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Résumé

La découverte de cibles thérapeutiques sdres et efficaces contre ledeamearaun défi
majeur en recherche biomédicale. Les thérapies ciblant le complexe | de la chaine respiratoire
mitochondriale ont récemment suscité un intérét croissant en raison de leur capacité a perturber le
métabolisme énergétique des cellules tumorales. Capeé, desécentsinhibiteurs puissantdu
complexe lont été limités par des toxicités séveres, soulevant des inquiétudes quant a leur
utilisation clinique.Les mitochondes jouent un réle essentiel non seulement dans les cellules
cancéreuses mais aussi dans les cellules saines, rendant crucial le dévelopfedteeratides
plus sdres.

La metformine, bien connue pour son utilisation dans le traitement du diabete de type I, a
montré une réduction déricidence de plusieurs cancers, notamnoehli du pancrégsconnu
pour son faible taux de survidéanmoins, son efficacité thérapeutique dans les stades avancés du
cancerest limitée, ce qusuggere un role plus préventif que curatif. Les mécanismes anticancéreux
des biguanidemédicinaux tels que la metformine et la phenformine, sont que partiellement
compris, mais des preuves indiquent que le métabolisme énergétique est central a leDaastion.
ce contexte, &tude approfondie des biguanides comme inhibiteurs modérés de la chaine
respiratoire mitochondriale apparait comme une stratégie prometteuse.

En utilisant une sondeiologique, inspirée de lstructue dela metformine, nousvens
identifié et caractérisé la seusité e de la f-ATP synthase (ATP5I) comme une nouvelle cible
antinéoplasique potentielle des biguanjdase interaction directe jusdai non documentée.
Parallelement adktude de cette interactiongus avonsitilisé la technologie CRISP®as9 pour
supprimer ATP5I, afin de mieux comprendrees rélesdans le métabolisme des cellules
cancéreuses du pancrédfos résultats offrent de nouvelles perspectives sur les mécanismes
anticancéreux des biguanides et ouvrees doies prometteuses pour cibler le métabolisme
mitochondrial dans le cancer. lls soulignent égalent@npbrtance de poursuivre les recherches
sur ATP5I et ses interactions au sein dellgATP synthase, afin de développer de nouvelles

stratégies thérapeutiques.

Mots-clés: Cancer, Métabolisme mitochondrial, Complexe |, Thérapies ciblées, Metformine,
ATP5I, F1F.-ATP synthase



Abstract

The identification of safe and effective therapeutic targets for cancer continues to be a
significant challenge in biomedical research. Recently, therapies targeting Complex | of the
mitochondrial respiratory chain have garnered attention due to themtipbte disrupt the energy
metabolism of tumor cells. However, potenmplex linhibitors have been associated with severe
toxicities, raising concerns about their clinical applicability. Since mitochondria are crucial not
only for cancer cells but aldor the proper functioning of healthy cells, finding safer alternatives
is imperative.

Metformin, commonly used for treating type Il diabetesiuceghe incidence of several
cancers, including pancreatic cancer, known for its low survival rate. Despite this, its therapeutic
efficacy in advanced canssappears 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, evideagoints 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 theFiF.-ATP synthasg ATP5I) as a novel antineoplastic target of biguanides
interaction that had not been directly documented before. To further explore the role of ATP5I, we
employed CRISPRCas9 technology tknockoutthis 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 uderscore the need for continued research on ATP5I and its interactions within the
F1Fo-ATP synthasewith the gal of developing innovative therapeutic strategies.

Keywords: Oncology Mitochondrial metabolism, Complex |, Targeted therapies, Metformin,
ATP5I, F1F.-ATP synthase
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Liste des sigles et abréviations

3PG: 3-phosphoglyérate

ACC : acétytCoA carboxylase
Acétyl-CoA : acétylcoenzyme A
ADN : acide désoxyribonucléique
ADNCc : ADN complémentaire
ADNmt : ADN mitochondrial
ADNnNu : ADN nucléaire

ADP : adénosine diphosphate
Akt : Protéine kinase B (souvent appelée Akt)
AMP : adénosine monophosphate
Amp : ampicilline

AMPK : Adenosine Monophosphatetivated Protein Kinasg(protéine kinase activée par
|Gadénosine monophosphate)

AmpR : résistant adampicilline
AOD : atrophie optique dominante

APAF1 : ApoptoticPeptidase Activating Factor(facteur dactivation de la peptidase apoptotique
_1)

ARN : acide ribonucléique
ARNmM : ARN messager

ARNLt : ARN de transfert
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ATP : adénosine triphosphate

BAK1 : BCL2 Antagonist/Killer Yantagoniste/Killer 1 de BCL2)

BCA : Bicinchoninic Acidacide bicinchoninique)

BFA : biotine fonctionnaliséé amideou™ ammrmonium (forme protonée)
BFB : biotine fonctionnaliséaubiguanideou aubiguanidium(forme protonée)
BFG: biotine fonctionnaliséa laguanidineou auguanidinium (forme protonée)
BFGU : biotine fonctionnaliséa laguanylurée

BFT : biotine fonctionnalisée a la thiourée

biP : biphosphate

BN-PAGE : Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoreq@ectrophorese sur gel de

polyacrylamide native bleue)

BSA : Bovine Serum Albumig@bumine séum bovin)

cAMP : Cyclic Adenosine Monophosphdgelénosineanonophosphateyclique)
Cas9 CRISPRassociated protein rotéine associée a CRISPR 9)

CEso : concentration efficace 50

Chl: chloramphénicol

CMC : concentration micellaire critique

CO, : dioxyde de carbone

CoQ: coenzyme Q

CRISPR/Cas9 Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CR#SBétiated
protein 9(courtes répétitions palindromiques groupées et régulierement espacéees/protéine associée
CRISPR 9)

Cryo-ME : cryomicroscopie électronique

CSC: cellules souches cancéreuses
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Cter: extrémité Gterminale

CTRL: contrble

CYCS : Cytochrome C (Cytochrome C)

cytC: cytochrome C

DDM : n-dodécyib-D-maltoside

DDX3X : DEAD-BoxHelicase 3 XLinked(hélicase a boite DEAD 3 liee &)
DELEL1 :DAP3 Binding Cell Death Enhancer(fiotentialisateur de la mort cellulaire lié¢ & DAP3)
DFT : Density Functional Theoryhgorie de ldonctionnelle de laensité)
DHAP : dihydroxyacétond-phosphate

DIPEA : N,N-diisopropyléthylamine

DLS : Dynamic Light Scatterinédiffusion dynamique de la lumiére)

DOsgonm: densité optique a 590 nm

DOTLL : Histone H3K79 MethyltransferagMéthyltransférase détistone H3K79)
E : Eluat

E. coli : Escherichiacoli

ECAR :Extracellular Acidification Rat¢taux dacidification extracellulaire)
EDC : 1-Ethyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide

EDTA : Ethylenediaminetetraacetic Acfécide éthylenediaminetétraacétique)
EntéroK: entérokinase

exo0ATP5I: exogenous ATPRATPSI exogéne)

FADH:: flavine adénine dinucléotide

FMN : flavine mononucléotide

FPLC :Fast Protein Liquid Chromatographghromatographie liquide rapide de protéines)
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GA3P: glycéraldéhyde3-phosphate

GCGR: Glucagon Receptdirécepteur du glucagon)

GFP :Green Fluorescent Proteifprotéine fluorescente verte)

GLUTL1/3: Glucose Transporter 1/@ransporteur de glucosé3)

Gsa : sous unitéssU | p h a

GSH : glutathion

GST: glutathionS-trans€rase

GTP: guanosine triphosphate

HADDOCK : High Ambiguity Driven DOCKingAmarrage guidé par ambiguité élevée)
HCCS :Holocytochrome C Synthagieolocytochrome ¢ synthase)

HDR : Homology Directed Repairéparation dirigée par homologie)
hGLuc :Humanizedsaussia Luciferas@uciféraseGaussiahumanisée)
HIF-1 : Hypoxia Inducible Facted (facteur inductible paiGhypoxie 1)

His : histidine

HK2 : Hexokinase 2

HRI : HemeRegulated Inhibitor Kinasgkinase inhibitrice régulée paheme)
HRP :HorseradishPeroxidasgperoxydase de raifort)

IGF-1: Insulinlike Growth Factorl (facteur de croissance @nisuline 1)

IGFBP-1: Insulinlike Growth Factor Binding Protein Iprotéine de liaison au facteur de

croissance insulinomimétiqué 1

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

insulinomimétique de type)1l

In situ: dans le milieu (lieu @rigine)
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Inject : injection

IPTG:i s o p r-D-pthibgaldctopyranoside

IR : Insuline Receptofrécepteudel 6 i n)lsul i ne

IRS-2 : Insulin Receptor Substrate(@ibstrat duécepteur dednsuline 2)
ITC : Isothermal Titration Calorimetrycalorimétrie de titration isotherme)
kb : kilobases

Kp : constante de dissociation@duilibre

kDa: kilodalton

KO : Knockout(inactivation génique)

Koff : constante dgitesse delissociation

Kon: constantassoahonvi t esse do

LB : Lysogeny Broth

LDH : Lactate Dehydrogenagdéshydrogénasie lactate)

LDHA/B : lactatedéshydrogénase A/B

[LA] : ligand-analyte

LogP :coefficient departage kogarithme du coefficient de partage octanol/eau)

MAP kinase MitogenActivated Protein Kinasgkinase activée par les mitogénes)

MATE : Multidrug and Toxin Extrusion Transportefsansporteurs @xtrusion demédicaments

et detoxines)

mAU : milli -unités dabsorbance

MCT1/4 : Monocarboxylate Transporter 1{&ransporteurs de monocarboxylate 1/4)

ME : microscopie électronique

MEC : matrice extracellulaire
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Met : metformine
MET : microenvironnement tumoral

MICOS : Mitochondrial Contact Site and Cristae Organizing Systsystéeme dorganisation des

sites de contact et des crétes mitochondriales)
MM : masse molaire

mPTP : Mitochondrial Permeability Transition Pordpore de transition de perméabilité

mitochondrial)
MSCYV : Murine Stem Cell Viruévirus des cellules souches murines)
MTOR :Mammalian Target of Rapamyd{able de la rapamycine chez les mammiféres)

MmTORC1 :Mammalian Target of Rapamycin Complefcible demammifére duwcomplexe de la

rapamycine 1)

MTS : Mitochondrial Targeting Sequen¢gquence deiblagemitochondrial)
MYC : Avian Myelocytomatosis Virysirus de éavian myelocytomatosis)
NAD : nicotinamide dinucléotide

N-Boc : Ntert-Butoxycarbonyle

NHEJ :NonHomologous Endoining (jonction des extrémités non homologues)
NHS : N-Hydroxysuccinimide

Ni : nickel

nm: nanometre

ns : non significatif

NTA : Nitrilotriacetic Acid (acide nitrilotriacétique)

Nter: extrémité Nterminale

o/n: overnight(toute la nit)

OCR :0Oxygen Consumption Rataux deconsommation dxygene)
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OCT1/2 : Organic Cation Transporter 1/@ransporteuprganique deations1/2)
OMAL : OMA1 Zinc Metallopeptidasgnétalloprotéase a zinc OMA1)

OMS: Organisation mondiale de la santé

OPAL :Optic Atrophy 1(atrophieoptique 1)

Ori C: origine de réplication

OSCP : Oligomycin Sensitivity Conferring Proteirfprotéine conférant la sensibilité a
|Gligomycine)

OXPHOS: oxydations phosphorylantes

P: phosphate

PAM : Protospacer Adjacent Mot{motif adjacent au protospacer)

pb: paire de base

PBS :PhosphateBuffered Salinésolution tamponnée au phosphate)

PCA: Protein Complementation Asségssai de complémentation protéique)
PDAC : Pancreatic DuctaAdenocarcinomgadénocarcinome canalaire pancréatjque
PEB-big : 4-(phényléthynyl)benzylbiguanide

PEN2 :Presenilin Enhancer Rootentialisateur de Preseniline 2)

PEP :phosphoénolpyruvate

Pg: picogramme

Phen: phenformine

Pi: phosphate inorganique

pl : pointisoélectrique

PI3K : Phosphoinositide-Binase

PM : poids moléculaire
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gPCR :Quantitative Polymerase Chain Reacti®®CR quantitative)
RAS : Rat Sarcomdsarcome du rat)

R-C41: Souche Rosetta-€1

Rmax: valeur maximale de réponse

RMN : résonancenagnétiquenucléaire

ROS: Reactive Oxygen Specigspeces réactives dxygené
RTK : Receptor Tyrosine Kinasérécepteus a activité d&inasea tyrosing
RU : réfractivité

SA: streptavidine

SAR: StructureActivity Relationshigrelationstructureactivité)
SCs: supercomplexes

SDS: sodium dodécylsulfate

SDSPAGE :Sodium Dodecyl SulfatePolyacrylamide Gel Electrophoresfélectrophorése sur

gel depolyacrylamide avedodécylsulfate de Sodium)

SgRNA :Single Guide RNAARN guide simple)

siRNA : Small Interfering RNAARN interférent de petite taille)

SIRTS3 :Sirtuin 3(Sirtuine 3)

SLC7AG6 :Solute Carrier Family 7 Member (@ansporteur de soluté de la famille 7 membre 6)
SOX4 :SRY¥YBoxTranscription Factor 4facteur de transcription de la boite SRY 4)

SPI1 :Spil ProtoOncogengProtooncogene Spl)

SPR :Surface Plasmon Resonar(césonance des Plasmons de Surface)

Strep488: streptavidineAlexaFluor 488

T2D : Type 2Diabeteg(diabéte de type 2)
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TB : Terrific Broth

TBST : Tris-Buffered Saline with Tween 2éblution saline tamponnée au Tris avec Tween 20)
TCF4 :Transcription Factor 4facteur de transcription 4)

TIM : Translocase Inner Membrarfganslocase de lmembrane interne)

TMSCI : Trimethylsilyl Chloride(chlorure detriméthylsilyle)

TOM : Translocase Outer Membraifganslocase de la membrane externe)

tp : températur@iéce

TP53: Tumor Protein 53protéinetumorale 53)

TPP: triphénylphosphonium

VDAC?2 : VoltageDependent Anion Channel(@nal anionique dépendant du voltage 2)
VIH : virus de @mmunodéficience Humaine

Vm : volume mort
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Chapitre 17 Introduction

1.1 Préface

Le cancer désigne un vaste groupe de maladies caractérisées par la prolifération non
contrélée de cellules anormales, pouvant affecter divers organes et systémes du corpshumain.
Connu et décrit depuigdntiquité, le cancer, du Gré&arkinos est symbolisé par le crabe pour sa
capacité a pincer de maniére inattendue @ngripper sans lacher pridéutrefois moins bien
détecté en raison de l'absence de dispositifs de dépistage et de diagnostics précis, le cancer est
aujourdohui reconnu comme un ebBmp022drgamisation a | ma
mondiale de la santé (OMS) a estiméilgua eu pres de 20 millions de nouveaux cas de cancer et
presque la moitié de ces cas (9,7 millions) ont été associés a des déces dans le monde, ce qui
représente présish déces sur six (16,8%) tostmauses de mortalité confonddeRar ailleurs, des
modeles de prédiction estimentdljy aura plus de 35 millions de nouveaux casndiauxpour
lGannée 2050, principalement attribués au vieilissement de la population, a la croissance
démographique, ainsi Gu lGaugmentation de@xposition aux facteurs de risques liés au
développemergocioéconomiqué:®

Alors que de nombreux cancers peuvent étre gu@dgssent détectés suffisamment tét et
traités efficacement, commeéest le cas pour les cancers du sein et de la prostate localisés
présentenun taux de survie a 5 amssipérieur a5%, dautres cancers sont plus agressifs et
résistants aux traments, tels que le cancer du pancré@ascun taux de survide5 ans denviron
10%/#0r gane ¢l ® dans |l a r®gulation de |l a gl ycg®e
pancr ®as est particuli rement vul n®r abl e au
pancréatiqug PDAC : Pancreatic Ductal Adenocarcinomaqui représente environ 95% des
cancers pancréatiqueBien que les statistiques de survie du PDAC aient doublé au cours de la
derniere décennie, ce cancee st e | 6un des plus meurtriers. (
diagnostic tardif de la maladie, souvent associé a un échec thérap&ttique

De plus, & complexité biologique el ce cancer, son microenvironnement propice aux

meétastases, et sa résistance aux traitements actuels constituent des obstacles majeurs au
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développement de thérapies efficate's Alors que le développement grandissant de thérapies
ciblées ou encore dérhmunothérapie, qui vise a stimuler le systeme immunitgiue gatient
pour reconnaitre et éliminer spécifiquemeas cellules cancéreusgoffre une alternative a des
cancers jugés incurablésles traiements di PDACndnt que peu évolué ces dix derniéres années,
affichantde nombreux échecs en phaskniques®. La stratégie anticancéreuse BDAC repose
principalemensur descombinaisons dehimiothérapes, teles que le FOLFIRINOX, osurdes
agents antmétabolites comme la gemcitabine et {#udrouracile souventadministréeavant ou
pendant la radiothérapté?® La chirurgie, qubffre les meilleurs taux de rémissian@stindiquée
quepour 10 420% des patients au moment du diagnasStic.

Dans le contexte du cancer du pancréas, le métabolisme joue un role centsdrdans
développement, en fournissari€rergie et les biomolécules nécessaires a sa survie et a sa
propagation. En décryptant les mécanismes métaboliques spécifiques des cellules cancéreuses
pancréatiques, de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblées pourraient émerger, avec un potentiel
déapplication pour dautres types de cancéfs.

Dans ce chapitred@htroduction, nous explorerons le lien intrinséque entre le métabolisme
énergétique et le cancer, en mettant particulierenitdnt sur le cancer du pancréas. Nous nous
pencherons ensuite plus précisément sur la mitochondrie, un organite essentiel dans le métabolisme
énergétique. Nous examinerquesr la suitecomment les cellules cancéreusggrogrammet leur
métabolisme mitochondrial a leur avantage et quelles sont les stratégies anticancéneettzsp
dele cibler. Finalenent, nous analyserons la metformine, une molécule aux propriétéanigsig
qui cible les mitochondriesafin de comprendre ses mécanismes cellulaires et moléculaires et

dé ® c | alienrestre le mé&abolisme et le canaestamment celui du pancréas

1.2 Métabolisme et cancer : Une relation intrinséque

La relation entrde métabolisme ete cancer est un domaine de recherche dynamique,
révélant des interactions complexes et une interdépendance étroite entre ces deux processus
biologiques?>?3 Les recherches récentes ont mis en évidence une boucle de rétroaction négative
ou le déreglement métabolique et le cancer se renforcent mutuellement, favorisant la croissance et

la progression tumorafé.
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Le déréglement métabolique peut conduire au développement du cancer en créant des
conditions favorables a la prolifération cellulaire et aux mutations. En retour, le cancer aggrave ce
déréglement en adaptant et en modifiant les voies métaboliques ptaunirssa propre croissance

et survie. Le diabéte et le cancer du pancréas sont un parfait exemple qui illustrent cetté¥&lation.

