a été inspirée et réalisée sur Biorender.com.47  

 

 ATP5I est une petite protéine transmembranaire de 69 résidus fortement ancrée à la 

membrane interne mitochondriale par son extrémité N-terminale (Nter).48,49 Principalement étudiée 

chez la levure, ATP5I joue un rôle structural dans la formation et la stabilité des dimères de la F1Fo-

ATP synthase (Fig. 2.17), un processus crucial pour le repliement de la membrane interne et la 

formation des crêtes mitochondriales.50-53 Bien que les biguanides médicinaux soient connus pour 

sôaccumuler dans les mitochondries et perturber la chaîne respiratoire par lôinhibition du complexe 

I, aucune preuve directe dôinteraction avec une sous-unité de la F1Fo-ATP synthase nôa été 

rapportée jusquôà présent. Cependant, une étude récente de notre groupe suggère que les biguanides 

pourraient perturber lôorganisation des crêtes mitochondriales, entraînant des anomalies 

structurelles qui pourraient être liées à lôinteraction avec ATP5I.31 
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Figure 2.17. Structures des dimères de la F1Fo-ATP synthase obtenue par cryo-ME.53 ATP5I (la 

sous-unité e) est représentée en jaune pâle. 

 

 ATP5I a été identifiée comme une cible intéressante, car son interaction avec les biguanides 

pourrait perturber le repliement de la membrane interne mitochondriale et, par conséquent, affecter 

indirectement lôorganisation et la fonction des autres complexes de la chaîne respiratoire, y compris 

le complexe I. Cette perturbation des fonctions mitochondriales pourrait avoir des implications 

significatives sur le métabolisme des cellules cancéreuses, entraînant des altérations de leur 

production dôénergie, de leur équilibre redox, et dôautres processus métaboliques essentiels à leur 

survie et leur prolifération. Comprendre le rôle dôATP5I dans la biologie cellulaire et son 

interaction avec les biguanides pourrait donc permettre dôélucider les mécanismes dôaction des 

biguanides sur les cellules cancéreuses, en particulier celles du pancréas. Pour ces raisons, nous 

avons choisi de nous concentrer sur ATP5I comme cible des biguanides, en confirmant cette 

interaction par deux approches : 

¶ Réitérer des expériences indépendantes de pull-down en incorporant de nouvelles 

conditions contr¹les puis analyser la sp®cificit® dôinteraction par immunobuvardage à lôaide 

dôun anticorps dirigé contre ATP5I 

¶ Produire ATP5I de fa­on recombinante afin de r®aliser des ®tudes dôinteractions in vitro 

par SPR 

Espace intermembranaire 

Matrice 
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2.6 Validation de lôexpérience de pull-down 

 

 Nous avons répété les expériences de pull-down en séparant les protéines éluées par SDS-

PAGE, suivie dôimmunobuvardages avec un anticorps dirigé contre ATP5I, afin de confirmer la 

présence de la protéine dôintérêt dans la condition BFB et valider sa potentielle interaction. Des 

expériences indépendantes ont été réalisées sur des enrichissements mitochondriaux et des lysats 

cellulaires provenant de différents types cellulaires, notamment les lignées KP-4 et HEK-293T, 

cette dernière étant issue de cellules rénales embryonnaires humaines, dans le but de renforcer la 

robustesse des données obtenues. De nouvelles conditions contrôles ont été ajoutées, incluant des 

billes de streptavidine seules (sans molécules biotinylées) et de la D-(+) biotine commerciale. 

 Les premiers résultats ont montré une faible quantité, voire une absence de protéines 

détectées. Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces résultats : la petite taille dôATP5I (8 kDa), sa 

faible concentration dans les échantillons après élution avec la metformine, sa faible affinité pour 

le pharmacophore biguanide, ou encore la faible efficacité de lôanticorps utilisé. Face à ces défis, 

nous avons modifié le protocole en augmentant la quantité de matériel biologique (quantité de 

cellules ou de mitochondries), en transfectant transitoirement les cellules HEK-293T avec un 

vecteur codant pour ATP5I afin de surexprimer la protéine, et en déposant directement les billes 

de streptavidine bouillies dans le SDS sur les gels SDS-PAGE sans passer par lôétape dôélution.