1.2.1 Le métabolisme énergétique cellulaire

Le métabolisme cellulaire constitue un réseau complexe de réactions biochimiques qui se
produisentdans les cellules vivantes et sont essentielles a la&imétabolisme, impliqué dans
des processus clés tels que la producti@netgie, la croissance, la réponse au stress et la
détoxification, englobda glycolyse, la respiration, ainsi quéadtres voies essentielles a la
croissance et a la reproduction des cellidasaryotesRégulé par une multitude de facteurs
internes et externes, le métabolismeintient un équilibre stable entréapport et la dépense
énergétique, garantissant ainsi le fonctionnement optimal des cellules vivantes. Il se divise en deux
catégories principales : le catabolismed@habolisme®

Le catabolisme est le processus par lequel des molécules complexes sont décomposées en
molécules plus simpleCette dégradation est généralement associée a une libér@timrgie
stockée dans les liaisons chimigues de molécules complexes, telléadgrosine triphosphate
(ATP), laquelle peut ensuite étre utilisée pour réaliser certaines réactions biochimiques non
spontanée® Ainsi, comme le mentionnait Antoine Lavoisi€rcette énergiedast pas perdue, elle
est transformée en une forme utilisable par la cellule. Les principales voies cataboliques
comprennent la glycolyse, le cycle de Krebkgihosphorylation oxydatii@@XPHOS)?°

La glycolyse est une voie métabolique centrale dans le métabolisme carboné. Elle se déroule
dans le cytoplasme des cellules et permet la dégraddiioe cholécule de glucose, a six atomes
de carbone, en deux molécules de pyruvate, a trois atomes de carbone chacune. Ce processus
oxydatif nécessite des cofacteurs enzymatiques essertidds que la forme oxydée du
nicotinamide dinucléotide (NAD (Fig. 1.1). Ces cofacteurs, qui sont des molécules non
protéiques, se lient de maniére transitoire ou perntaraix enzymes et sont indispensables a leur
fonction catalytiquelLa glycolysegénéreainsiun rendement net de deux molécules d'AT@&eux

molécules de NADH par molécule de glucése
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Figure 1.1.  Structurechimique du couple redox NAINADH.

Le pyruvategénéréeutensuiteentrer dans plusieurs voies métaboliques selon les besoins
énergétique de la cellule et notamment de la disponibilité en oxygéne. En condition anaérobie
(absenceltoxygene), il peut étre réduit en lactate flpatéshydrogénasde lactate (LDH Lactate
Dehydrogenase IGenzyme impliquée dans la fermentation lactique. Bien que cette réaction ne
génere pas@TP, elle permet de recycler le NA[permettant ainsi de maintenir la glycolyse. En
condition aérobie(présenced@xygene), le pyruvatentre dans la mitochondrie pour étre
transforméen acétylcoenzyme A (AcétgloA), par la déshydrogénasde pyruvatequi sera
ensuitemétabolisé ar le cycle de Kreb&travers huit réactions enzymatiquescéainel e cycle
de Krebs est essentiel pour la production de NADH et FADBH alimentent l@hainede transport
des électronsainsi que pour la générationd itermédiairesnécessaires dliverses voies
biosynthétiquesLa chaine de transport des électrons est un processus oxyuatidnsferdes
®l ectrons des NADH et FADH Tt rafmdefmaenentn e s ®r

rédure lGxygeneen eauEn créantun gradient de protons dartedpace intermembranaireg
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processupermet la phosphorylation déatiénosine diphosphate (ADP) en ATP. fiEnduisant
jusquia 36 molécules@TP par molécule de glucose, cette voielagtius efficace pougénérer
de grandsquantité dénergig(Fig. 12).2°
A ldnverse, @anabolisme utilisenergie libérée lors des réactions cataboliques pour

assembledes molécules complexes a partir de molécules plus sin@#egrocessus, qui repose
en partie sur les mémes voies métabolicptesmtalysées par des enzymes capables de réactions
réversibles permet notamment la synthese de macromoléauesournissent les matériaux et
IGnergie nécessaires pour construire et maintenir les structures cellulaires, favoriser la croissance
et permettre la division #alaire.?® A |Géchelle de drganisme humain, le métabolisniait
intervenirdes organes spécialisés, dont le pancréagalfaborentpour maintenirdhoméostasie
énergétiqué®?® Le déséquilibre de cet axe métabolique est assatiéedsespathologiestelles
que bobésité, le diabétde type 2 (T2D Type 2 Diabetdset certains cancefs3?
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Figure 12. Représentation schématique du métabolisme du glucose en condition aérgpie (+O
et anaérobie-Q.). GLUT : transporteur de glucos€ette figure a été inspirée et réalisée sur

Biorender.cont?

1.2.2 Le diabéte, facteur de prédisposition du cancer du pancréas

Alors que le cancer présente une grande complexité du fé@iéatérbgénéité génétique de
cette maladie, il existe a ce jour deux formesddsbetes Le diabéte de type 1 ou diabete
insulinodépendangstdéorigine génétiquet associé a un défaut de productidnsuline®®. En
revanchele T2Dest un diabéete acquig a des facteurs environnementauxt el s que | 6 ob
sédentarité, ete caractérise pane résistance d@nsuline3*

Ldnsuline, produite par les celluléspancréatiques, est une hormone peptidique au réle
hypoglycémiantqui facilite IGbsorption du glucospar les cellules adipeuses, les cellules des
musailaires squelettiques et les hépatocytes (cellules du .fdi#e agit principalement en
interagissant avec ses récepteurs membranaires a kieayeosine(RTK : Receptor Tyrosine
Kinases) fortement exprimés a la surface des typesellulaires?®

Dans certaines pathologies comme le T2D, un phénomeéne de résistdimsulnd
caractérisé par urtdminution de la sensibilitdesrécepteurs RTh lIdnsuling se développeCette
insensibilité¢ a dnsuline entrahe une hyperinsulinémi¢augmentation deéhsuline) etune
hyperglycémie(augmentation du glucoselans le sanfy.Plusieurs études ordémontré que
IGhyperinsulinémie,éhyperglycémie, la résistance@nbuline ainsi que son défaut de production
sont des facteurs de prédispositaundéveloppement ddivers cancersen particuliercelui du
pancréag*2>*Par ailleurs, des études épidémiologiquesrévéléqud e n v80% des patients
diagnostiquéavec ce type de canganésentaienine intolérance au glucose ou un diabéte associé
ce qui a permisa@tablir une forte corrélation entre le T2Dieetancer du pancrééds

Au-dela de son role dans le métabolisme du glucose, l'insuline module la signatisation
facteur de croissance a@nsulinel (IGF-1: Insulin-like Growth Factorl), dont la structure est
similaire a la proinsuline, la forme immature daguline>’ En i nhi bant lalpfténe pr e s s i
de liaison au facteur de croissance insulinomimétique 1 (IGEBIRsulin-like Growth Factor

Binding Protein } , | 6f mvyolrise | 6augment ati elndandda | a f
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circulation ce qgui f a v ode iveies pripldecativesv @inmedan cascade
Phosphoinositid@-Kinase Prokine kinase Bcible de la rapamycine chez les mammif&riSK-

Akt-mTOR: Phosphoinositid@-KinaseProtéine kinase Blammalian Target of Rapamygjn

impliquée dans la croissance cellulaire et la survie tumates voies mitogeneactivées par les

kinases (MAPK: MitogenActivated Protein Kinageessentielles a lgrolifération et a la
différenciation cellulairé®**Par ai |l l eurs, bien que | 6insulin
récepteur du facteur de croissance insulinomimétique de tfp@FIL-R : Insulin-like Growth

Factor 1 Receptqr elle peut interagir avec des récepteurs hybrRIEK/IGF1-R , formés par

| 6associ athion®dedws ou®c e pt lewuline Réeeptdred durmécapteur n e (|
IGF1-R, activant ainsi des voies mitogénes qui renforcent encore la prolifération tumorale et la
résistance aux traitement®ans le contexte du diabéte 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 degnalisation praumoralegFig. 1.3).4%4

® ® o O Hyperinsulinémie
© o ®» o ¢ © 'O 4 P — Hyperglycémie
@] O
d - Y S4 ©.\©°
o @ (@) 4

P Insuline

&

T Glucose ¢

il

PN Croissance,

‘>pro|ifération cellulaire
’ : et inhibition de

\Lsz/ I'apoptose

X

Désensibilisation Diminution des Activation des

des récepteurs  transporteurs récepteurs Activation des
a l'insuline de glucose IGF-1 ~  voies MAPK,
— PI3K-Akt1-mTOR .
Diabéte de type 2 Cancer du pancréas

Figure 1.3. Représentation schématique daterconnexion entre le diabete de typet le

cancer du pancréaSette 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 tissiSEn revanche, dans les cellules cancéreuses, dont les besoins en
nutrimens sont anormalement élevés, la dérégulation de cemaires leur permet &chapper a
ces mécanismes de rétrocontrdles et de reprogrammer leur métabolisme énergétique pour soutenir

leur croissance et leur prolifératiéh.

1.3 Reprogrammation du métabolisme énergétique dans le cancer

Pour construire de la biomasse et proliférer, les organismes unicellulaires asdesilent
nutriments disponibles dans leur environnemgrmiche. D&un autre coété, la croissance et la
prolifération des cellules dans un organisme métazoaire sont régulées par des facteurs de croissance
spécifiques, qui permetter@rhportation etdutilisation des nutriments nécessaires a la duplication
cellulaire. Les cellules cancéreusedies reprogramment leur métabolisme pour favoriser la
production de biomasse et laffération, méme en présence de ressources nutritives limitées dans
leur environnement immédit

Pour y parvenirces derniereadoptent diversestratégiesdontla réorientation de leurs
réseaux meétaboliques vers la production de macromolécules@oaurhulation de biomasse
Cette surconsommatia@ntraind @puisement des nutriments @édcumulation de décletlans le
microenvironnement tumorgdMET). Bien quecet environnement puisse semblarstile, les
cellules cancéreusesploitentcertains de sesdéchets> ou métabolitesommesubstrats poua
production @nergie De plus, cemétabolites peuvermdirectementnfluencer le compdement
des cellules non transforméegroximitéde la tumeurimpactant ainsk |&conomie métabolique

de Borganisme».*®
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1.3.1 Les cellules cancéreuses adoptent un comfmment particulier

appelé la glycolyse aérobique ou effet Warburg

Le lien entre lanétabolisme dérégulé et la tumorigenese a été décrit pour la premiéere fois
il y a prés dun siécle par le biochimiste allemand Otto Warbung/arburg a démontré que les
cellules cancéreuses, par rapport aux cellules saines, présentent une activité glycolytique nettement
supérieurd’*8 Cette activité élevée permet aux cellules cancéreuses de métaboliser le glucose
efficacement, produisant ainsiehergie et les intermédiaires métaboliques essentiels a leur
croissance et prolifération dérégulégPlusieurs études ont montré que, dans de nombreux types
de cancers@hctivation de daxe PI3KAKtl augmentedxpression des transporteurs de glucose,
en particulierl 6i s of or me: Glucose Glahkpotiter )1 ainsi que dactivité de
phosphorylation du glucose p@néxokinase, favorisant aingirhportation et dutilisation accrue
du glucose dans la glycolys&!

Comme mentionné précédemmgeen condition aérobie, les cellules normales métabolisent
le pyruvate issu de la glycolysepar le cycle de Krelbdans la mitochondrialors guen condition
anaérobie, le pyruvate est métabolisé en lactate par la voie fermé&hMais. Otto Warburg a
découvertun compotement particulier des cellules cancéreusgmeléglycolyse aérobiegu le
glucose est métabolisé en lactate en préseioggbne, réduisant aingeltivité mitochondriale
au profitde laglycolys& L 6 ut i | i stevbié pames celulescancéreysaslement connu
sous | e nom doeffet Waitivewardleg Qne ute sleBmbfloeirs cnooni
que la chaine respiratoire mitochondriale. Cela suggere que les cellules cancéreuses exploitent ce
m®cani sme pour r®pondre °~ des besoins nm®taboli

Léeffet Warburg est en réalité un processus physiolog@hservé dandes tissus a
prolifération rapide lors de@é@mbryogénesela réactivation de certains genasormalement
silencieuxaprésembryogéneseermettrait aux cellules cancéreuses de réactiver ce métabolisme
prolifératif.*® Des explications récentes suggérent que les cellules cancéreuses augmentent les flux
glycolytigues pour produireplus rapidement de 6ATP, du NAD, et des intermédiaires
glycolytiques, qui sont ensuite redirigés vers la biosynthése de nucléotidesidtslaminéd-ig.
14). Cela favorise une voie anabolique pour la synthése des macromolécules et des organites
nécessaires a la formation de nouvelles cellules. De plus, ce soutien glycolytique est lié a

|Gactivation doncogénes tels que RARat Sarcompet MYC (Avian Myelocytomatosis Virls
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ainsi gua des mutations des génes suppresseurs de tumeurs comm(@ diR6BProtein 58 ce

qui renforce dactivité proliférative tout en diminuariaboptosé®>*

Glucose Lactate
Plasma g membrane plasmique
|
|
GLUT1
Glucose
Voie pentoses phosphates < Glucose-6P
Synthése des hexosamines « Fructose-6P

Fructose-1,6-biP

™\

Synthése du glycérol «——— pHyap =— GA3P
NAD*
NADH,H*

Synthése de glycine, sérine « 3PG

l NADH,H® NAD*

Pyruvate «— = Lactate
+0, + 2ATP

Figure14. Repr ®sentation sch®matiqgue de | 6effet W
et dbéacides ami n®s ~ par tAGLUT1:dransporiewr decgiucoedl] ai r e
P: phosphate, DHAP dihydroxyacétond-phosphate, GA3P glycéraldéhyde-phosphate,

3PG: 3-phosphoglycérateCette figure a été inspirée et réalisée sur Biorenderrtéom

Ces processus pernraient aux cellules cancéreusegadcumuler de la biomasse de
maniere plus efficace et sécuriséwjtant de saturer la chaine respiratoire avec un surplus
délectrons, ce qui pourrait provoquer un stress oxydatif potentiellement délétére. Bien que les
cellules cancéreuses exploiteréeffet Warburg, de nombreuses études montrerieligs
continuent égalementadtiliser les réactionsOXPHOS mitochondriales, qui restent la voie

principale de productionddTP poursoutenir leur croissance®’
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1.3.2 La plasticitt métabolique du microenvironnement tumoral

contribue a léagressivité et a la résistance des cellules cancéreuses

Le concept deMET a émergé au cours des derniéres décennies gioéliorer notre
compréhension du cancer. Il met en lumi@deke quedenvironnement immédiat de la tumeur ne
se compose pas uniquement de cellules cancéreuses mais comprend en reéalité différentes
populations cellulaires cancéreuses et non cancéreuses qui coexistent et interagissent en symbiose.
Lénsemble des composants non tumoraux du microenvironnement tumoral, désgtenom
de stroma,incluent s cellules immunitaires (macrophagBsnphocytes T, lymphocytes B,
cellules NKé ), des fibroblastes, atne matrice extracellulaire (MEC). Ce stroma joue un réle
essentiel en facilitarla formation de nouveaux vaisseaux sanguins apportent nutriments et
oxygene aux cellules tumorales, en construisant undEC dense qui assurda structure ete
soutien mécanique du tissu tumoral tout en formant une barriére proté€iged.5).>®

De la méme maniére qun biofilm influence le compéement des bactérie$ le MET
module le compaement métabolique des cellules cancéreugrsantun réle crucial dans leur
croissance, leur progression et leur résistance augrneits en influencant des parametres tels
que la vascularisation et la réponse immunitdd@ur maximiseréfficacité du MH, certaines
cellules cancéreuses se différencientadoptanties caractéristiques génétiques et métaboliques
distinctes, formantune population polyclonale avec différents profils métabolig#essi,
certaines cellules devieent plus glycolytiquesandisque dautresadoptent un métabolisnpdus
oxydatf en fonction du stade de développement de la tumeur, complexifiant ainsi le pdstulat d
changement bioénergétique universel proposé par Warbtirgf.

Cette hétérogénéité métabolique, influencée en partiggrgahisation spatiale dMET,
contribue a une consommation inégal@xygene dans certains cancers, créant ziases
hypoxiques régions ol leapport en oxygéne est insuffisdAtLhypoxie, exacerbée par une
vascularisation non uniforme dans la tumeur, est une force motrice magasia grogression
tumorale et la métasta&ll a par ailleurs étédémontré que les cellules tumorales hypoxiques sont
jusquia trois fois plus résistantes a la radiothérapie que les cellules tumorales normyhapites.
caractéristique du MET, souvent associée a la résistance aux traitements et aux récidives, contribue
a des résultats cliniques défavorables dans de nombreux cancers, notamment ceux de la téte et du

cou, du col deditérus, du poumon, du cerveau, detéstin, de la prostate et du pancr&as
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Figure 15. Représentation schématique du microenvironnement turm©ettie figure a été

inspirée et réalisée sur Biorender.cim

1.3.3Explorer les adaptations métaboliques du cancer du pancréas pour

développer des approches thérapeutiques

L&étérogenéité métaboliquéest pas seulement influencée @ardanisation spatiale mais
également par le degré@dolution de la tumeur pancréatiquu premier stade de leur
développementles cellules cancéreuses pancréatiques initiatrices se divisent rapigeuent
former le MET, augmentant leurs activités de réactions OXPHDSI que dautres voies
anaboligues pour maximiseax production @ATP et de métabolitee. 6 augment at i on de
mitochondri al e, associ ®e N une augmentati on
surconsommation @xygenequi dépass sa disponibilité. Ce désequilibre contribamsi a la
création de zones hypoxiqudaconnant IeMET vers un profil glycolytiqueafin de supplér

|Gactivité mitochondrialé i mi t ®e p aoxygéneé’®®manque do
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Des études ont montré@e n ¢ odridgpoxte,iles mutations dans RAS et TP53 activent
des voies de signalisation tel |-g:8ypogxiabmdutide f act e
Factor-1) . Cette activation augmente |l a glycolyse
GLUT1 et la déshydrogénasee lactateA (LDHA). Cela permetégalementd 6 accr o’ tr e
conversion du glucose en lactate, qui est ensuite excrété par des transporteurs de monocarboxylate
4 (MCT4 : Monocarboxylate Transporte)4*’*1Ma i activation de cette voigtimule également
| 6 angi oglacréatorede n@aeauk réseaux vasculaires au sein de la tumeur. Initialement
déclenchée pouaugmentedéapport en oxygene, cette voie aboutit souvent a la formation de
vaisseaux sanguins anormaux et inefficacaggravantithypoxie/? De plus, éhypoxie va
également stimuler la glycolyse anaérobie des cellules stromales, qui vont a leur tour sécréter du
lactate contribuant adacidification duMET et a Batténuation des fonctions immunitairés*

Pour survivre danse microenvironnemertiétérogene, les cellules tumorales situées dans
des zonemieuxoxygénéesecuperentd lactatgvia les MCT1) produit et sécrété par les cellules
glycolytiqueshypoxiques et le convertissent en pyruvgpar ladéshydrogénasde lactateB
(LDHB) pouralimentedeur métabolisme mitochondriéfFig. 1.6).” Cette interaction symbiotique
entre cellules cancéreuses aux profils métaboliques distincts rappelle des processus similaires
observés dans les muscl&s’

Malgré une meilleure compréhension de la biologie du PDAC, les essais cliniques avec des
inhibiteursciblantRAS oula LDH ont été décevasitarrétant pour certairen phasesvancées
de développemerif:’” Cda peut gexpliquer par le fait quemalgré le phénotype glycolytique
prédominant duMET, les cellules PDAC peuvent favoriséndtivité des réaction©XPHOS
comme mécanisme compensatoire pour contourner la réponse au ciblage d€$&EnRHalysant
les profils métaboliques de modéles murins, des chercheurs ont montré que les cellules tumorales
l es plus r®sistantes 7 | OragotomEdXPHOS. Cétte esistance, c e | |
corrélée a une malignité plus élevée, souligne le réle crucial du métabolisme mitochondrial dans
ce type de cancé?