 En réalisant les expériences de pull-down dans les lysats des cellules KP-4 et HEK-293T, 

avec un apport de matériel biologique supplémentaire et sans transfection ni étape dôélution, nous 

avons pu montrer, malgré une résolution limitée, que lôélution dôATP5I est spécifique à la condition 

BFB. Cependant, nous avons également observé la présence dôune bande non spécifique (~11 kDa) 

dans toutes les conditions de pull-down avec les billes de streptavidine (Fig. 2.18). Cette bande 

pourrait être associée au monomère de streptavidine après dénaturation des échantillons dans le 

tampon SDS chauffé, confirmant ainsi la faible spécificité de lôanticorps anti-ATP5I. 
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Figure 2.18. Validation du pull-down par immunobuvardage dans les cellules KP-4, en utilisant 

des conditions sans billes (lysat), des billes de streptavidine seules (-), de la D-(+) biotine (B), la 

biotine fonctionnalisée amine (BFA), et la biotine fonctionnalisée biguanide (BFB). Tous les éluats 

ont été introduits dans un gel SDS-PAGE, puis analysés par immunobuvardage à lôaide dôun 

anticorps dirigé contre ATP5I. 

 

Ces résultats suggèrent une liaison entre le groupement pharmacophore biguanide et 

ATP5I, mais ils ne permettent pas de tirer des conclusions d®finitives sur lôaffinit® de cette 

interaction. Toutefois, la faible intensité de la bande observée pourrait indiquer une affinité de 

liaison modérée, voire faible. 

 

2.7 Conception dôun essai in vitro pour mesurer la spécificité et 

quantifier lôinteraction entre le groupement pharmacophore 

biguanide et ATP5I   

 

Dans le processus de découverte et développement de médicaments, il est essentiel de 

disposer dôun modèle de criblage pour identifier les molécules présentant les meilleures activités 

biologiques en vue dôétudes ultérieures. Ces essais fournissent des informations quantitatives sur 

lôinteraction entre un médicament et sa cible, permettant, selon la nature de cette cible, de 

déterminer des constantes dôinhibition (Ki) pour les inhibiteurs enzymatiques ou des affinités de 

liaison via la constante de dissociation à lôéquilibre (KD).54     

 En raison des caractéristiques biophysiques particulières dôATP5I, notamment ses 

interactions protéiques et lipidiques avec la membrane mitochondriale, aucun modèle isolé de cette 

ATP5I 

B        BFA      BFB 

Pull-down streptavidine 

- 11* 

- 8 

π Lysat 
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protéine en solution nôa été caractérisé. Cependant, des études bio-informatiques et des modèles de 

prédiction basés sur sa séquence primaire et sa composition en acides aminés ont suggéré un profil 

structural de la protéine.61 Ces analyses prédisent que la structure secondaire dôATP5I est une 

h®lice Ŭ, avec une portion h®licoµdale membranaire contenant un motif conserv® de type GxxxG. 

Ce motif serait impliqué dans des interactions protéine-protéine fortes et très spécifiques au niveau 

de la membrane.48,55,56 Également, il jouerait un rôle clé dans lôancrage de la protéine à la 

membrane interne mitochondriale, permettant la formation dôhomodimères intramembranaires 

cruciaux pour la formation et la stabilité des formes dimériques et oligomériques de la F1Fo-ATP 

synthase chez la levure.49,57-59          

 Par ailleurs, des études complémentaires ont également montré que la partie C-terminale 

(Cter) de la protéine possède une structure hélicoïdale qui tend à sôauto-assembler pour former une 

structure superhélicoïdale.60 Ce type de motif a été retrouvé dans la famille des protéines 14-3-3, 

une classe de protéines possédant des domaines de liaison aux phosphopeptides.61 Ces informations 

structurales ont été confirmées par des structures cryo-ME des complexes F1Fo-ATP synthases 

isol®s de bîuf62 (Fig. 2.19). Ces différents motifs, associés à une seule h®lice Ŭ amphipathique de 

69 résidus, suggèrent quôATP5I pourrait jouer un rôle de régulateur multifonctionnel, participant 

à de nombreuses interactions moléculaires importantes dans la signalisation cellulaire.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.19. Structure tridimensionnelle dôATP5I obtenue à partir de la base de données UniProt 

(P56385), en représentation « maillage et schématique ».62 La séquence en bleu cyan indique la 

région transmembranaire contenant le motif GxxxG. 
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Lôutilisation complémentaire de ProtParam, ainsi que des algorithmes prédictifs récents, 

basés sur les données stockées dans Swiss-Prot ou TrEMBL, nous a permis de prédire dôautres 

paramètres physico-chimiques de la protéine, renforçant ainsi ces études.63 Les résultats indiquent 

quôun peu moins de la moitié de la protéine est hydrophobe et quôun tiers de celle-ci est composé 

dôacides aminés chargés, avec 11 résidus chargés négativement (Aspartate + Glutamate) et 14 

chargés positivement (Arginine + Lysine). Avec un point isoélectrique (pI) dôenviron 9,34, la 

protéine est globalement hydrophobe et chargée positivement.     