Le tratement des tumeurs pancréatiguieasé uniquemesur leur profil génétigusemble
inadéquaen raison dschangements métaboliques associés a la dérégulation de plusieurs voies de
signalisations. Eadaptation métaboliqgue dMIET émerge comme une caractéristique critique dans
la conception etthpplication de nouvelles thérapies anticancéreuses pour le cancer du paincréas
ddoautres t y.pLes fulueesappraahes@evraent prendre en considération ces
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vulnérabilités métaboliquesn inégranies mécanismes de soutien symbiotique pour cibler cette
plasticité. Des thérapies combinées visant a perturber plusieurs voies métaboliques, en particulier
la voie degéaction®OXPHOS mitochondriales, pourraient offrir une alternatik@mnetteuse pour

lespatients atteints de cette maladita fois complexet devastatrice®

Glucose \
(@]
o o

Cellule cancéreuse
glycolytique
(hypoxie)

NADH,H*

+ 2ATP

o

Lactate

NAD*
LDHB NADH,H*

Mitochondrie

7\ |+ 36atP

Cellule cancéreuse

e oxydative
FAD (normoxie)
H:0
Figure 16. Repr ®sent ati on sch®mati que de |l 6i ntera

cancéreuse glycolytique (hypoxie) et oxydative (normoxie) au sein du microenvironnement
tumoral. GLUTL: transporteur de glucose 1, LDHA/Bactate déshydrogénase A et B, MCT1/4
transporteurs de monocarboxylate 1 et 4, OXPH@®sphorylation oxydativ€ette figure a été
inspirée et réalisée sur Biorender.cbm
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1.4 Dynamique structurale et fonctionnelle des mitochondries, un

organite semiautonome

Déapres la théorie endosymbiotiquepularisé par Lynn Margulis dans les années 1960,
les mitochondriegproviendraientde bactéries ancestrales quiraientété endocytées par une
cellule eucaryote primitiveCette théorie, autrefois controversée, est soutenue par plusieurs
preuves, n ot a mmBM dirculhirea mitpcha®drial (ADNMLt) ded homologiesie
séquencaveclesa-protéobactéries du genRickettsialesune double membrane de type Gram
négatf contenantdes cardiolipinesjesphospholipides spécifiques amembranes bactériennes,
et des ribosomes mitochondriaux (78phches deeux dedactéries?

En plus de posséddeur propre génome, les mitochondries peuvent se répliquer
indépendamment du cycle cellulaire par un processus similaire a la fission des bactéries, leur
conférant une certaine autonomie et dynamigQependant la biogénése et la fonction
mitochondriale nécessite une coordination étroite entre les génomes nucléaires et mitochondriales.
Pour renforcer cette coordinatides mitochondriesdont le nombre varieddn type cellulaire a un
autre, gorganisent autour du noyau en formantréseau dynamique et coordoAh&.

Cette organisatiorfacilite le transport des protéines codées et importées par le ,noyau
permettant une réponse rapideefficace aux besoins énergétiquPar ailleurs, ce réseau peut
adopter différentes morphologies ou morphotygrefonction deéétat fonctionnel et métabolique
de la cellule. Alors que pendant une activité métabolique norlesbmitochondries forment un
réseau filamenteux, allongé et interconneatéllesci peuvent se fissionner et apparaitre
fragmentées en conditions de stressdeudysfonctionnement mitochondrial, témoignaatne

relationétroiteentre Bétat énergétiquee la celluleet la morphologie des mitochondrf&s.
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1.4.1 La topologie mitochondriale, essenti®@ 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 liespace intermembranaffeElle contient également son propre matériel génétique, hérité de la
mére lors de la fécondatipat sa propre machinerie de translatibiy(1.7).8% 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 génétiGamoptdsecontribuant
ainsia maintenilhoméostasie cellulaifé

Alors que la membrane externe mitochondriale, sseninéable, est principalement
impliquée dans la régulation des métabolites et des ionsd@pgeriédiaire des protéines
transmembranaires de types porines, la membrane interne mitochondriale, imperméable & la plupart
des petites molécules et ions, abrite une grande quantité de protéines membranaires intégrales et
périphériques, y compris les colayxes de lahainerespiratoire qui sont essentiels a la respiration
et a la production@nergie®* Ce qui fait la singularité de la membrane interne est sa capacité a se
replier et a former des invaginations, appelées les crétes (cristae) mitochondriales. Ce repliement
permet daugmenter la surface disponible, pour accueillir davantage de complexes protéiques, et
de rapprocher les enzymes et les substrats nécessaires, maximisanfetioacité de la
production @nergie?®

Léspace intermembranaire est un environnement aqueux qui tend a étre acide en raison du
relargage et dédccumulation de protons provenant des complexes dealaerespiratoire. Ce
compartiment permet le transit de®lécules et ionsécessaires aux processus mitochondriaux,
ainsi quedesprotéines codss par le noyawia lestranslocasemembranairesxternes et internes
(TOM : Translocase Outer Membraramd TIM: Translocase Inner Membray#' 88 La matrice
mitochondriale est également @mvironnement aqueuxégerement basiquéd pH 7,8) qui
contient les ribosomes mitochondriauddDNmt et les enzymes solublds cycle de Kreb$§? Ce
compartimenest essentiel poynlusieurs processus métaboliquésnt le cycle de Krebs et ka
oxydation et permetdexpression de 13 protéines mitochondrialeSgunentdes sousinités des

complexes |, Ill, IV et V de lahainerespiratoire®®
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Figure17. Repr ®sentation sch®matique de | a struct

dans une cellule eucaryote. ADNmADN mitochondrial. Cette figure a été réalisée sur

Biorender.com

Outre leur réle dans la productiof®d P, les mitochondries régehtle métabolisme des
lipides et des acides amingspduisentde métabolites intermédiaires essentidls biosynthese,
et contrlentles niveaux de calcium intracellulafft Ces organites régulent également les
décisions relatives au destin des cellules, telles@peptose et la sénescence cellulaire, et sont la
principale sourced@speces réactives dexygene (ROS Reactive Oxygen Speciggui peuvent

avoir des effetphysiologiqus ou pathologiqueen fonction de leuconcentratior?*
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1.4.2 Organisation et fonctionnement de la chaine respiratoire

mitochondriale

La membrane interne mitochondriale contienthainerespiratoire mitochondriale, ou se
déroulent les réactions OXPHOS. Ce procestmouplé implique cing complexes protéiques
membranaires fonctiommten série pour produire déAITP. Il repose suta circulation dun flux
délectrons, apportés par le NADH et le FALBBu du cycle de Krebs, qui transitent du complexe
| jusquiau complexe IVA chaque étape du transfert des électrons au sein de la chaine respiratoire
mitochondriale, |l es compl exes enz)yyanhreduadgianes (I ,
successive des accepteurs d'électrgasir transporter activement des protates la matrice
mitochondrial e ver s , tréaetsaipsa cnegradientt éectrockimidue. 8An a i r ¢
IGexception du complexe Il, les activités oxydoréductases des complexes |, Ill et IV couplent le
transport @lectrons a la translocation de proto@s. gradient électrochimiqugénéreune force
protortmotrice utilisé par le complexe Wou F1F.-ATP synthasgpour synthétiseoRTP a partir
déADP et du phosphate iorganique (Pi). esoxydatiorsdu NADH et du FADH par les complexes
| et Il respectivemenfpurnissentes électrons nécessairesedprocessus-{g. 1.8).2°Le complexe
I, ou NADH-Ubiquinone Oxydoréductase, cataly@axi/dation du NADH en NAD et permet le
transfert des électrons a la flavine mononucléotide (FMN), puisb&guinone (coenzyme Qg
réduisanen ubiquinol Avec le potentiel réducteur le plus éleé&32 V), le complexe Joue un
role crucial dans la régénération du NAB® Les électrons sont ensuite transportés a travers la
membrane interne p&es ubiquinones jus@au complexe llipuis transférés par le cytflii diffuse
librement dans@ e s pac e i ntjesguae complereni\aou Ilorygéne moléculairest

réduiten eat®
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Figure 18. Repr ®sent ati on sch®mati que de:cdemynehai ne

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

Pendant ce processus oxydatif 3% de foxygéne consommeé est convertie en ROS, telles
que Eanion superoxyde (©) et le peroxydedhydrogene (HO2), principalement par les complexes
| et lll. Les ROSjouent un réle dual a faibles niveaux, elles peuvent activer des voies de
signalisation favorisant la survie ou la prolifération celluldaadis q@a des niveaux élevés, elles
peuvent causer des dommages irréversiblé&RN, aux protéines et aux lipides, conduisant a la
mort cellulaire®*®® Les ROS favorisent également le relargage du cytC en oxydant la cardiolipine,
un phospholipide anionique de la membrane interne mitochondriale auquel le cytC est lig,
déclenchant ainsi la voie apoptoticflie

Le fonctionnementles complexes OXPHOSI@ngtemps été débatt@elon le modéle le
plus récent, appekémodéle de plasticité, ces complexes ne se trowsient pas uniquement sous
leur forme individuellemaisseraient égalemenggroupés en structures plus complexes appelées
supercomplexes(SCs)?’ Les complexes |, Ill, IV purraient stautoassembler danges
configurationsets t 1 chi om®t ri es var i ®e £ Empplus dappbrerrunee r | e
stabilité globale, cette organisation permettrait de rapprdeBeromplexes, facilitant le transfert

délectronstout enminimisant les pertes énergeétiquess pourrait également réduire le stress
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oxydatif en limitant les fuites@lectrons”® La formation de ceSCs en réponse desstimuli
encorenon identifiés, permettrait aux cellules dadaptera leursbesoins énergétiques, assurant

ainsi une flexibilité métaboliqu&?®

1.4.3 Relation entre @tat énergétique des cellules et la morphologie des

crétes mitochondriales

Les mitochondriesnt lacapacitéde passerdn réseau allongé et interconnecté a un état
fragmenté par le biais de processus de fusion et de fis€iette modulation de la forme
mitochondriale est liée a la dynamique de la membrane interne, en particulier a celle des crétes
mi tochondri al es. La forme et | organi sation
physiologique de la cellule et dagulées par des protéines dites de « remodeldfje ».

Dans les années 1960, Charles R. Hackenbroch a observé, par microscopie électronique
( ME) , des changements r®versibles dans | 6ul't
hépatiques murines, en fonction de leur état métabolique. Ces observatibns p er mi s d 6 ®t
une relation entre |l oultrastructuré&? des mitoc!

Desdécouvertesécentent montréque la morphologiees créteinfluence directement
l 6activit® des sug@aantque afosne de XalP e Brananterne affecte
|Gorganisation et la fonctiode la chaine respiratojret doncle métabolisme cellulairé® Les
protéines de modelage des crétes ainsi émergé comme des modulateurs potentiels de la
bioénergétique mitochondriale' Parmi les protéines fagonnant les crétes mitochondriales figurent
les sousunités du complexe ysteme dorganisation des sites de contact et des crétes
mitochondriales(MICOS : Mitochondrial Contact Site and Cristae Organizing Sy3tel®s
i sof ormes de | 6at rQptcirophy D qutniveguudes johctighsOdesAciétes,
ainsiqguelafF-A TP synthase (complexe V), qui sobéorgani
des crétesHig. 19). La perturbation de ces protéines peut altérer la forme des crétes, affectant la
structure et la fonctiomles complexe©XPHOS, et compromettre ainsi le métabolisme et la
croissance cellulair®*

De nombreuses études ont montré guemmodelage des crétes mitochondriales, dépendant

d@OPAL, est essentiel pour réguler les dommages tissulaires et maintenir le fonctioragesnent
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complexesOXPHOS%%1% Dans certains modeéles cellulaire@blation dOPA1 a révélé que la

forme des crétes régulassemblage et la stabilité des SCs sans affecter la machinerie de traduction

de PADNmt. Ces cellules présentaient un gonflement mitochondrial, une réduction du nombre de
crétes et des jonctions, une diminution des diméres deFlaAFP synthase et des SCs, ce qui
entrainait une baisse de la consommati@xyhene et de la productiorfAllrP, impactant la
croissance des cellules dépendantes des mitochoM¥ri&s.En revanche, une Iégére
surexpression@&PAL dans des souris transgéniques a montré une augmentation de la tension des
crétes et la stabilisation des SCs, indépendamment des nividdXrdt, soulignant le réle crucial

des crétes dans la modulation de la structure des SCs et de la fonction de la chaine de transport des
électrons'!?
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Figure 19. Représentation schématique du repliement de la membrane interne et des protéines
impliquées dans le remodelage des crétes. Gm@nzyme Q, CytCcytochrome CCette figure

a été inspirée et réalisée sur Biorender.68m

LesdimeresdelasF-cATP synt hase jouent wun rt'le cl® d
des crétes'® Il a été démontré que laf-ATP synthase bovine purifiée pouvait déformer une
bicouche lipidique, prouvant ainsi son réle dans la courbure des tfétaesdélétion des sous
unités e et g de layFo-ATP synthase chez la levitéet dans des lignées cellulaires humaines de
type Held'®a inhibé la dimérisation de ce complexe, entrainant une déstructuration des crétes, qui
s6est mani fest®e par un gonflement de | a memb
sph®ropudes ou ¢ dbéoignons e&. Pédmbaehteanitds, | an:
g dans les cellules Hetaégalement montré des anomaliesatesplexeOXPHOS, suggérant un
lien entre la dimérisation de lafs-ATP synthase, le maintien déiltrastructure des crétes et
|éactivité de la chaine respirataiié:12°

Enfin, unerecherchesur une lignée cancéreuse ovarienfogtement dépendante sle
réactionSOXPHOS a révélé que la perturbation des crétes mitochondriales réduisait la croissance
de ces cellules, suggérant une relation complexe entre la morphologie des crétes et la croissance

tumoralet?!

1.5 Cibler la chaine respiratoire mitochondriale, une stratégie

anticancéreuse prometteuse

Les mitochondries, considérées comieg« centrales énergétiquedes cellules, jouent
un rdle crucial dans le métabolisme énergétique, pour alimenter les activités cellulaires et réguler
divers processus métaboligues essentiels, mais également dans la mort cellulaire, un processus clé
pour maintenirdhoméostasie et prévenir les maladies. Leur bon fonctionnement est donc vital pour
la survie des organismes eucaryotes. Les dysfonctionnements mitochosdnaassociés a la

résistance adhsuline dansd diabéte, au vieillissement, a certaines maladies cardiovasculaires et
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a dvers cancerd?? En exploitant les mitochondries, les cellules cancéreuses alggrhientr
production @nergie et de métabol#¢gout en échappant a la mort cellulaire, ce qui leur permet
de croitre et de proliférer de maniere incontro@est pourquoi les mitochondries constituent une

cible majeure pour le développement de nouvelles thérapies anticancéftuses.

1.51 Léaugmentation de | 6activit® |

mitochondriale dans le cancer est associé a un mauvais pronostic

Bien quél existe une grande variabilité dans la préférgumer la glycolyse aérobie ou les
réactions OXPHOSgertains cancerdgels queles leucémies, les lymphomes, le styse de
mélanome le carcinome endométrialu encore le PDAQIépendent fdement desréactions
OXPHOS pour leur croissanc&* Une fonction essentielle dans le soutien anabolique et la
prolifération cellulaire de la chaine respiratoire est de régénérer le" A de soutenir la
glycolyse et le cycle de KreBSCette forte demande en NA@ans les cellules cancéreuses a
prolifération rapide nécessite un équilibre des ratios NNBDH.12>126En réoxydant le NADH
en NAD', le complexe | de la chaine respiratoire est donc cruciale dans ce prdéessus.
Léaugmentation de son activit® permet de fourrt
les réactions de biosynthese pour soutenir la croissance cellulaire, et entraine également une
augmentati on de | a comribuaransia laformationdl®zoneshgpoxigees
dans le microenvironnement tumot&

Léanalyse approfondi e du sodpopulatons gie cellniess d 6 i
souches cancéreuses (CSBjtement dépendantes de&mctionsOXPHOS pour leur survidlar
ailleurs, @s cellulespluripotentessont associées a un potentiel accrut@d@sformation, de
qgui escence, do6é®vasion i mmunitaire et sont i mp
aux rechute$?®13°Ces cellulese divisent de maniére asymétrigoduisant & la fois des cellules
souches et des cellules différenciées, contribuant aifié@togénéité métabolique du ME3?

La compréhension des mécanismes meétaboliques spécifiques auguC @ Qentun rdle central
dans fagressivité et la résistande certains cancers, particuliérement pour le PBR®ffre des
perspectives thérapeutiques prometteuses, notamment en ciblant la chaine respiratoire

mitochondrialée-32
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1.52 L oxploration des inhibiteurs du complexe | de lachainerespiratoire

mitochondriale offre des perspectives en médecine translationnelle

Malgré les défis liés a la plasticité métabolique des cellules tumorales, la compréhension
des mécanismes métaboliqudsd adapt at i on d e sapeamid de dévalopperaesn ¢ ®r ¢
approches thérapeutiques ciblées, notamneelie des inhibiteurs de la chaine respiratoire
mitochondriale Parmi les différentes cibles biologiquesasfirent la chaine respiratoire,le
complexe | a suscité un vif intér&n inhibant ce complexe, il serait possible de réduire la
production de NAD et dATP, contrdlant aindia croissance tumoralé*133

Récemment, de nouveaux toxicophores du complextété identifiés pour lewrapacité
sélective a cibleet a inhibera prolifération degellules cancéreuseBarmi ces toxicophores se
trouvent plusieurs composés appartenant a la famille des composés aromatiques hétérocycliques,
tels que les triazoles, les oxazoles, les oxadiazoles ou encore les pyrfdZéi&sir la base de ces
résultats, des puissants inhibiteurs tels que le MubrithiBAY 87-2243%e t | ©10768°%%
ont été développés et ont montré une efficacité préclinique impressionnante dans plusieurs modeéles
animaux de cancer&i@. 1.10). Cependantles promessede ces composémt étécompromises
parleurstoxicités séveres lorsedessais clinique¥? Le plus récent essai de phase | avec IACS
010759, mené sur7 personnes atteintes de leucémie myéloide aigué et 23 personnes atteintes de
tumeurs solides a d3% °tre i nterrompu en rassoci® @aundes ddun
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 a des acidoses
lactiquest®® Cette toxicitéestprobablement due &mnhibition puissante et ciblée du complexe I,
qui, en réorientant le flux glycolytique vers un métabolisfeementaire, entraine une

surproduction de lactaté®'4°
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Triazole

IACS010759

Figure 1.10. Structures chimiques des inhibiteurs Mubritinib, BAY3Z43 et IACS010759.

Les applications cliniques des inhibiteurs de la chaine respiratoire dépassent le cadre de la
chimiothérapie, offrant un potentiel en tant que radinsibilisateurs dans des contextes
hypoxiques-*? En inhibant le complexe |, la réduction du flux@tectrons diminue la
consommation @xygéne, augmentant ainsi sa disponibilité dérsironnement tumor&f Cette
réoxygeénation partielle rédutilypoxie tumorale, rendant les cellules cancéreuses plus sensibles a
la radiothérapig*! Des modélisations mathématiques ont monti@rmgi diminution de 30% de la
consommation @xygéne suffit & atténueihlypoxie tumorale et & améliorer la radiosensibtitté
Des inhibiteurs modérés decomplexesOXPHOS tels que la metforminé*'44 ou encore
| 6 at ov?aY ot mdanmontré leur capacité a réoxygéner les tumeurs et a renforcer la
radiosensibilité dans plusieurs modeles précliniques, soulignant ainsi leur potentiel pour un

repositionnement thérapeutique
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1.53 Lescations lipophiles délocalisésibleurs de mitochondries

La cr®ation doéun gradient ® ectrochi mique
|l i ®e ~ | 6activit® de | a chaine de transport
| 6i nt ®ri eur de | a membrane imdppaaret mi tlo@dxtn®nmi
intermembranaire} Avec un potentiel de membrane compris efitf® et-180 mV, la membrane
interne mitochondriale est hyperpolarisée par rapport a la membrane plasmique des cellules
eucaryotes -80 a-70 mV)24" 148 Cette hyperpolarisation est cruciale non seulement pour la
génération du gradient de protons mais aussi [@apdrt de protéines vers les mitochondfits

La plupart des protéines qui sont adressées vers les mitochondries possedent une séquence
peptidique (15 a 70 résidus) de ciblage mitochondrial (MW&ochondrial Targeting Sequenge
g®n®r al ement si t ut@minale (Nter, contenbnd dex résrd @ masigu@s (dkarge
gl obale positive) et repli®e ¥BUEB explotantfce r me ¢
processus, des molécules cationiques lipophiles délocalisées ont été déveldppéasiutant
jusquia 1000 fois dans la matrice mitochondriféCette stratégie a permis de cibler sélectivement
les mitochondries des lignées cancéreuses, dont le potentiel interne mitochondrial est
significativement plus élevé que celui des cellules nornfBle220 mV)152153

Cetains de ces agemst démontré une inhibition da& respiration mitochondriale vitro,
mais leur utilisation en tanf wéhafaudage pole transpordéutres groupes chimiquesur un
relargage sélectif de molécules bioactigtass les mitochondries6 e st av ®r ®e.Lp | us p|
conjugaison directe de ces éléments de ciblage mitochondrial avec des médicaments anticancéreux
ou des capteurs a permié@dgmenter leur activité cytotoxique et leur capacité de détection. En
stappuyant sur ce concept, certains chercheurs ont méme développé des molécules théranostiques
qui allient des fonctions thérapeutiques et diagnostiques, associées au ciblage mito¢kbndrial

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 peptidepiessides MTS
(Fig. 1.11).1481%5Bjen que certainglérivés, comme les analogues alkyl de TPP, guanidinium et
biguanidum, aient montré des activités anticancéreuses promettguséso, leur toxicité non
spécifique a limité leur utilisatioin vivo.'>® La conjugaison du motif TPP avec des agents

anticancéreux tels que le chlorambtiéibu encore avec des inhibiteurs de la chaine respiratoire
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comme la metforminé®a permis daugmenter leur activité antiproliférative de-1000 fois avec
une certaine toxicité sélective. En revanche, les agents de ciblage mitochondrial peptidique, bien
gudayant 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 efficacitévivol°®

”@

Pyridinium

=
N
Guanidinium eV
Quinolinium

MTS: @

Protéine
d'adressage

mitochondrial Cytosol

@ Espace intermembranaire

@ Matrice
@ \ Q DY =-150-180 mV

Figure 111. Repr ®sent ati on sch®mati que de | 6attrac
débadressage mitochondri al et | es (@Yyidewaptienme nt s
avec la translocase de la membrane externe (T@)nsertion membranaire par TOM et la

translocase de la membrane interne (TIM®) Translocation dans la matrice. TPP

triphénylphosphoniunCette figure a été inspirée et réalisée sur Biorendertebm
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Malgré le développement de nombreux conjugués de médicaments anticancéreux ciblant
les mitochondries, peu ont atteint des phases cliniques avafftégstuellement, seul
| 6 ant i SkQlp dt@aapgrouve pour le traitement de maladies oculaires en Rrigsik.12).
Ce défi soulignedmportance 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 applicabl€® Ainsi, en dépit dune justification solide pour
développer des composés qui ciblent les mitochondries, le développement de thérapies

mitochondriales reste une promesse non tenue.

Qe XX
by

Figure112. St ructure chimique de | 6antioxydant skQ:

1.6 La metformine, une molécule @&e qui cible les mitochondries

En raison @s toxicités inacceptable®srécents inhibiteurs du complexe | de la chaine
respiratoire et des agents cationiques lipophigecalisés, la découverte de médicaments qui
ciblent en toute sécurité les mitochondries représente un vrai*ti€fans ce contexte, les
biguanides médicinaux tels que la metformine et la phenforntoesidérées comme des
inhibiteurs modérés de lehainerespiratoire, émergent comme une alternative attrayante pour
cibler le métabolisme mitochondrial dans le cant®f®? L a met f or mi ne, bien
principal ement pour des indications autres que
disponible. Employée depuis des décennies, cette molécule a démontré un profil de sécurité et une
tolérance aux autresthérags dans pl usi eurs essais cliniqgue

pas suffisamment active pour étre utilisée a des doses cliniquement accéptatfies.
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1.61 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 propriétéeshygrerglycémiques, elle agit
notamment en r®duisant | a n @esiplancg® 0Saegrands e h ®¢
efficacit® °~ m®dier | a glyc®mi e avec peu dobef
dé°tre cl| anédc@entessentiehparddMS en 201%our le tratement duT2D.1%®

Deux autres analogues de la metformiag@henformine et la buforminavaient également
été approuvés pour teaitement du T2D en Europe la méme épo@ependant, suite a ddeces
provoqués en pagpar des acidoses lactiqi®’sces deux analogues ont é&érés du marché 20
ans plus targbourlaisser place a la metformine, un homologue mpurissantmaisaussimoins

toxique bien quielle mait été commercialisée aux Etadsis quen 1995Fig. 1.13).1%8

NH NH, NH NH, <j\A NH NH,
MHJLN/)\NHZ \TJLN/)\NHZ ”)LN/)\NHZ

Buformine Metformine Phenformine

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

Léistoire de la metformine remonte @&ulrope médiévale, oGalegaofficinalis (lilas
francais) était utilisée en médecine traditionnelle pour traiter divers symptémes du diabete, tels que
la polyurie, et pour soulager les morsurénimaux venimeux. Dans les années 19&€hlement
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 diigéte (
1.14). Cependant, en raison du profil de toxicité des médicaments a base de guanidine, leur

utilisation généralisée comme traitement antidiabétique a été litFfitée
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NH )\A NH
HZNJ\NHZ X NJ\NHZ

H

Guanidine Galégine

Figure 1.14. Structures chimiques de la guanidine et de la galégine.

En parallele de ces découvertes, les premiers travaux sur la synthése des guanidines, initiées
par les chimistesallemands Adolph Strecker dans les années H@&ernhard Rathkelans les
années 1880° ont conduit a la synthése des biguanides qui résultent de la condensation de deux
guanidineskn 1922, Emil Werner et James Bell ont synthétisé la metformine en faisant réagir du
chlorure de N,Ndiméthylanmonium avec de la cyanoguanide (dicyandiamine) en proportion
équimolaire a haute température dan&ad, générant ainsi lechlorure de N,N

diméthylbiguaniéim, connu sous le nom de metformime glucophage ®Hg. 1.15).1"*

y y )le-l A NH NH,
N
AN —_— =
N+ \H NH, 0 \ITJ N~ NH,

(1) (2) (3)

Figure 1.15. Premiére voie de synthése de la metformihe(1l) Chlorure de N,N-
dimethylanmoniun (2) dicyandiamine(3) Chlorurede N,N-dimethylbiguaniéum.

1.6.2 Propriétés physicochimiqueses biguanides

Les biguanides, comme les guanidines, sontdegosés riches en électrons, capables de
d®l ocaliser une charge postf’éivéi estae desf ®ua
la charge est répartie uniformément de maniere symétrique, les biguanides peuvent résonner entre
sept formes mésomeéres, avec différentes structures et énergies de résonnance. Dans certaines

configurations tautomériques,dat r uct ur e du biguani de peut °tre
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pont hydrogéne intramoléculait&:1’*

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

stabl es des

pKeD11, 5) , |l es

avec

peuvent exister sous des formes magtaliprotonées, permettant la coexistence de deux sites de

bi guani des

acides organigues

sont

consi

protonation. Des analyses fondées sur la théorie de la fonctiodedbedensité (DFT Density

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

d®pour vues

Par ailleurs, dans cette méme forrtee,charge cationique se répartit entre différentes formes

m®som res, ce qui

déhydrog ne

sur | 6azot e

stabilise

fpotoree n t

| 6'1° Des obgerva@ions ont

ed29enor gan

d®r ®s comm

SO

une

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

r ®gul ®e
pr ®sence

par | a
milieu dbéacide
ddbazote pontant

moléculair e , se tradui

une modification des longueurs des liaisons carzaote Figure 1.16).177
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e WA
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pontant
d e ®t d®rotane de ladn@t®woniné. | | br e mo |

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

conférent aux biguanides une réactivité chimique particuliere, leur permettant de chélater et de
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former des complexes métalliqti€sou encore de former des assemblages supramoléctifaires
et seraient ° 106o0rigifne de |l eurs effets biolo

1.6.3 Métabolisation et action anthyperglycémique de la metformine

Avec sa chaine | at®rale compos®e de deux g
terminal d e dIsubstitné pdrddeun groumemdnts ohéthyles, la metformine est un
biguanidetres stable, de faiblmasse molaire (MM:= 165,6 g/mo). Hautement hydrophileelle
afficheun coefficient de partage (LogP) €e43 (octanol/eau) et pe€sentanajoritairement sous
forme monoacide a pH physiologiquin raison de son hydrophilie et de sa charge cationique, son
internalisation cellulaire est limitée, centribue a restreindre sa biodisponibilité, estimée entre 40
et 60 %1 é | 6instar de | a phenfor mi{Lage =-083) saanal og
distribution et son internalisation tissulaire dépend de transporteurs spécifiques tels que les
transporteurs organiques de cations 1 et 2 (OCT@fganic Cation Transporter 1j2ainsi que
|l es transporteurs dobéextrusi on: Miledrugnéd Taxia me nt s
Extrusion Transporte)st®? Plusieurs études ont établi que la concentration tissulaire de la
metformine d®pend de | 0expr e s'&¥prés absorptoe,lal 6 act
metformine sb6accumul e pr ®f-@tesenaltlafeelelles raiasretestd a n s
excr ®t ®e i nc h &n%Cemenddng magrélssdguande stabilité, une faible proportion
peut étre hydrolysée et donner des métabolites tels que les dérivés guanidine et gd&hylurée.

L'accumulation de metformine dans l'intestin gréle et le cfdonmbleessentielle a ses effets
antrhyperglycémiquese quiexplique l'efficacité supérieure de son administration orale par
rapport a lintraveineusé€®® En s concentrantdans le foie, la metformingéduit la
néoglucogénese hépatiqsejt laproduction de glucose endogede 25 a 40%chez legatients
diabétiques®De pl us, en augmentant | 6activit®R du r¢
Insulin Receptor Substrat¢ 2 et du transporteur GLUT1, ell e f
l es cellules et am®I'®re |l a sensibilit® ~ |6i

Ces résultats suggerent que le tractus intestihalffoie sont des sitegattionsmajeursde
la metforminepour réduirda glycémie pour les patients atteints du F8DCependant, des études

récentes indiquent que le microbiome intestisalfraduisant pdtaugmentation de la population
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bactérienneAkkermansia pourrait également jouer un rdle important dans les effets anti
diabétiquesnais égalemerdnti-obésité de la metformin&®19t

Les voies moléculaires responsabledadedduction de la production de glucose restent
débattueToutefois, il a été observé que la metformine active la kinase de de protéine activée par
| 6ad®nosi ne mon oAdénosse Momdpospliasetivdtdd Protein Kinageun
régulateur central du métabolisme énergétique cellulaire, dans plusieurs modeles cellulaires du
foiel®Cett e activation, suite ~ une ®| ®vation de.
réduction de la charge énergétique de la celftilea metformine diminuerait la néoglucogenése
par des voies d®pendanfeesepremid®Ppesdiampeisqdé
| 6expression des g nes codant pour des enzyme:
phosphoénolpyruvate, la carboxylase de pyruvate et la biphosptieiaédructose. Les secondes
i mi tent | 6 a c-tnitévGsW li (@) @re empéahans la preductiodadénosine
monophosphate cycliqugAMP : Cyclic Adenosine Monophosphpteduite par le glucagon,
r®dui sant ai nsi | 6acti vat i GlutagahRecep®etespntefeti r a u
hyperglycémiantFig. 1.17).192194

@
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Figure 117. Repr ®s ent ati on sch®mati que des vo-H es mo
hyperglycémique de la metformin@CT1: transporteuorganique deationsl, IRS2 : substrat
durécepteur dédnsuline 2GLUT1 : transporteur de glucose AMP : adénosine monophosphate,

ATP : adénosine triphosphate, AMPKp:r ot ® ne kinase activ®e par |
GCGC: récepteur dulucagon PEP :phosphoénolpyruvate, 3PG3-phosphoglyérate, biP.
biphosphate, PphosphatecAMP : AMP cycligue Gs : sousunité Gsalpha Cette figure a été

inspirée et réalisée sur Biorender.ctf

Les nombreux mécanismeédtion de la metformine, alela de dinhibition des enzymes
responsables de la production de glucose, soulignent son large potentiel thérapeutique non
seulement pour traiter le diabete, mais aussi potentiellenieatrels troubles métaboliques et

inflammatoires ¢

1.64 Evidences épidémiologiques et précliniquesdéun effet anticancéreux

de la metformine

Depuis une dizaine dbéann®es, | a metformine
| 6oncol ogie en raison de Ds posmbrauges éudesclisiqudesi c anc @
cliniqueset épidémiologiques suggérent que la metformine pourrait jouer un réle important dans
la prévention et le traitement de divers cancers, notamment celui du pafttead™® Plusieurs
métaanal yses, comprenant une cCci nguantndéespar do ®t L
Evans etalen 2005 ont observ® quodune utilisation pro
une réduction significative de développer plusieurs cancers, chez les patients diabétiques et non
diabétiques®*?®Do6aut res ®tudes r®v | ent quden plus de
déautres antidi ab®tiques tels que | es sulfony
cancer chez les patients atteints du 285 suggérant un mécanisme anticancéreux propre a ces
molécules?02:203

En 2013, une métanalyse 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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met for mi ne, sugg®r ant ai nsi un ef f eds étpdes®v ent i
rétrospectives et de cohortes ont montré un meilleur taux de auh\aes chez les patients atteints
du cancer du pancréas traités avec la metformine, démontrant un effet thérap&iSiguie plan
préclinique de nombreuses recherches soutiennent ces observations épidémiologiques. &n effet, |
metformine a démontré une activité antiproliférative dans divers modeles cellulaires et animaux de
cancer du pancré&82%.297 ciplant spécifiguement les CSC et induisant leur apoffto¥8
Cependant, les essais cliniques de phase Il utilisant la metformine seule ou en combinaison avec
des agents chimiothérapeutiques comme la gemcitabiderletihib se sont révélés inefficaces
dans les cancers du pancréas avafi€és

Bien que la metformine montre un potentiel pour réduire le risque de cancer du pancréas et
améliorer les résultats a un stade précoce de la maladie, les réadedtatcherchegarient et
certaines étudesiont pas confirmé ces bénéfid€8De surcroit, les concentrations de metformine
employées pour inhiber la prolifération cellulaire sont généralement beaucoup plus élevées (>1
mM) par rapport a des doses cliniquement optimaled(®0rM) pour inhiber la néoglucogenese
hépatiquelimitant son potentiel en médecine translationd®i®® Bi en quodel l e ai't
marché dans les années 1970, la phenformine, en raison de son profil pharmacodynamique différent

et de sa meilleure activit® biologiqueéel??fait a

1.65 La metformine inhibe le complexe | de la chaine respiratoire

mitochondriale

Bien queles nombreuses étudgsant a élucidete mode daction anticancéreux de la

metformineéveille un intérét croissardson mécanisme préagissteencore mal compris suscite

des débatsCependant , avec | 6accumul ation croissant
reconnu que | es mitochondries joue?Depuisie r | e
d®but des ann®es 2000, de nombreuses rechercht

suprapharmacologiques-{D mM), généralement 100 & 1000 fois supérieures a celles utilisées
pour ses effets amthyperglycémiantsda metformine inhibédactivité du complexe | de la chaine

respiratoire dans plusieurs modéles cellulait&s's
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Néanmoins, la plupart des étudewitro, réalisées sur des modeles de mitochondries et de
compl exes | I sol ®s, n®cessitent des concentr ;
seulement diminuer la vitesse maximal enzymatique de 40%, démontrant une inhibition modérée
potentiellement non ggifique. Il a ainsétésuggeéré que la metformiragit comme unnhibiteur
non compétitif et réversibjestabilisant le complexe | dans une conformation désactivée. Cette
inhibition, qui se produiraiau niveau dine boucle du complexe | située dans la partie matrice,
entre les domaines de transférdo ® | e at la pampesa protorprovoque une diminution de
réoxydation du NADHentrahant ainsune diminutiondd | u x d Ga8sbo @ tineduantien
de la consommationfoixygénee t de | a s.APAtCepemdant la lAcalRation exacte
de | 6 ada metforminelreste inconnue. Récemment, une étude par cryomicroscopie
électronique (cry?ME) a r ®v ® ® qudun anal oFguds), sediaithua p hen
complexe | seulement dans sa conformation inactive et que ce site de liaison était exclusif a cet
analogues?® Bien que daccumulation de la metformine dans les mitochondries, suggérée par
IGquation de Nernst, pourrait théoriguement expliquer une inhibition du complexe | a des
concentrations plus faibles, les données expérimentales ne soutiennent pas cette h@jatghese.
remet en questioiditiée que la metformine inhibe directement le complexe | en se concentrant dans
la matrice mitochondriale, suggérant plutdtejle pourrait agir difféeremment ou dans un autre

compartiment mitochondrigk’-2

|
~
cl N~ N7 NH,
H
IM1092

Figure118. St ructure chimique de | danal ogue | M1092

Léinhibition sp®cifique et singuli re du
diminution du potentiel redox et énergétique de la cellule, augmentant le rapport AMP/ATP et
activant la voie AMPKLa perturbation du métabolisme mitochondrial causée par cette inhibition
estactuellement 6 hypot h se |l a plus plausible pour exp
molécule, qui ont par ailleurs été reproduits avec des inhibiteurs bien identifiés du complexe |.