 De plus, lôindice dôinstabilité estimé à environ 52, qui prédit la stabilité in vitro dôune 

protéine, et lôindex aliphatique dôenviron 96, qui mesure la proportion de résidus aliphatiques, 

suggèrent une protéine instable in vitro. La mesure globale dôhydropathie négative dôenviron -0,5 

indique elle un caractère hydrophile. Malgré cela, la présence dôune région hydrophobe suggère 

que la protéine serait très instable in vitro, posant des défis pour son étude et sa purification (Tab. 

2.1). En outre, lôabsence de tryptophane complique lôestimation de son coefficient dôextinction 

molaire, limitant les études par absorbance ou fluorescence intrinsèque.  

 

Propriétés physico-chimiques ATP5I  

Nombre de résidus 69 

Poids moléculaire (Da) 7933,21 

Résidus chargés (-) 11 

Résidus chargés (+) 14 

Point isoélectrique  9,34 

Indice dôinstabilité 52,32 (instable) 

Indice aliphatique 96,23 

Mesure dôhydropathie -0,571 

 

Tableau 2.1. Récapitulatif des propriétés physico-chimiques dôATP5I. 
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Pour mesurer la spécificité et quantifier lôaffinité de liaison entre le pharmacophore 

biguanide et ATP5I, nous avons opté pour une méthode sensible basée sur les changements 

dôindice de réfraction en utilisant la SPR. En immobilisant la BFB sur un biocapteur fonctionnalisé 

avec de la streptavidine, nous avons réutilisé le système biotine-streptavidine pour exposer le 

pharmacophore biguanide et quantifier son affinité de liaison avec la protéine ATP5I recombinante 

purifiée. 

 

2.7.1 Généralités sur la production de protéines recombinante 

 

 Une grande partie de ce travail de doctorat a consisté en la production de la protéine ATP5I 

recombinante par biotechnologie. Lôobjectif était de générer une grande quantité de matériel 

biologique pour caractériser lôinteraction des biguanides avec ATP5I via des essais dôinteractions 

in vitro, avec pour perspective de développer un modèle de criblage de composés et de mener une 

étude structurale.           

 Pour lôexpression de protéines recombinantes, certains vecteurs dôexpression (plasmides) 

sont conçus pour permettre lôexpression contrôlée de protéines de fusion. Celles-ci possèdent, en 

N- ou C-ter de leurs séquences, des motifs de reconnaissance moléculaire, une fonctionnalité 

particulièrement utile pour la purification par affinité des protéines recombinantes.64 Plus haut, 

nous avons présenté le système biotine-streptavidine, mais il existe dôautres motifs de 

reconnaissance plus largement utilisés, pour leur facilité de séparation chromatographique, avec 

des compétiteurs bien identifiés. Certains de ces motifs contiennent des protéines comme la 

Glutathione-S-transférase (GST), connue pour sa forte interaction avec le glutathion 65, ou encore 

la protéine de liaison du maltose, qui présente une affinité pour le maltose66.    

 Il existe également des motifs moins volumineux, tels que les étiquettes histidine (His). Ces 

étiquettes consistent en une série de résidus histidine (généralement de six à huit), connus pour leur 

capacité à complexer certains métaux, comme le nickel ou le cobalt. Les azotes du cycle imidazole 

de lôhistidine sont de bons donneurs dôélectrons pour ces métaux, qui possèdent des orbitales 

vacantes 67,68 Ainsi, lôajout de plusieurs His à la suite permet de complexer plus fortement ces 

métaux, fixés sur un support solide, et donc dôaccrocher de façon compétitive les protéines 

étiquetées His par rapport aux autres protéines (Fig. 2.20).69 
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Figure 2.20. Sch®ma repr®sentant la complexation des groupements imidazoles de lô®tiquette 

6Ĭhistidine dôune prot®ine de fusion. Cette figure a été réalisée sur Biorender.com. 