Léactivation @AMPK inhibe plusieurs voies biosynthétiques, y compris la synthése des acides gras
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vialkacéty)Co A car boxyl ase (ACC), tout en d®clkenchar
oxydation des acides gras et la glycolyBe. plus, ellee nt r a”" ne | di nacti vati
signalisatiorde la cible denammifére du complexe de rapamycin@nl ORC1), impliquée dans

la synthése protéique et souvent dérégulée dans plusieurs €&rié&Gette désactivation
d®pendante dOAMPK pourrait repr®senter®un m®
Cependant, il a également été rapporté que la metformine pouvait inhiber mTOR indépendamment
d6AMPK, sugg®rant pl usFiglLB)3$* m®cani smes altern

NH, ﬁHz
K U 1 CmToRet
0, e T
NH, NH, 4 Cl T
~ )\\ J\ &

NH, Metformine

e @

¢ Synthése de protéines/lipides/glucoses

W | ¢ Croissance cellulaire

lf AMp/ATp] e Prolifération cellulaire

oo

o NAD*
....o NADH 3 FADH;
)

Q

..
e Membrane interne
% mitochondriale

s
..

Matrice mitochondriale 'o.

&

Figure 119. Repr ®s ent ati on sch®mati que de | 6acti on
MTORCL1: cible demammifere duwcomplexe de laapamycine LAMPK : protéine kinase activée

par | 6ad®nosi ne :mcéetyl@AhcarlBopylaseCette figukeGaCté inspirée et
réalisée sur Biorender.col#f
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1.7 Description du projet de recherche

Bien que d@inhibition directe duwcomplexe | reste controversééndtres cibles potentielles
de la metforminetellesque la déshydrogénade glycémophosphaté&®, le complexe 19?6, PEN2
(Presenilin Enhancer)2?’ et la RF,-ATP synthas&®ont étéproposéesEn raison de sa similitude
structurelle avec la guanidinepnnu pour ses effetshaotropiqes?®22 la metformine pourrait
interagir avec plusieurs ciblemans la cellule de maniére non spécifigGes effets pléiotropes
pourraient agir ensemble de maniere synergigu@ourrait expliquer lesautres propriétés
préventives de la metformin@otammentans lela protection ded¢ésionsd u e siscliémi¢é 6
reperfusioR®®?3et le ralentissement diieillissement cellulag?9232234,

Une étude menée par notre groupe de recherche a révélé que les biguanides perturbent
|Gorganisation des crétes mitochondriales dans des cellules cancéreuses pancréatique$*humaines
un processus crucial en partie médié galigomérisation de la #/-ATP synthas&®!? Cette
perturbationa conduit a la formation de structuresitochondrialesanormales en forme
¢ oihdors ».2%° De plus, il a été proposé que le complexe | etka-BRTP synthase de la chaine
respiratoire soient particulierement sensiblegirzhibition par les biguanides en raison de la
mobilité conformationnelle de leurs interfaces catalyticfifisa perturtationdu repliement de la
membrane interne mitochondriale pouri@isi altérerl@rganisation et les fonctions des autres
complexes de la chaine respiratpient le complexe Ige qui pourrait expliquer les effets des
biguanides sur la plasticité métabolique et leurs propriétés antiproliférafivés

Identifier et caractériselles principales cibles directes de la metfornestessentielpour
comprendre son mécanisméctiondans le traitement du cancer. Cette compréhension pourrait
ouvrir la voie a de nouvelles stratégies thérapeutiques innovantes et plus effiacgsojet de
recherche sobéest donc concentr® sur cet obj ec
thérapeutiques mitochondriales susceptibles de jouer un réle clé dans la plasticité métabolique des
cellules cancéreuses paratiques humaines, afin de limiter leur croissance.

Ce projet exploratoire, initié avant mon arrivée dans le groupe, a débuté par la synthese et
l Gutilisati onr gladmuingu e oinrdepibri®@e de | a structur
une cible biologique mitochondriale dans une lignée cancéreuse pancréatique humaine. Les
résultats de ces expeériences ont révélé la-soii€ e de la fF-ATP synthase (ATP5I) comme
cible potentielle des biguaniddBour explorer cette interaction, nous avons ke un essai
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déaffinité in vitro, utilisant la résonance des plasmons de surface (SRRface Plasmon
Resonance dont les détails seront discutés dans le chapitre 2

Bien que |l es rtles dO6ATP51 ont principalem
fonction dans le métabolisme énergétique cellulaire des cellules cancéreuses reste mal caractérisée.
Dans ce contexte, nous avons réalisé une éxdévoen utilisant la technologie CRISRRas9
pour supprimer cette protéine et élucider ses fonctions danénie riignée cancéreuse, qui sera
présentée dans le chapitre 3.

Les récentes avancees en elB ont permis de visualiser pour la premiére fois cette petite
sousunité membranaire et ses partenaires protéiques dans la membrane interne mitoef8ndrial
En optimisant notre modéléidteractionin vitro, nous avons congu un modele biomimétique pour
étudier les effets ddsguanides, 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 Ferbeyr& offert Bopportunité de travailler a
|Gntersection de la chimie et de la biochimie. Initialement lancé par Naneille Rowell et
Farzaneh Mohebali, ce projetinsi que ma contributiochlap u bl i cati on d6éAudr ey
10.1038/s4159821-879933), ou nous avons démontrdinipact des biguanides rsua
perturbation de la morphologie mitochondrj@enarqué le début de mes recherches. Les résultats
de cedravaux, détaillés dans les chapitres 2 et 3, ont été rassemblées dans un article actuellement
enrévison DOt 10. 7554/ ¢é¢Life. 102680.1

1.8 Références bibliographiques

1. Ujvarit,Palbb.c B2018 S285)

2. Mroz, E. A. C&NnRZULD(1IJ3y W 917

3. Karpozilos, Euré&JPZabDtedo6-210N2033

4 . Bray,t G&dCancer.202¢I i7d6)3,. 229

5. Chenet $AIMA OhCDI (9-Yy2. 465

6. LopedAMB. OCD3(9-p2. 461

7. Siegel , R. L., Mi Il Il er CAK.Can.c,e2Wa3I(GG1-@aIN. 13.

8. Siegel, R. L., MCAI €anc&20 200 (CARAI0)d,e mal , A.

9. Rahi bt CalnceR2O0ORdg 74-21. 2913

10. Rahib, L., Wehner, M. R.JAMAt Nesda®Dpeh), KA M.
e214708.

73



=
=

N
OhwWN

NP R R R
O©OWwW~N»

L

. Fi

APAEA,DEADEDOWOWWWWWWWWWNDNDNDNDNDNDDNDDNDN
P OWOWONPFPOOO~NOODUIARWNPEPOOONOOUUIA, WN P

N
Ul

A DD
0 ~N O

oo b
= O ©

. Singhi , A. D. , Koay, Basdrpe@hlalro(l 05868) ,T.2 0&z
40 .

. Her nabBldemrq uies eGatlc,0o LR.R23( 17) , 11364.
.Ettrich, T. Xuré& JeehteDDPRILOAR) ONntoOb.

. Esf ah&miQaJIrKr. QOUROI 2799 7 .S87

. Wang, V., Gauthier, M. , Dec@dncer s.2Redpel )
(15)

. Matrisian, L.AM. S&cBErI nnP2a@pbé DEILET. 820K

. Conr oeyt, NaTlEng 1.20 1 Med86 42)5. 1817

. Conr oeyt, NaTlEng 1.2 0 1 B¢ 8 7 9490,6 .23 95

. Neoptol eemo3aAIMAO 1 ®( 30481. 1073

. Strobel, O., Neoptol emoNatJ.RevJ a&tim (ADGC) o0&
1126.

. Pavl ova, N. N., ZhQel |J.»M68 ATph304M) @, s o3n5 5 C. B.

I

h
. Pavl ova, N. N. C&ITh.®BgspR,3yYC. 2H.
. Vander Hei den, M. Gel2® 1D B&8Pr, di6rbi7s , R. J.
. Li ,MdD. CaroOilrRd &-I%, 6
.BenetQalr. J .ZahtEe47-37. 1928

. Voet, D., Voet, Néw GorlQ&);LWr hey, C. W

. Lavoi sPiaari,s ,L1.T8 6 mMd 0

. Roder, P. V., Wu,ExB. Mol2iOume ¥.8)& Ha2nl,9.W.
.Berg, J. M., TymocNew ,Yodr.k: :L.W2 O& 5S tFrryeeerma nL .

. DeBerardinis, RSci.2A8&8lv6qh2a)n,d ee 1,6 ONJ. 2 0S0..
. Hotami sINgt.kWd & ( 484), 860

. DeBerardinis, RNad. MBRQ Zb@ap®l 12 N. S.
. Kat sared uNaltA.Rev D2@1PFt3)mMers7016.

. DeFronzet N&It. Rev D261%¢t1mMers5019.

. Giovannatcbalab&t 90 10dr38-85. 1674

. Wang, F., Herrington, MM. , CERODS8B8g @n, A. & Pel
. Weiss,J Mi Al20@e(n"284-p3. 19159
LT J+Acu\5||e:, M., KalidkrMaesl, En2d0Rc3i5n0dBI4 e R6JI7.
. Xi, G., Wai, C., Whitle Bi W2 OELh7e(&2 CA2)O, mnmbM B9 I
uet Lalncer s.20Bpaeeb)
. Menini, S., |l acobini, C.  ,CaVictearlse2 Q0 BVh 6, & BP)e s C ¢
. Pol | aNka,t MRev2ChAD2(CER)9. 159
rth, S. M.En&oRBRaxORe2\(,2 3R)4,. C82 4
. RobeFrTtesssn , M. , Gillies, R. JCanGeaetRdRibyg, R.
(75) ;791567
Hal br ook, C. J ., Lyssiotis, CCell2adlO23 Pa286G6H, d
17 59%.
. War burSg, eld9che6 (12-3%, 309
. War burSg,i eln%c%6 ( 12-4D, 269
. Pascal e, R. M. , Cal vi si, D.Ca&ncerSs.2n0 B@&s e IM).
(12)
. Romano, A. HRe& ®o.dW@RW,i(dT4-3b>, 448
. Wieman, H. L., Woff oMdl Bi.2 A0 C&L &KwAE hIme3 T ,6 .

. Bart hetl JalBi oll19®e(n2 74-p, 20281
74



o1 o1 O1
ArOWDN

o1 o1 O1
~N o O

N~NNNNNOOOOOO OO O OO O U1 U1
OOPWNPFPOOO~NOOOUOIRAAWNE O OO

~
(e}

o0 00 00 (oo B NI NN
A OWDNPE

(o]
ol

O © 00 0 00 o
PO Oo0~NO

O O oo~

berti, M. VTIr &ntdec 8s2a0clbebe(nJiH8,W. 2 11

, J., TarmCanM.e.r2&0@=(it3 5-60QL, 156

Berardinis, R. J., Lum, J. del,| RA&z&bv as s
)-2011

ei ffer, T., Sch8et e2nOcPelS(.2 982 )B,o n5h0ode f f e r S.
rtins eRiBatlechiMn Bi ophYO28qtl86BiI)genetr8P 3 1.
r eShaonc hez, REnr Rpuez-jae®mrnandarzi,n A.FEEBBSSaave
007 (27441,8.1393

rmboat aienePalo@€. Natl AzZ@H7 (STridln,. S2 A34

tit, M., Tessier, ACS & alh2lc2t3 ()% & .2S2cOh2mi t :
edt kjer, E.Am®nPeRevw2RNMy(s8R2)6,.F.10 3

i nfeéed NaB.20l.1( 59-88, 282

upel, P.l k&t MayRirgchhem2 C4¢4-81B1677

| kes, D. M., SemManz aRe v@.Cahlh.c £&49).Wi rdt30, D.

en, Z., Han, F., SOugnavYl. , TrSahn s, .®2WQRt3 &Bayrhgoerdt) .
ani, N., Fyles, A. Sehed!| alg0INBMd&)IMi 11dDe vV
eth, M. &FEgHhtmRdmn2eo(il,2)L,. 846917.

| est, Gals.t r 0o e n2tOelr8o(l 105952) 0, 1 31 9e939.

ghaveatnCall310 2 1 ( 1 8 43)7, e62161.9

nget Salg.nal Trans.®2WOQtl (Bar,ge2t4 9T her

enet Bala.i n.2B0e2h0a(vi0), e01718.

erans, S. J.PRrReIRek 6©0397).C. 2B.

rota, K. &CrSietmeReaw, O.BO®I6 (B&QHagt dI5

i | 1l auento Rallp.c FNat |l AZ@UH3 (Skio2y,. S3A19

z, B., de | a Puentldyp®xi alRpaAb¢RBI}2. &3Azab,
| aL oCpreuzz, K.-MWGn g z ,CalsAHed.n,a nRleeyze s-@ar rCGanc aGa r
& MNeemrzaFa,ond .. 2@Mnlc9%o(19) , 1143.

ng, S. A., Amparo, A. M. , Go oRrhaanrtt ., OnGe. o |
24(14), 1402128.

, Z. Mo ICuUliherJ. Dhzd(0 1) ,cs100740.

| let, Na&lt. Camn2a®d( 11), 5265.

ale, A., CortGancheR RR&¢r a®=lh t a3685 F.

Santi s, M. c., Bockorny, BTremds s.Mbol He
24(306)0,4.592

ay, Md| Wi.201Tek8B7. 1285

er a, H. , | shiBiaoca@ahi MN. Bi2OiBYW s BBeBtBd& . 1256

l okani |, L., Nagashi Basa$s,.Bbaepeépsoy. 3& 1P
bert s, B., Johnson, A., LewiGay |l &and. Baf en
15

l es, R E., Bl anc, H.r,ocCaNmant,| HA\cSaBl0 (S&7 Wau |
195

|l kerson, R. W, SeHHKBRS.1EN3I(M488& C8B8pdl di ,
Bride, H. M., NeQuopi .2BipH6IM.1 68 OWaRsDHi5dak , S.

upert, W &AHeur Reuw2BODdF¢ABMHO,. 723

der seaanNaltSUumMe8 1 ( 2965, 457

inell i, J. NBt &L&elddil Bi{i D). 7€5

na L. A. BKolChaa@e( 48)N,. £58

75



PRPPRPRPPFPOOOOOOOoOo
OO0 OoOCoCcwowo~NOTOTLP~WDN

A OWNPEFELO-

RPRRPRRRRPRRPRRPRRRRPRPRERRRERRRRERRR
NNNNNRRPRRRRRRPRRROOOOO
AWNROOCO~NOUIMNWNR OO~ U

RPRRRRRRPR
WWWRNNNNN

S
W ww
g b w

. Sa

zanoWatL ReA. M2I0 1&g 11168)&i a3l7 5
.Belenky, P., Bogalmr,enk.s LB.i20@&0hBing-25car 12 C.
. Turrends ,Phg9diF®I( 5524, 335
.Finkél,CBaﬂI'dIO;Ll(lSDa) 7
. McMillin, J. BBi.oo&hiDmm&jacﬁmmy(/\MS,ﬂﬂaoBtYa 97
. AciPrer ez, R. &BEochqgwe Bj2d0@lMy(AL 8/3670)a 44 4
.LapuB8nueet &xli .e2n0cle3 ( 34 067)0,. 1567
Berndtes &@&aBOJ.RORO(21), e51015.
Guan, S., Zhdnt L. 2APEESKEFg) R.
Cogliati, S., Enr iTgwerzd,s JB.i208clh6e@d B38ar 2 @ h o,
Hackenbr dcliCel. COBRO3 76)9,. 345
Baker, N., PatMit odh o2®dliOiH ao6)& . 2M.9
Jezek, P., Jaburek, M., Hol éeamdowa, dB.Re dbrmig s
2023(3983,. 635
El ac hoeautr Gln.&Gme2 ORlels( 2-2p, 12
Heri reg ,ExXTp. N2odaadkk 288, 167
Varanet £zl T. . MéfiLap2114)4,. 834
Frezza,Cel2006(128%, 177
Oli chen JalB.i ol20®h3e(n2 786)., 7743
ZamberleanlalEM.pCahlcien OR2¢ 41), 95.
Lodiegt Ranin. No0opdl 5623,. 719
Zannat B@lazmwp8( 136y, 352
Civil etttCall IG.M618b2154,. 845
Mukherjee, | ., Ghd<£fB,S ME2IE( M2BBBecke59 M.
Strauss, M., Hofhaus, G. EMBOQBOOB8éR/HPR. 1R5 4
Ji ke,t EA.li2fOeL5(4), e06119.
ArseldatnJalii ol2 0@Me(n2 7 9-p , 40392
Haber set zZ2Pdto,S . 20n€¢38) , e75429.
Paumaetd EdMB.Q2002( 233)0,. 221
Haber set Zenft, JJ.Bi ochem3 C4:%)D5B9 9l
SignoreitlGaln.cAer s.20Bag&l)
Nunnari, J. & eSadma(l B4 8)On,1KR45
Liuet Yalt. J .B0 23 ( 1S9)1,5.897
Ashton, T M., M8Kkewmglar W, ©G. K6 @QlKiud zCGBamggeé msR

NP, OWOO~NO U

2018(24-90. 2482

Titovet Bali ¥2n0cle6 ( 35-3), 231

Kudryavt dvGmlcoAt.a Vg é1( 7)-9084879

Cal abrets@aln.€er.2Mdat34g1 ), 11.

Phi, It SAlenmd.COL8(POTL8), 5416923.

Uslu, C., Kapan,Cakh.c e&2 QU3ebtkth® %) ,c h2 1 A7 05 .
Bubi n, R. , Ul janovts J . RMbd A&(SB4 )y umf a, .

Naj afi, M., Far hododGe IBl. 2 RH1 Wpiz & K)bae&3 8 K.
Machado, N . D. , Heat her , LBr CJ ,dHRBa(ril29) A
8999 .

Greene, J ., Sef§amna
St ephensanEadliZfoe2 A ( 9
Zhouet Falr. J Med 28K

,cCARO@R(BBERI. 851

n

)

eBg), 115576.
76



RPRRRRR

PRRPRRPRRPRRPRPRRRRPRPRPRRRERRRRRERRR
OOV RMDMNDMDMNMNDNDNDN
RPOOWONODUDNWNROOONDUDWN

RPRRRPRRPRPRRPRREPRPRREPREPRPRRRERER
NNNNNNNNNNOODODODOOOO OO,
CONOUBRWNROOONOUAWN

I\)I_TI'UE

o1 O O

A OWOWWW

P OOWOO~NO®

ccedtl Calnt er20QeI(13-69, e84
| i ngeta Caln.c r20Me3d( 2-24. 611
p, eTft.NaAt.. . M6gd3(292)6,. 115
i net S8l ..2R0elp7 ( 7), 45465.
ang, X. &abam®®d3C29¥., 29

reel, D. F., Span, P N., CHesnk Lma@,024. ReAd
7) ;78.970

, Y., Xue, D. , B a n kJh eMaedd, . 208h2e0n{ 8 B 313, 0&71. M @ & Bha t
netxBalochem PhGzZanakd®9), 114981.

gucéi Mollf. Ther . DhzZzb( ¥25)lcsld3

war seti CdliMn CarkO0@dl (R&$H9. 2459

ht onet Nalt MCaonu&( 7), 12308

ovaet RARala.D. BR2O4adIB¢ m5529., 50

phyBi MichPm Bi2ddpmBy(sl 7A7edtla 1028
peADNUWRev.1BOGEBENL 7 .86 3

l i ng, P., PfanlneMol2MB0 DY 3MBiysi o @dr , C.
He EMB&O1986(5)14,2.1335

m, H. MW REShM&OR RBHilss5), e1595.
esbioRxi D2pdéprint

a, M. T., Ki mCaS8cergfopBaselk Ryu, J. H.
tz, M. E@vi &0oWi ;MbZJO;LIVDL(tSal@En 462

ogtod kAt aG.Pha2dnl &( &3 (B. 86 2

ecaif C&le.mB B0 bl ( 1853,. 445

et CGEalncerOR6éEE 76-15. 3904

|dt O., PfanNeaetr , R&Av MINdO«gIllitgBIr 6I56.
S., Gupta, Dr,ugTeliasveadtvh4T kg yK.1 ®3 &
a B. M., DeCensi, ADi,alSathalsa qibe

WTNMECTMWOW< TOZZINI>POOVWXTONIX<XM®m
OY - DODMODDCOMXRXNDCSCCNOTOY —O
OO YO -Q> TS TS

IO
ooz

N
o
-

39
& BaReRs3erlR-8pL. 958
aCka,n cM.r Pr e V2 ORey 3()}R hill0ab)0
QlaaldeegtaBalgl ogy2 @BASEI))

z

i

Lor

o
o

Ame
For
Or g
Kwo
Bai
Bali
Mo r

, M., GuilNats , ReBv. ERnOdYdfrililcaaa |, 5B 9
z atGemre,v aW. Wd.r | d Hee®&I1O9h Organi zati on

, S. C. J&EBrubmba®Rédss.). 881
Piabetd0 byl @0-y6. 1566
y, Eradti ®©al [ ab2e0teds( 2 1)7,e rinlabt i on al

A. C., BNe wD;Yolrdkwe n.tP® &,m,umA.Press
,J.E.CBem.J. JSQ)Z:Z(lZ’IQ)%nsl790
Ga n &d i, a M .Ghdeum i.izséx |2 Oyg 19 86)0, .
, F. ,SpPitchéor kBeED D8 (1

=
®

For 251

Kur Byuel be
Bhar at am, P. V., JPaltedl 200hM@5( 6H£8-2 & agbal P.
Langmaier, J., Pi z1J, FI\/h.y,s.S@htieént,lAZE) &73dUi s .
el | man, K. M. HChebh. ICpo mkiu.ri®loy 5&ER.doh.)

u
r
n
n
t
S
n
m
h
k
7
d
I
n
e
a
n
I

I

|
n
t
z

= 5 =

rg

rtalfocntea, Gx.ystall ogd®@phica Sectlon E
rtun, S. &AEShAMEOnedr(,3 )8,6 .1R8 89
bel , O. M., T,; CRuwadal ,anH;J oWu ePsXl) 5qJ8 3G .e rBil<

77



180Kat huri a, D. , Raul , A. BEur Wanezadd 2Qh(eBi 9 X, B
113378.

181ScheenCl iA Plharlnmtadceo(k3 67t 359

182Gong, L., Goswami , S. , Gi acomimhar nka c oM. e n eA
Genon2iOcls2 ( 2 27)., 820

183Segal etEBan[ahem Biophg281REed41-€p mma a4

184He, L. & WorCeil $f.&/6d a8bR.I6)E.. 159

185Poursatet BxloAoXxJIcol2 Eh¥Y(XI®2) Saf09414.

186Vi ol leettCdliBn Scd0 Y 2(onh2a3dp, 253

187Dutteat Dlug Des .ROYS&I 1T7HEr 1907

188Foretz, M., GuilNats,ReBv RnOdd3grlid@ea !, 4B 0

189Wu, T., Horowit zExpMer t& Raw n@as.RRiCdagrmtlanol 1184
6 6 .

190Zhu,etXMalc.r o 2ioekm3g( 11), 120.

191Shin,etNGallR0 14 ( 6 33)5. 727

192Zhouet GalCl i n2 0Pnlv(elsx87)4,. 1167

193Steinberg, G. NRt &eHarMiozl@2GeD2147&B.i a2I55

194Agi us, L., Ford, | Bt .28 0Q8&lic)hr a, S. S.

195Foret z, M. M&d VEoi.2@P4( BGY, 8 2

196 Hasanvamd)] ammoph20@dac¢ 8ON&.y 775

197Queiroet PEIOSA2nle4(9), e98207.

198Ei bl , G. &CRozemgMetAaAGERL(GE4 &)8Re865

199Gonget Balobhty s2i0oll4 (5), 426.

200Evans, J. M. , DeSnrmletIthALMA, , Al EenssBiM.E D. R.
2005(3365., 1304

201Curri et Da@lablk.t 9 1Q4r363)0,4.299

202Zhang, P., Li, H., Tam,ceX. EDPOH&MI A8 . & O0Wa n ¢

203Campbell, J. M., Bell man, A.eiM.g, Retls& (Re&/hsor
34 4.

204Thakkar, B., Aroni s, K. N., VamWienib.oMi s m.
2013(6234,. 922

205Mekuri a, A. N. , Ay el e, Y. Di Bble2 @58 R2&81 M) s
76769009.

206Shi, eY.M&@..i ci ne .QB20D{O9Mmdrexr21687.

207Li, X., Li, T., LiSuj.ZlE@e;l,p?(?o)u 5825%. Wang, C.

208Lonardb,Pa_E).S.20)11e3(8), e76518.

209Des c h®inmasreadt, AaXl.. . ng2 Ck9(18), e12889.

210Kor deest,La8n.cet.2 OhB60L64)7. 839

211 Garcia Ruét halt. M.2vBI 9 (SxA4)

212Chapman,t Caln.Ber Re80£8MBY¥5N4 .2447

213Feng,t RHalar macod 2 Rels77) , 106114.

214Andrzejewski, S., GrPaveerlC,ezns . drP2adtddd )l ,a kl 2 .M.

215Wheatonet BAdli2Woel 4 ( 3) , e02242.

216Bridges, H. R., Jones ,Bifo.chZnl dPdlbB8 Kk, 4M5 N.

217E{Mi r, eM.Ja¥YiB.i ol2 0@h0eg(n2 7-8) , 223

2180wen, M. R., DoramB, ocEhz2@) 6B é¢8t-PAp3) A. 6B7

219Mat suzaki, S. B8ibcmhmeptédd y4-K1. MO011

78



NNDNDNNDDNNDNDDN
NNDNDNNDDNNDNDDN
o~NO O~ WNEFO

N NN
wWwwnN

N
w
N

NDNMNNDNDNDN
WWwWwwww
oO~NO Ol A~ W

= O ©

Bridgest SHIli eR0Oc23 (3789, 351
FontaFment EEndocr i2rodl8 ((9) a u srebr3n e )

Gwi nn,etOMaoIM..€26DB( 3026,. 2114

Laplante, M. @eldgdl@pbaf{ilaby, D27 M.

Kal enacdarCallAl. . Mé1ab114)01.390

Madir ajeut, Nahlt . 2®Rel 4 ( 516), 542
LaMoi aet PaloE. Natl AZ@ad2@Gri9%9)U SeAn122287119.
Ma, el Nalt .20 2 (6085, 159

Batchel or, J. D., Ol teanl,AR.Chadmppatcnhreg), K A
19 548 .

Engl and, J. Abnu&REar.2Oy4GeBmesm 257
Cosentetnbalr FHea®Or2t0 (H# 13)2,3.255

Chen, Q. ., Camar a, A. K., Stowdm D. PRysilddpj
Phys200l7 (29247 . C137

Moi seeva, Ebi,maDeds,c hXen e sPol |Aagki,n gM.( AR BFaelryb eN/Y)
(5),1.330

Moi s eeevtaAgliOn g2 @CE3 ( 1298. 489

Mar-Mont alevtoNalA.. Ca2ndnud( 4), 2192.
Heberett,SaAi...2R0e2p1 (11), 9854.

Zick, M., Rabl ,BiRochi meBiedpmysl 7raa3t)&H. 5
Davieset Ralob. Natl AzZ&GU1 (Sk(d8-J, S14A121

Pinke, G., ZhouNalL. S&r 8azr0a2Ma(V2, 7850 11AQ0. 7 7

79



Chapitre 21 Identification d &une cible biologique
mitochondriale des biguanides la sousunité e de la RFo-
ATP synthase

2.1 Préface

Les études surdltilisation des biguanides médicinaux en oncologie suggérent que la
perturbation du métabolisme énergétique est un facteur clé de leur efficacité antitdfmbDese
preuves solides indiquent que | es mitochondr.i ¢
déun mod | e m®cani sti que g®htalelrs mésanised d @t idoers |
moléculaire>® Avec ses effets reportés dans diverses recherches, le complexe | est naturellement
apparu comme la cible primaire des biguanfd@€ependant,ene ressemblant & aucun substrats
ni inhibiteurs canoniques des complexes de la chaine respirstioile plarstructuralle modele
déinteraction direct des biguanides avec | e c
aucune preuve directe doéinteraction des bigu
rapportéel

Dans le cadre de cette étude, naug ons ®mi s | 6hypoth se que |
inhiber la prolifération des cellules cancéreuses en interagissant directement avec une ou plusieurs
prot® nes mitochondrial es. Notre objectif pri
identifiant et caractérisant une potentielle cible thérapeutiqgue mitochonddalécouverte @ne
telle cible permettrait de mieux comprendre les voies de signalisation impliquées dans la plasticité
métabolique desellules cancéreuses et ouvrirait de nouvelles perspectives pour le développement
dénhibiteurs plus efficaces.

Pour explorer ces interactions potentiellesus avons exploité le systémebiotine
streptavidineNous avons concu une approche synthétique ou le pharmacophore biguanide, inspiré
de la structure de la metformine, a été fonctionnalisé avec la bidpires avoir confirmédactivité
biologique dela biotine fonctionnalisée au biguanide (BFB)} l 6avoir compar ®

ami ne, l a biotine f onmoasiawmsreffettué sle® expériendeputemi ne  (
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downsur des enrichissements mitochondriaux issus de cellules pancréatiques humairefsKP
ddsoler les complexes protéineende formég¢Fig. 2.1). La spectrométrie de masse a ensuite été
utilisée pour identifier les protéines interagissant spécifiguement avec notre sonde. Parmi les
protéines identifiées, la sousmité e de la1Fo-ATP synthaseATP5I) a particulierement attiré

notre attention.

Streptavidne

Sousunité e
synthase (ATP5I)

Figure 2.1. Représentation schématique déinteraction pull-down entre la biotine
fonctionnaliséeau biguanide et la tseptavidine couplée a des billes de Sepharpser
|Gdentification dda sousunité e de la #-ATP synthase (ATP5I).

Afin de validercette interaction, nous avons réalisé de nouvelles expérienpal-dewn
suivies dune analyse pammunobuvardagen utilisant un anticorps dirigé cont&TP5I. Nous
avons également réalisée stratégieomplémentairepour valider et quantifier cette interactjon
en produisant ATP5krecombinante par des techniques biotechnologiques, suiviétudies
dénteractionsn vitro par résonance des plasmons de surface (SPR) en utilisant le systeme biotine
streptavidine.

Parallelement, nous avor®nduit un criblage chimiogémique de la metformine a
IGchelle du génomen utilisant la technologie CRISPR/Cas9. Ce criblage a mis en évidence les
genes modulant la sensibilité des cellules a 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 apercu approfondi des mécani@uisndde la
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metformine, e qui est consistent aveon interaction avec la/-ATP synthase

Enfin, envuel 6 e x ddretation structure activit€SAR : Structure Activity Relationshjp
pour am®liorer notre compr ®hension de | ,a sp®c
desbioisosteresle biotine fonctionnaliséau biguanident été synthétisegcluant les analogues
amine, guanidine, guanylurée et thiourdamutefois, sule une évaluation de leuactivité
biologique a étéinitiée. Compte tenu des résultats préliminaires obtenus avec ces molécules
biotinylées, cette approche a été présentée comme une piste de recherche dans la section
perspectivede ce chapitre.

Dans ce chapitre, |joai 0 p tet dailaBRAIritialemend i e de
développée par Farzaneh Mohebali (groupe Andreea R. Schmitzer, département de chimie,
Universit® de paodoireap®sagrapde échd(@ign24,256, 2.6 2.7etannexe
4 : synthese etaractérisatiordes composg¢s J 6 a i ensuite cohabtviteb u®
biologique de la BFB dans les cellules KRB, notamment patdes expériences deo
immunofluorescence F{g. 2.1Q des essas de viabilité cellulaire (Fig. 2.19 et certains
immunobuvardageHg. 2.12et A.1.1) avecMarie-Camille Rowell (groupe Gerardo Ferbeyre,
département de biochimie et médecine moléculaire, Université de Montviaip-Camille
Rowell a réalisé Ipull-downayant conduit aux résultats de spectrométrie de maiabe A.1.1)
etensemblenous avons mené la validation des expériencesiilown(Fig. 2.18. Par la suite,

j 6ai pris en charge | 6ens e mbpudficatoa sles firotéanpse s d e
recombinantes ATP5I, ainsi que la réalisation des expériences dé&igPRZ2 2.23 2.25 2.28

2.29 et 2.30). Parallelementnos collaborateur3hierry Berthomeu et Mike Tyers (plateforme
ChemoGenix, Institut de recherche en immunologie et en cancérologie, Université de Montréal)

ont supervisé le criblage knockut chi mi og®nomi que par CRI SPR/C
lesgénes mpl i qu®s dans | e m®c an(Fig ZrRetThld. A.t.4.Emdim de | &

j 6aiepentsr |l a synth se et |l a caract ®r itieyes i on ¢
(annexe 4synthése etaractérisatiordes composgs et initi ® | 6® ude de |
(Fig. 2.3).
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2.2 Le systéme biotinestreptavidine

Dans la nature, il existe des interactions non covalentes deuig&atenzymesi fortes
guelles €apparentent a des interactions covalente@stCle cas dedhteraction biotine
streptavidine corsidéréecomme étantdnteraction non covalente la plus foea biologieavec
une constante de dissociation | 6 ® cle Iotdie Wu fmtomolaire (= 10*M).1?2 Des
structures cristallographiques de la streptavidine liee a la biotine ont montré une étroite
complémentarité de forme et de volume entre la biotine et le site addifragme'>'4La nature
de cette interaction est basée sur des liaisons non covalentes, principalement par des liaisons
hydrogéne et des interactions de type van der Waals, entre la biotine et des résidus spécifiques de
la streptavidineKig. 2.2).2° Il a également été montré que le complexe formé entre la biotine et la
streptavidine était extrémement stable, lui conférant une résistance aux variations de pH, de

températures ou encore a des concentrations élefaggEnts chaotropiques dénaturants tel que le

chlorure de guanidiniurtf:’

Ser27
Asn23.. : Serds :Asn49
Tyrages=" ° N i
\\\\\\/\)L
aus® HN - OH
Asp128""
H .

Figure 2.2. Représentation du site actif de la streptavidine complexé a la bi6tine.

La biotine of fr econjupée d diwersds moléculds,Rtelled @ietdese
protéines, des acides nucléiguesemecore des petites molécules sans altérer ses propriétés de
liaison avec la streptavidine. Cette biotinylation trouve des applications variées, notamment dans
| 6i denti fi cat i olapurfieation delprotéires recontbina®tesg uledsi mmo b i | i s

de plusieurs classes de molécules sur des surfaces fonctionndfsées.
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Cette forte affinité combinée a une haute spécificité, ungrande stabilité, une
biocompatibilité, une faible immunogénicité et yodyvalenced 6 a p p | ifai de firitecactisn,
biotine-streptavidinain modeéle de choix pour lier, isoler ou purifilers biomoléculedNéanmoins
ce mod | e nobest pas Ld®peoavidineumaldré sanforte afiini@énat e nt s
spécificité pour la biotine, peut interagir de maniére non spécifique éagirtes molécules, ce qui
peut interférer avec certaines réactions biologiques ou chimitGeste norspécificité de liaison,
associée a de potentielles interférences, peut fausser certains résultats, rendant indispensable la
réalisation @expériences contréles appropriées. De plus, la plupantéaetifs contenant de la
streptavidine, giils soient immobilisés ou en solution, sont généralemeateux En dépit de ces
limitations, la robustesse et la facilitéutlisation de ce modele en font un outil fiable pour les
expériences. @st pourquoi il a été choisi comme base de mon projet visant a isoler, identifier et

caractériser une cible biologique potentielle des biguanides.