 

Ces plasmides contiennent donc les séquences codant pour ces motifs en amont et/ou en 

aval du gène dôintérêt. Certains plasmides possèdent également des séquences régulatrices, telles 

que celles codant pour lôopéron lactose (LacZ) et son répresseur (LacI), permettant de contrôler 

lôexpression des protéines de fusion via lôajout de molécules inductrices. Placées entre la séquence 

promotrice et la séquence dôexpression du gène dôintérêt, ces séquences modulatrices régulent 

lôaccès de lôARN polymérase T7 bactérienne, lôenzyme responsable de lôinitiation de la 

transcription.70,71          

 Lôexpression basale de LacI assure que le répresseur, en se liant à la séquence de LacZ, 

bloque lôaccès de lôARN polymérase T7, inhibant ainsi la transcription. Cependant, en présence de 

lactose, LacI se détache de la séquence de LacZ, libérant ainsi lôespace nécessaire à la T7 

polymérase pour initier la transcription du gène dôintérêt. Lôaddition dôun analogue du lactose 

pendant la croissance bactérienne permet donc dôinduire la production de la protéine au moment 
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souhait®. Le compos® synth®tique isopropyl ɓ-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) est généralement 

utilisé comme inducteur, car, contrairement au lactose, il nôest pas métabolisé par les bactéries. 

(Fig. 2.21).72,73  

 

 

 

Figure 2.21. Structure chimique de lôisopropyl ɓ-D-1-thiogalactopyranoside. 

 

2.7.2 Construction des plasmides recombinants ATP5I  

 

La première étape a consisté à concevoir le plasmide recombinant pour lôexpression 

dôATP5I humaine en utilisant des techniques de biologie moléculaire telles que le clonage. Pour 

ce faire, nous avons amplifié un insert contenant la séquence codante dôATP5I, côest-à-dire son 

cadre de lecture ouvert, sôétendant du codon dôinitiation (ATG) au codon STOP (TGA). Cet insert, 

encadré par des sites de restriction en 5 et 3, a été obtenu à partir dôADN complémentaires (ADNc) 

rétrotranscrits à partir des ARN messagers (ARNm) totaux isolés des cellules KP-4. Dans notre 

cas, nous avons utilisé le couple dôenzymes BamH1-EcoR1 du fait de leur stabilité et de leur 

compatibilité. Le plasmide choisi pour cette étude a été le plasmide pET-TEV, génétiquement 

modifié avec un promoteur pour lôARN polymérase T7, résistant à lôampicilline (AmpR), et 

contenant une étiquette 6×His suivie dôun site de clivage pour la protéase TEV en Nter du site 

multiple de clonage. Cette configuration est idéale pour la digestion des protéines de fusion post-

purification.74            

 Le plasmide et l'insert ont ensuite été digérés par ces enzymes de restriction, puis assemblés 

lors d'une étape de ligation pour créer le plasmide recombinant. Plusieurs autres constructions ont 

également été réalisées pour ajouter des étiquettes supplémentaires, comme lôétiquette 3×FLAG. 

Cette dernière, constituée dôun motif Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys répété trois fois (code 

des acides aminés en annexe 1, Tab. A.1.2), a été ajoutée en N- ou C-ter de la protéine. Ces motifs, 

en plus dôajouter de la solubilité à la protéine, améliorent la sensibilité de détection par 



 

 

109 

 

immunobuvardage avec des anticorps anti-FLAG, et contiennent un site de clivage pour 

lôentérokinase (Fig. 2.22).75   

  

 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 2.22. Construction et validation du plasmide pET-TEV. (a) Schéma illustrant la 

construction du plasmide. (b) Analyse de restriction de gel des différentes constructions post 

purification. Les constructions ont ®t® dig®r®es ¨ lôaide des enzymes BamH1 et EcoR1, permettant 

dôobtenir les plasmides sous forme lin®aire (5 kb) ainsi que les inserts correspondants : 285 pb pour 

les constructions Nter-3×FLAG-ATP5I et ATP5I-Cter-3×FLAG, et 219 pb pour la construction 

ATP5I. Les poids moléculaires (PM) sont représentés en kilobases (kb) ou paires de bases (pb). 

AmpR : résistant à lôampicilline, Ori C : origine de réplication, SD : séquence Shine Dalgarno. La 

méthode détaillée est décrite au chapitre 6.7. Le plasmide a été réalisée sur Biorender.com. 