2.3 Synthese dune sonde bieinspirée : la biotine fonctionnalisée au

biguanide
Au niveau structural , | a-imWazadidinome éusiamsétaunc o mp o
noyau thiolane auquel est rattach® | 6aci de

terminale. Ainsi, comme la plupart des vitamines B hydrosolubles, la bagipertient a la classe

des acides et posséde un [gK4.52? Plusieurs modélisations soutenues par des études structurales
aux rayons X ont montr® que | a biotine sdédenf ol
sa partie constituée des noyaux fusionnés laissant le carboxylate terminal au niveauided& sor

la cavité!>14Cette disposition est intéressante car elle rend possible la fonctionnalisation par cette
extr®mi t® sans r ®el |l ement affecter l 6affinitod
biotinylées?324

La conception de notre sonti®inspirée contient trois parties principales

T L6unit® biotine pour | a reconnai ssance .
T Un espaceur flexible constitu® doéune che

exposer le pharmacophore a une distance suffisamment éloignée de la streptavidine
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1 Le pharmacophore biguanide pour isoler les protéines ayant une affinité de liaison

avec celuici

La biotine étant un cofacteur de plusieurs enzymes, une partie de la&aid®nc
susceptible dnteragirde facon non spécifiquevec certaines de ces enzynfear conséquent, il
était crucial de réaliser des expériences contrles appropriées pour évaluer ces éventuelles
i nterf ®rences. Notre approche a ®t® doutilise
biotine fonctionnalisée amine (BFA), en pldiss contrbles classiques avec ) biotine et la
streptavidine commerciale. En consenvde méme espaceur avec une molécule chargée
positivement, notre intention ®tait doobtenit
doactivitRgDI.ol ogi que (

ocl
N ° 0

O 0 NH, NH \\]/NH
NH 2 2
. ®OCl
H%»Mm A, HN@»M”%\W
H
S S

N
H
BFB BFA

Figure 2.3.  Structure de chlorures dbiotine fonctionnaliséaubiguanidum (BFB) et biotine
fonctionnaliséé atm@omium(BFA).

Cette vitamine hydrosoluble est intéressante pour la synthése de dérivés car elle posséde
une fonction acide carboxyliqgue a son extrémité dont la réactivité peut étre augmentée. En effet,
des réactions de couplage de tyldenydroxysuccinimidél-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)
carbodiimide (NHS/EDQ), couramment utilisés dans la syntheése peptidiqupermettent
déaugmenter&lectrophilie du carbonyle terminal en formant un dérivé bidtiH&-ester 2>26Ce
carbonyle néoformé est trés réactif et peut donc étre substitué par des amines pour former des
liaisons amides ou encore par des alcools pour former des liaisosg @3tersnotre conception,
un lien amide a été préeféeré @nbtar du lien ester pour sa plus haute stabilité et sa résistance a
Ithydrolyse en miliewcide?® Léactivation de la B(+) biotnenous a per mhisgined6obt e
NHS ester () avec un rendement satisfaisant (81%), qui a servi de précurseur pour les deux voies

de synthese menant aux dérivés amine et biguéiRige2.4).
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o o NHS (1,2 éq) S 0
YNH \/\)J\ EDC (1,2 éq) HN Oo.
. - N
HN . OH ) //\\NH
d o}

DMF (120 mM o)
t.p, 16 h 1 (81%) o

Figure2.4. R®act i on d o6 a<€H-hiotire £n biotme NHSstdr §). CBtte étape de
synthéseestd ®t ai | | ®e d ayntlsesisdf @,adioxopyratidind-yl %-((3aS,4S,6aR2-
oxo-hexahydrelH-thieno[3,4d]imidazot4-yl)pentanoate Le produit () a été caractérisée par
RMN (*H et 13C) et HRMS.

La formation de biguanide™ par t i r d 6 @ouilaasyrshesp de BfRa étée s
inspirée des travaux publiés par Magealen 20042° Dans ces travaules auteurs ont synthétisé
pl usi eur s S®rielsl odbuarnea | @ @ ame Wwisdndi egagia les chlorures
déammonium correspondants avec une cyanoguani
en pr ®s ence ddéaci de chl orhydriqgue concentr®
Trimethylsilyl Chlorid¢ commeactivateur du groupement nitrilepus irradiation microndes a
150°C pendant 15 mint e s . Les r®sultats de | 6®t ude mont:
de facon significative les rendements pour la plupart des substrats utilisés notamment ceux a partir
des fonctions alcool s et aci de c araégateyént ques.
montré une augmentation des rendements pour certaines réactions mais a aussi présenté un
avantage dans | 6®t ape de purification en fais
biguanides correspondants améliorant ainsi lpurstés.

Les conditions réactionnellgsires impliquant des températures et pressions élevées, nous
ont contraints a travailler suiekspaceur de maniére orthogonale avant sa conjugaison a la-biotine
NHS ester. A cette fin, I-tertbutoxycarbonyle (Boe),6-hexanediamine, une hexanediamine
monoprotégée, a été solubilisée en présence de dicyandiamide et de TMSCI Garetatgttile
(MeCN), puischauffée dans un tube scellé & 160 °C pendant 3 heures sur un bain del§ablee
de la réaction, le chlorure deaninohexylbiguanidium2), obtenu avec un rendement satisfaisant
(76%), a precipité sous forme de sel de chlorure doublement protoné, suggérant une déprotection
in situ (Fig. 2.5.
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NH
Nao L

N NHz2(14q)

j\ J< TMSCI (1,2 éq) NH, NH
HzNﬁN 0 H NHN SN7ONH
6 N MeCN,py, (500 mM) 2N 6N 2
160°C, 3 h 2HClI
2 (76%)

Figure 2.5. Réaction de formation du chlorure dainohexylbiguanidium2). Cette étape de
synthesestd ®t ai | | ®e dSgnthssis bf flGaamimanexyd)imilodicarbonimidic diamide
chloride). Le produit ) a été caractérisée par RMN (*H et 13C) et HRMS.

£tant capable dbébengager son doubl et | ibre
libre duchlorure de éaminohexylbiguanidium2) est plus réactif que le groupement biguanidium
gui a tendance © soO6®quilibrer sous diff ®rente
de température et de pressiOn.Enfin, IGjout dune base faible (DIPEA: N,N-
diisopropyléthylamingen présence de la biotiNHS ester I) et ducomposg2) dans du N,N
diméthylformamide (DMFpa conduit & la formation du chlorure 8eBFB (3) avec un rendement
moyen (45%), principalement attribué a des pertes de produit |d@staee de purificationHg.
2.6).

1(0,9 éq)
NH, NH DIPEA (3 éq) O\\[,,NH 0 NH, NH
NS > W\ NS
H,N GNJ\N NH, HN . \/\)J\N’Q\N)\N NH,
. DMF (200 mM) : H SH _
2HCI tp. 16 h 2HCI
3 (45%)

Figure 2.6. Reéaction de formation du chlorure de biotine fonctionnalisée biguani@uddtte
étape de synthesstd ®t ai | | ®e dSynihesis lofé{éaarbaenimeloylguariidinohexyl)
5-((3aS,4S,6aR2-oxo-hexahydrelH-thieno[3,4d]imidazole4-yl)pentanamide chloride Le
produit @) a été caractérisée par RMN (*H et 13C) et HRMSa pureté été évaluéa plus de
99,5 %par LC-MS (méthode Acq, LC_0_50 15min_MeOH, colonne Atlantis dC18, 2.1 x 100

mm, 3 um, tr = 6,7 min)
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Pour la synthése du dérivé amine, la réaction de la bibliit® ester avec laBoc-1,6-
hexanediamine a conduit, par substitution nucléophilefbtdntion du composé@vec un
rendement satisfaisant (82%¢). Celuici, apres avoir été déprotégé en milieu acide a donné le
chlorure de la BFAR) avec de bons rendeme@3%) (Fig. 2.7).

o
0] 1 (0,8 éq)
H2N/HG\MJ\O)< g HN\C/ \/\)J\ A NHBoc

DMF (73 mM)
16 h
tp. 16 4 (82%)
HClCOnC
MeOH (40 mM)
tp, 16 h

"HCI

HN\@ \/\)J\ A,

5 (93%)

Figure 2.7. Voie de synthese du chlorure de biotihe@ nct i onnal i s ®eCe§ | 6am
®t apes de synth se, d®t ai |l |l ®es dans | dannexe
(Synthesis of N6-[(1,1-dimethylethoxy)carbonyllaminohexyB}((3aS,4S,6aR2-oxo-hexahydro
-1H-thieno[3,4d]imidazole4-yl)pentanamidg suivie de la synthese du comp@)¥(Synthesis of
N-(6-Aminohexyh5-((3aS,4S,6aR2-oxo-hexahydrelH-thieno[3,4d]imidazole4-yl)

pentanamide chlorigeCes composés ont été caractérisés par RMN (*H et 13C) et HRMS. La pureté

du composéb) a été évaluée plus de99,5 % par L&MS ( m®t hode Acq, LC_ 5 7
+ 0,1 % FA/ACN, colonne Phenomenex SynergiPOERR 150 x 4, 6 mm, 4 & m,
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2.4 La biotine fonctionnalisée biguanidea une activitésimilaire a la

metformine

Léactivité biologique d laBFB a été investigwéen la comparant a 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 S
perturber la chaine regpiat oi r e mi tochondri al e par I 61 nhi
d®bal ancement ®ner g®tique qui v an fiseaaffedter @d ui r e

viabilité des cellules cancéreuses pancréatiques humaindsnsi, en visualisant sa capacité
sbaccumul er dans | es mi t ciorhuoailubrescencse aye@ala des

protéine mitochondriale TOMM20, une translocase de la membrane externe mitochondriale

i mpliqu®e dans | 6i mpuralkd, a attever |a signali€atiom AMPK mpar tao ¢ h o r

mesure de son état de phosphorylation par immunobuvardage et a inhiber la prolifération des

celluleskP4 par des essais de viabilit® cellul aire

comparée a die de la metformine, aux mémes concentrations dans cette lignée cellulaire.

2.4.1 La biotine fonctionnalisée biguanide se localise dans les

mitochondries

L autilisation de la streptavidine fluorescente de type Alexa Eluest un outil efficace
pour détecter lesiolécules biotinylées par immunobuvardage, cytométrie en flux ou microscopie
a fluorescence. Dans notre ca@pplication de la streptavidine fluoresceri&rep488) en
microscopie a épifluorescencéest avérée judicieuse pour localiser notre sonde biotinglée
cellulo, confirmant ainsi sa localisation.

Partant dethypothése que notre sonde BRBcsumule dans les mitochondries, nous avons
mené des expériences deigonunofluorescence en utilisant la streptavidine fluorescente et un
coupled @nticorps comprenant un anticorps primagiélantla protéine mitochondriale TOMM20
et un anticorpsexondaire couplé a un fluorophore, afiiloserver une colocalisation des deux
fluorophores. Pour cette expérience, il était crucial de choisir un couple de fluorophores ayant des
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pics d&mission distincts pour limiter le phénoméne de transfert de fluorescence fepsciation

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 spectr@sntission, ce qui a été confirmé expérimentalement en

incluant des contréles sans molécules biotinylées en présence des deux fluo(@jindzes.

__ 1501
L
o . .
?D/ --- Excitation AF488
-% 100 — Emission AF488
© --- Excitation AF568
\q_) ra . .
% 501 — Bmission AF568
o
i<

0 I | | | | | 1

300 400 500 600 700 800

Longueur d'onde (nm)

Figure28. Spectres doéexcitation et doé®mi ssion des
(AF488) et Alexa Fluor 568 (AF568).

Aprés avoir traité les cellules K& fixées sur des lamellesavec nos composés
(metformine, BFB et BFA), lesellules ont été fixées, perméabilisées, puis soumises a une étape
de blocage avantGhcubation avec é@nticorps primaire TOMM20. Ensuite, les anticorps
secondaires ont été ajoutés, suivis du montage des lames. Dans cette approche, les deux

fluorophores ont été ajoutés simultanément lorsideubation avec@anticorps secondairet la
Strep488(Fig. 2.9.
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Incubation
composés (16 h)

»
>

Fixation puis
perméabilisation

Incubation anticorps

Cellules KP-4 Cellules KP4 primaire (anti-TOMM20)

perméabilisées

y %
‘ /

\
% gt @ Incubation anticorps secondaire
[ (AF568) et Strep-488

<&

Figure29. 1 |l Il ustr ati on d-iemmundil@resc@ceiertre ¢ @VMERS etcleo
steptavidine488 (strep488) dans legellules KP4 traitées. La méthode détaillée est décrite au

chapitre 6.4Cette figure a&téréalisée 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 mitochoBdriesanche, la
diffusion du signal dans la condition BFA indique une localisation non ciblée. Eafisehce de
signaux dans les conditions non traitdeef metformine (Met) permet de validéemsemble des

expériencesHig. 2.10.
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Figure 2.10. Visualisation de la localisation mitochondriale de la biotine fonctionnalisée
biguanide (BFB) dans les cellules P (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 parimmnunofluorescence en utilisant le conjugué fluorophore
streptavidine488 (Strep488) (vert) etdanticorps TOMM20 couplé a Alexa Fluor 568 (rouge). Les
noyaux ont été contreolorés avec le DAPI (bleu). Les cellules non traitépet(celles traitées
avec 1 mM de Met ont servi de controles négatdsre dechelle = 10 um(b) Intensité des signaux

de colocalisation des fluorophores TOMMZ68 et Strept88 avec la sonde BFBdhtensité des
signaux a été mesurée lentp dune ligne tracée a travers la cellule, montrant des pics de

colocalisation des deux fluorophores

2.4.2La biotine fonctionnalisée biguanide active |gprotéine kinase activée

par [GAMP entrainant |Gnactivation de léacétyFCoA carboxylase

Un m®cani sme dbéaction connu et | argement C
bi guani des m®di cinaux ~ i nduire | a phosphory
impliquées dans la régulation du métabolisme énergétique celffi&ireMPK, qui agit comme
un senseur ®nerg®tique cellul aire, sbactive |
certain seuilCette activation, marquée par la phosphorylatioréeteziyme, conduit généralement
a une augmentation déattivité cataboliguet une di mi nut i onpodretabblidact i v
|Géquilibre énergétique de tellule 3637

Léacti vat i oamtredudrégidulr nagativement ACC, une enzyme impliquée
dans la biosynthése des acides gnascatalyse la conversion d@atétytCoA en malonyCoA.

La forme active doéAMPK i narendantinhctive ¢t Fedusgnthamsi y | at
la production de malonyCoA.3%° Cette régulation est importante car elle oriente la cellule vers

|l a production dbé®nergie pFg2t*? que vers | e st
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Glucose

l—>ATP
ATP Pyruvate —— Lactate
T l l— Oxidation des acides gras
Acetyl-CoA T

Oxaloacetate/& ACC ) = ( ACC

( Citrate ® T

Cycle de )

. Krebs
Succinyl-CoA AMP/
\—/CI-KG /ATP AMPK ) = (AMPK

®

Figure 2.11. Schéma illustrant la régulation métaboligpae la protéine kinase activée pa&MP

sur kacétytCoA carboxylaseCette figure a étééalisée sur Biorender.com

Ainsi, en utilisant des anticorps contre les états phosphorylés et totaux des deux enzymes,
i est possible dbéanalyser, par des technique
mesur ant | 6i ntensit® des banehesslLesargsultatsobtenBsy ®1 a't
montrent que de maniére similaada metforminela BFB active AMPK et ACC, sa cible en aval,
comme le montré 6 a u g me nldud étatsada phdsphorylatiffig. 2.12). En revanche, il est
i nt ®ressant de noter que | a BFAameelRigeAlbl). e pas

Tt Met BFB

P-ACC “ o e b [ 245
P-AMPK -" 63
AMPK — |63
ACTINH wesssammmmammss 108
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Figure 2.12 Niveaux de phosphorylatiototale dAAMPK et d ACC dans les cellules k@
traitéespendant 16 heuresvec 2,5 mM de metformine (Metu de biotine fonctionnalisée au

biguanide BFB), comparés a ceux de cellules non traitéed. €s cellules ont étécoltéeslysées

puis les protéines totales omenhsuite été séparées par SBSGE pour une analyse par
immunobuvardage, en utilisant des anticorps dirigés contre la forme phosph@A&e

ACC) (Ser79)la forme phosphorylée@MPK (P-AMPK) (Thrl72), la forne totale GAMPK

(AMPK) et léactine.Léa nt i c-AGTINE a é&é utilisé comme contrdle quantitatiMPK :

prot ® ne kinase activ®e p aacétylColacdrlxylasei ne monop|

2.4 .3 La biotine fonctionnalisée biguanide inhibe laprolifération cellulaire

des KP4

Pour évaluer les propriétés anticancéreuses de notre sonde biotinylée, nous avons réalisé
des expériences de viabilité cellulaire sur les cellulegiKIRes cellules ont été traitées avec une
série de concentrations du composé étudié, puis incubées péruarnpurs a 37 °Cafin
do6at t8ed0Podle cenfluencesorrespondant au pourcentage de surface occupée paratelles

dans les puits de culture.

Aprdsnclubati on, l es cellules ont ®t® | av®e:
chmophore gOAIDNsetl| iaemx”™ plrot ® nes de | a bi omass
590 (D& ersuite éttne s uF @B .3 pour ®valuer | e nombre
qguantit® de cristal violet ®tant proportionne
ne mesu@eh®muende des cellules et ne distingue
cellules mortes. Toutefois, pui sque | es cel lu
cellulaire, elles sont ®limin®@egulamrntsg fdeat®toa
des cellules vivantes fix®es.

95



Plaquage des cellules
KP-4 (faible densité)

1 2 3
900
B J | ( |

Solubilisation

4+
Lecture DOssonm  ® {’\t

B

.

Figure2.13. I | l ustrati on

v

AT A

N 7

&

de

Incubation (37°C)

J+1 J+2
Lavage puis
fixation
Coloration colonies Al
(cristal violet) A0 )
&r o ()
O0essai de vi

J+3

addraitédas.t ®

La méthode détaillée est décrite au chapitre &C&fe figure a été réalisée sur Biorender.com

Aprés la mesure &bsorbance, une courbe daoéponse est généralement obtenue,

permettant de déterminer un parameétre essentiel pour compgeidfet banticancéreux an

composegsoitla concentration efficace 50 (6dt Cette valeurcorrespond a la concentration du

composépr odui sant

ce type dexpérience, il est crucial@bptimiser la gamme de concentrations des composés afin

50 %

daecroisséneefcéllaldire estiréduite de moiti€.dPoue

déatteindre a la fois 100% et 0% de viabilité celltd, en comparaison avec les cellules non

traitées.Les résultats des essais de viabilité cellulaire montrent que la sonde BFB inhibe la

croissance des cellules KPavec une Ci{de 1,0 £ 0,2 mM, indiquant une activité anticancéreuse

comparable a celle de la metformine écite 1,2 + 0,2 mM). Il est également intéressant de noter

que la BFA présente une activité avec uneo@e 2,2 + 0,3 mMKig. 2.14).
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Figure 2.14. Courbes représentatives de la viabilité cellulaire des cellule$ dPes 3 jours de
traitementavec la metformine (Met), ldiotine fonctionnalisé amineBFA), et la biotine
fonctionnalisé biguanideBFB), incluant les valeurs deoncentration efficaces 50 (CEsg)
correspondantes. Les valeurs représentent la moyeidéeatttype de trois réplicats biologiques.