 

Pour lôexpression exogène de notre protéine dôintérêt, nous avons opté pour la 

recombinaison génétique bactérienne en utilisant des cellules E. coli BL21 Rosetta. Ces cellules 

génétiquement modifiées, contenant un plasmide conférant une résistance au chloramphénicol, 

facilitent lôexpression de certains ARN de transfert (ARNt) nécessaires pour la traduction de 

protéines eucaryotes comportant des codons rares, généralement non reconnus par les ARNt des 

souches standards dôE. coli.76 Dans notre cas, il sôagit du codon guanine-guanine-adénine (GGA), 

BamH1 EcoR1 
!¢tрL рΩ оΩ 

PM (kb) 

5  
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qui code pour deux arginines au milieu de la séquence (dégénérescence du code génétique en 

annexe 1, Tab. A.1.3). 

 

2.7.3 Sch®ma dôexpression et de purification dôATP5I recombinante 

 

Une fois le plasmide construit, la prochaine étape est la transformation bactérienne, qui 

consiste à introduire le plasmide dans des bactéries compétentes en augmentant leur perméabilité 

membranaire, ici par des cycles de chaud-froid.77 Après transformation, les bactéries sont étalées 

sur de lôagar supplémenté en antibiotiques, ici lôampicilline (Amp) et le chloramphénicol (Chl), 

pour sélectionner uniquement les colonies ayant incorporé le plasmide. Elles sont ensuite incubées 

pendant 16 heures à 37 °.           

 Après lôétape de sélection, une colonie est mise en culture dans un milieu liquide et laissée 

croître pendant 16 heures à 37 °C sous agitation, afin dôatteindre une densité cellulaire suffisante 

pour augmenter le nombre de copies de plasmides recombinants. La croissance est suivie 

cinétiquement en mesurant la DO600nm à différents intervalles de temps.78 Cette densité peut varier 

selon le type de milieu de culture, les souches bactériennes, et le niveau dôexpression de la protéine 

recombinante. En général, dans un milieu de culture de type Lysogeny Broth (LB), une induction 

de lôexpression est effectuée à une DO600nm de 0,6 en ajoutant de lôIPTG (~1 mM) (Fig. 2.23). 

 À ce stade, les bactéries cessent de se diviser pour se concentrer sur lôexpression des 

protéines recombinantes. Dans notre cas, le niveau dôexpression de la protéine était insuffisant, ce 

qui nous a poussés à optimiser le protocole. Nous avons utilisé un milieu de culture plus riche en 

nutriments, le Terrific Broth (TB), supplémenté de 1% dôéthanol, connu pour augmenter le taux 

dôexpression79, jusquô̈  atteindre une DO600nm dôenviron 0,8-1. Lôexpression a ensuite ®t® induite 

en ajoutant 1 mM dôIPTG pendant 4 heures ¨ 30 ÁC. 
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Figure 2.23. Sch®ma dôexpression dôATP5I dans E. coli BL21 Rosetta. Amp : ampicilline, Chl : 

chloramphénicol, AmpR : résistant à lôampicilline, Ori C : origine de réplication. La méthode 

détaillée est décrite au chapitre 6.8. Cette figure a été réalisée sur Biorender.com. 

 

Une fois lôexpression terminée, les bactéries ont été lysées par sonication, puis centrifugées 

pour récupérer les protéines dôintérêt dans le lysat cellulaire. Après filtration, le lysat a été injecté 

dans une colonne chromatographique contenant des ions nickel (Ni2+) complexés avec de lôacide 

nitrilotriacétique (NTA : Nitrilotriacetic Acid), qui retiennent les protéines étiquetées His. Après 

une série de lavages à lôimidazole, pour éliminer les protéines liées de manière non spécifique, un 

gradient dôimidazole a été utilisé pour détacher la protéine dôintérêt par compétition (Fig. 2.24). 

 Il est probable que la propension dôATP5I ¨ lôagr®gation ait conduit ¨ la formation de corps 

dôinclusion dans les bact®ries, ce qui pourrait expliquer les rendements limit®s et la puret® r®duite 

lors de la purification. Les ®tiquettes His, probablement enfouies dans ces agr®gats, nô®taient pas 

disponible pour interagir avec la colonne dôaffinit®, ce qui explique la perte majoritaire de la 

prot®ine dôint®r°t dans le volume mort (Vm) de la colonne.  

 






























































































































































































































































































































