En gaccumulant dans les mitochondries, en activant AMPK, et en inhibant la prolifération
des cellules KR, la sonde BFB a démontré les propriétés chimiques et biologiques attendues,
présentant un comportement similaire a celui de la metformine. Biea B&& laffiche également
une certaine activité biologique, il se distingue par un mécani&uwéah apparemment différent
et une localisation plus diffuse dans la cellule. Cette analogie structurale, combinée a ses
caractéristiques distinctes, fait de la BFAeumolécule intéressante a utiliser comrnenposé

contrble.

2.5 |l denti ficati on ddéune ci bl e

biguanides: la sousunité e de la kRF-ATP synthase

Dans notre approchéidentification des cibles mitochondriales déguanides, nous avons
utilisé une méthode deull-down inspirée et adaptée de la-itomunoprécipitation. Cette
technique repose sur la reconnaissance moléculaire de partenaires protéiques, récupérés par

centrifugation dans denditions« douces» (présence minimale de détergents et de sels) pour
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préserver les interactions protéif@stéines. Contrairement a la-tomunoprécipitation, qui
stappuie sur des interactions anticogmgigéne, notre approche de pddwn est basée sur
|Gnteraction biotinestreptaviding? Cependant,dhjout 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 vivaiteplus, la forte affinité entre la biotine et
la streptavidine nécessite des conditions drastiques, cotatitisdtion desodium dodécylsulfate
(SDS chauffé a 95100 °C, pour rompre leur interaction. Ces conditions peuvent altérer la structure
et léactivité des protéines purifiées et dénaturer la streptavidine, limitant la réutilisation des
réactifs!®444> Néanmoins, des méthodes plus douces peuvent étre développées pour éluer
uniquement les protéinesintérét, bien géelles nécessitent souvent des optimisations.

Pour identifier les potentielles protéines mitochondriales interagissant spécifiquement avec
les biguanides, nous avons réalisé des expériences eldopurilen paralléle avec les molécules
BFA et BFB sur des mitochondries purifiées a partir de lysats |ziels de KP4. Les
mitochondries ont été incubées ages composépuis, apres trois heures, des billes magnétiques
de Sepharose couplées a la streptavidine ont été ajoutées. Apres plusieurs lavages, les complexes
billes-streptavidinebiotine-biguanide/amingrotéines cibles ont été récupérés par aimantation.
Dans notre protocole, nous avons opté pour une €élution compétitive avec une solution de 50 mM
de metformineafin de décrocher les protéines interagissant avec les molécules biotihgbfeast
contenant les protéines liées aux biguanides a ensuite été dénaturé par SDS chauffé a 95 °C. Les
complexes non €lués ont été bouillis directement dans du SDS chaud. Les différents échantillons

protéiques ont été séparés par SOESE et analysés papectrométrie de massEig. 2.15).
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Récupération du
surnageant J—»'SO_,VG
Culot de cellules Surnageant
KP-4
A
Elution metformine,
pt migration sur gel SDS-Page
2
[ <
£ ) .
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Spectre MS/MS Culot obtenu aprés les étapes
de lavages
Figure 2.15. Schéma de la procédure du pddwn biotinest r ept avi di ne ° par

cellulaire (surnageant contenant les protéines solubles) de cellués idnéthode détaillée est

décrite au chapitre 6.&ette figure a été réalisée sur Biorender.com

Les résultats dgdnalyse par spectrométrie de masse ont perddierdifier un total de 69
protéines, toutes conditions confondues. Parmi celle® protéines ont montré une interaction
spécifigueavecla BFB (annexe 1Tab. 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,
notammentdsoforme 2 dedarginase et la soumité e de l&1F.-ATP synthase (ATP5I).

L6i sof or arginas2est dree métalloenzyme mitochondriale importante dans la
r®gul ati on du cycl e de lérdgininee®ernitlene etarédiga2.1g)s e | 6 h
Cette enzyme intervient notamment dans la régulation de plusieurs fonctions cellulaires telles que
|l a s®nescence, | 0i nf | d%indaatri goinnstanckered@mendiiétela | 6 a p o

metformineg | 6 i nhi biti on de cette enzyme par | es bi
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ATP5I est une petite protéine transmembranaire de 69 résidus fortement ancrée a la

membrane intern@itochondriale par son extrémitétdrminale (Nterf84°Principalement étudiée

chez la levure, ATP5I joue un rdle structural dans la formation et la stabilité des diméreg-de la F

ATP synthaseKig. 2.17), un processus crucial pour le repliement de la membrane interne et la

formation des crétes mitochondriaf€s® Bien que les biguanides médicinaux soient connus pour

staccumuler dans les mitochondries et perturber la chaine respiratoiiietpaition du complexe

[, aucune preuve directeGdteraction avec une soumité de la H-ATP synthase @ été

rapportée jusqi présent. Cependant, une étude récente de notre groupessuggdes biguanides

pourraient perturber Grganisation des crétes mitochondriales, entrainant des anomalies

structurelles qui pourraient étre liéesiateraction avec ATP5t
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Espace intermembranaire

Figure 2.17. Structures des diméres de EFATP synthase obtenue par criytE.>2 ATP5I (la

sousunité e) est représentée en jaune pale.

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
indirectementdorganisation et la fonction des autres complexes de la chaine respiratoire, y compris
le complexe |. Cette perturbation des fonctions mitochondriales pourrait avoir des implications
significatives sur le métabolisme des cellules cancéreuses, entrainaaltédasons de leur
production @nergie, de leur équilibre redox, éadtres processus métaboliques essentiels a leur
survie et leur prolifération. Comprendre le roléAT@P5I dans la biologie cellulaire et son
interaction avec les biguanides pourrait donc permetiacder les mécanismegadtion des
biguanides sur les cellules cancéreuses, en particulier celles du paRorgases raisons, nous
avons choisi de nous concentrer sur ATP5I comme cible des biguanides, en confirmant cette

interaction par deux approches :

1 Réitérer des expériences indépendantes dedpulh en incorporant de nouvelles
conditions contr®les puis immumduywysadagal bai Ip®c i

d @n anticorps dirigéontre ATP5I

T Produire ATP5I de f a-on recombinaimviteo af i n
par SPR
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2.6 Validation de lGexpérience depull-down

Nous avons répété les expériencepualedownen séparant les protéines éluées par-SDS
PAGE, suivie dmmunobuvardages avec un anticorps dirigé contre ATP5I, afin de confirmer la
présence de la protéinéitérét dans la condition BFB et valider sa potentielle interaces.
expériences indépendantes ont été réalisées sur des enrichissements mitochondriaux et des lysats
cellulaires provenant de différents types cellulaires, notamment les lignéésKAEK-293T,
cette derniere étant issue de cellules rénales embryonhairesnes, dans le but de renforcer la
robustesse des données obtenDesnouvelles conditions contr@lent été ajoutées, incluant des
billes de streptavidine seules (sans molécules biotinylées) et detjabidtine commerciale.

Les premiers résultats ont montré une faible quantité, voire une absence de protéines
détectées. Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces résultats : la petitéAdiR&Id8 kDa), sa
faible concentration dans les échantillons apres élution avec la metformine, sa faible affinité pour
le pharmacophore biguanide, ou encore la faible efficacitéadédorps utilisé. Face a ces défis,
nous avons modifié le protocole en augmentant la quantité de matériel biologique (quantité de
cellules ou de mitochondries), en transfectant transitoirement les callEl€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-BBRSE sans passer pd&étape @lution.

En réalisant les expériences pldl-downdans les lysats des cellules KRetHEK-293T,
avec un apport de matériel biologique supplémentaire et sans transfection ntéiamndnous
avons pu montrer, malgré une résolution limitée, Glation dMATPS5I est spécifique a la condition
BFB. Cependant, nous avons également observé la préganeddnde non spécifique (~11 kDa)
dans toutes les conditions pall-downavec les billes de streptavidingiq. 2.18. Cette bande
pourrait étre associée au monomere de streptavidine apres dénaturation des échantillons dans le

tampon SDS chauffé, confirmant ainsi la faible spécificitémiaticorps antATP5I.
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Figure 2.18. Validation dupull-downpar immunobuvardage dans les cellules&Rn utilisant

des conditions sans billes (lysat), des billes de streptavidine seulés @ D(+) biotine (B), la
biotine fonctionnalisée aminBFA), et labiotine fonctionnalisée biguanidBEB). Tous les éluats
ont été introduits dans un gel SIPAGE, puis analysés par immunobuvardagéaale dun
anticorps dirigé contre ATP5I.

Ces résultats suggérent une liaison entre le groupement pharmacophore biguanide et
ATP51 , mai s ils ne permettent pas de tirer d
interaction. Toutefois, la faible intensité de la bande observée pourrajténdine affinité de

liaison modérée, voire faihle

2.7 Conception dun essaiin vitro pour mesurer la spécificité et
guantifier |dnteraction entre le groupement pharmacophore
biguanide etATP5I

Dans le processus de découverte et développement de médicaments, il est essentiel de
disposer un modéle de criblage pour identifier le®lécules présentant les meilleures activités
biologiques en vue@tudes ultérieures. Ces essais fournissent des informations quantitatives sur
IGnteraction entre un médicament et sa cible, permettant, selon la nature de cette cible, de
déterminer des constante@nthibition (K;) pour les inhibiteurs enzymatiques ou des affinités de
liaison via la constante de dissociatio@é@glilibre Kp).>*

En raison des caractéristiques biophysiques particulietd3PbI, notamment ses

interactions protéiques et lipidiques avec la membrane mitochondriale, aucun modele isolé de cette
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protéine en solution@ été caractérisé. Cependant, des étudestoionatiques et des modeles de
prédiction basés sur sa séquence primaire et sa composition en acides aminés ont suggéré un profil
structural de la protéiré.Ces analyses prédisent que la structure second¥ii&P8l est une
h®lice U, avec une portion h®licopdal e membr a
Ce motifseraitimpliqué dans des interactions protépretéine fortes et treés spécifiques au niveau
de la membran®5>56 Egalement, iljouerait un role clé danséhncrage de la protéine a la
membrane interne mitochondriale, permettant la formati@ordodimeres intramembranaires
cruciaux pour la formation et la stabilité des formes dimériques et oligomériques ffe-FalP
synthase chez la levuf&>*°

Par ailleurs, des études complémentaires ont également montré que la pamiengle
(Cter) de la protéinposséde une structure hélicoidale qui tenatgassembler pour former une
structure superhélicoidafe Ce type de motif a été retrouvé dans la famille des protéin8s314
une classe de protéines possédant des domaines de liaison aux phosph&p€gsdetormations
structurales ont été confirmées par des structuresMBales complexesiFo-ATP synthases
i s ol ®s5(Hig 2.19)1 Qe différents motifs, associés aunesbul i ce U amphi pat
69 résidus, suggerent @ArP5I pourrait jouer un role de régulateur multifonctionnel, participant

a de nombreuses interactions moléculaires importantes dans la signalisation cellulaire.

b {SNJ

Figure 2.19. Structure tridimensionnelled8TP5I obtenue a partir de la base de données UniProt
(P56385),en représerdtion « maillage et schématique®® La séquence en bleu cyan indique la

région transmembranaire contenant le motif GxxxG.
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Lautilisation complémentaire de ProtParam, ainsi que des algorithmes prédictifs,récents
basés sur les données stockées dans Fmigsou TrEMBL, nous a permis de prédiautres
parameétres physiechimiques de la protéine, renforcamsi ces études Les résultats indiquent
guaun peu moins de la moitié de la protéine est hydrophobeien gjers de cellei est composé
déacides aminés chargés, avec 11 résidus chargés négati@seattate + Glutamategt 14
chargés positivemer{Arginine + Lysine) Avec un point isoélectrique (pl)dehviron 9,3, la
protéine est globalement hydrophobe et chargée positivement.

De plus, @indice ddnstabilité estimé a environ 52, qui prédit la stabilitévitro déune
protéine, etdndex aliphatique @nviron 96 qui mesure la proportion de résidus aliphatiques,
suggerent une protéine instablevitro. La mesure globaleddydropathie négativeénviron-0,5
indiqueelle un caractére hydrophile. Malgré cela, la préser@naeadrégion hydrophobe suggere
gue la protéine serait trés instalvlevitro, posant des défis pour son étude et sa purificéfiah.

2.1). En outre, @&absence de tryptophane compligéestimation de son coefficientektinction

molaire, limitant les études par absorbance ou fluoreséetceseque

Propriétés physicechimiques ATP5I

Nombre de résidus 69
Poidsmoléculaire (Da) 7933,21
Résidus chargés)( 11

Résidus chargés (+) 14
Pointisoélectrique 9,34

Indice dinstabilité 52,32 (instable)
Indice aliphatique 96,23

Mesure @ ydropathie -0,571

Tableau 2.1. Récapitulatif des propriétggysicec hi mi ques dO6ATPS5I
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Pour mesurer la spécificité et quantifiéaffinité de liaison entre le pharmacophore
biguanide et ATP5I, nous avons opté pour une méthode sensible basée sur les changements
déndice de réfraction en utilisant &R. En immobilisari BFB sur un biocapteur fonctionnalisé
avec de la streptavidine, nous avons réutilisé le systeme bsttepavidine pour exposer le
pharmacophore biguanide et quantifier son affinité de liaisonlayeotéineATP5I recombinante

purifiée

2.7.1 Généralités sur la poduction de protéinesrecombinante

Une grande partie de ce travail de doctorat a consisté en la production de la protéine ATP5I
recombinante par biotechnologietbjectif était de générer une grande quantité de matériel
biologique pour caractérisdinteraction des biguanides avec ATP5I via des es§atedhctions
in vitro, avec pour perspective de développer un modéle de criblage de composés et de mener une
étude structurale.

Pour Bexpression de protéines recombinantes, certaiasc t e ur s dldsnidgsr e s si o
sont congus pour permetti@xpression contrdlée de protéines de fusion. Gellesssédent, en
N- ou Gter de leurs séquences, des motifs de reconnaissance moléculaire, une fonctionnalité
particulierement utile pour la purification par affinité des protéines recombirfdrRéss haut,
nous avons présenté le systéme biesitneptavidine, mais il existe Gutres motifs de
reconnaissance plus largement utiljggsur leur facilité de séparation chromatographique, avec
des compétiteurs bien identifiés. Certains de ces motifs contiennent des protéines comme la
GlutathioneS-transférase (GST), connue pour sa forte interaction avec le glutéthsonencore
la protéine de liaison du maltose, qui présente une affinité pour le i&ltose

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 a huit), connus pour leur
capacité a complexer certains métaux, comme le nickel ob#dtcbes azotes du cycle imidazole
de khistidine sont de bons donneur&léctrons pour ces métaux, qui possédent des orbitales
vacante$”®® A i n sajoyt delpldisieurs His a la suite permet de complexer plus fortement ces
meétaux, fixés sur un support solide, et dordacdrocher de fagcon compétitive les protéines

étiquetées His par rapport aux autres protéiRigs 2.20).%°
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Figure220. Sc h®ma repr ®sent ant |l a compl exation des

61 hi sti di ne doé u Gaite fijyurecatét@alinée sudBorefdersamo n .

Ces plasmides contiennent donc les séquences codant pour ces motifs en amont et/ou en
aval du gene @htérét. Certains plasmides possédent également des séquences régulatrices, telles
que celles codant pouiopéron lactose (LacZ) et son répresseur (Lacl), permettant de contrbler
|Gexpression des protéines de fusion &golut de molécules inductricélacées entre la séquence
promotrice et la séquencéedpression du geneddtérét, ces séquences modulatrices régulent
lGacces de AARN polymérase T7 bactériennefethizyme responsable déinitiation de la
transcription’®"t

Léxpression basale de Lacl assure que le répresseur, en se liant a la séquence de LacZ,
bloque Eacceés deARN polymérase T7, inhibant ainsi la transcription. Cependant, en présence de
lactose, Lacl se détache de la séquence de LacZ, libérant @sade nécessaire a la T7
polymérase pour initier la transcription du géerimtérét. Léaddition dun analogue du lactose

pendant la croissance bactérienne permet ddndudre la production de la protéine au moment

107



souhait®. Le c¢ompo sBRl-tHogatattdp@andsiqenl®TG) estaygnéraigment b
utilisé comme inducteur, car, contrairement au lactosegedtrpas métabolisé par les bactéries.
(Fig. 2.21).72™

HO OH
=
HO 8<
OH
Figure22l. St ruct ur e icshao pi-OpptiedgadEetopyramnoside

2.7.2 Construction des plasmides recombinants ATP5I

La premiére étapa consisé a concevoir le plasmide recombinant podxpression
déATP5I humaine en utilisant des techniques de biologie moléculaire telles que le clonage. Pour
ce faire, nous avons amplifié un insert contenant la séquence codaniby aiesta-dire son
cadre de lecture ouvertggendant du codorfditiation (ATG) au codon STOP (TGA). Cet insert,
encadré par des sites de restriction et 3, a été obtenu a partiGdDN complémentaires (ADNc)
rétrotranscrits a partir des ARN messagers (ARNm) totaux isolésetleles KR4. Dans notre
cas, nous avons utilisé le coupléenzymes BamHEcoR1du fait de leur stabilité et de leur
compatibilité. Le plasmide choisi pour cette étadétéle plasmide pEITEV, génétiquement
modifié avec un promoteur poudARN polymérase T7, résistant émpicilline (AmpR), et
contenant une étiquettixHis suivie dun 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’

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 recombfPlasteurs autres constructions ont
également été réalisées pour ajouter des étiquettes supplémentaires, @imuetté3xFLAG.

Cette derniére, constituééuth motif AspTyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys répété trois fois (code
des acides amin&n annexe Ifab. A.1.2), a été ajoutée en-Mu Gter de la protéine. Ces motifs
en plaouer del @ solubilité a la protéine, améliorent la sensibilité de détection par
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immunobuvardage avec des anticorps -Bb#AG, et contiennent un site de clivage pour

|Gentérokinaserig. 2.2).®

a) b)
AmpR
ori C \ of’} V@
S R
3' ECOR1 w__ & oF
N3 e
pPET-TEV £ &
5'BamH1— 5727 b 'T7 Q}, &Q Qo)
TEV\ P PMKkD) & & &
6xHis
N
SD lacZ
BamH1 EcoR1

pa! ¢t o0Q

Figure 2.22. Construction et validation du plasmide pEEV. (a) Schéma illustrant la

construction du plasmidgb) Analyse de restriction de gel des différentes constructions post
purificaton.Les constructions ont ®t® di g®r ®es ~ | 6a
déobtenir | es plasmides sous forme | in®aire (EF
les constructions Nte3xFLAG-ATPSI et ATP5ICterr3xXFLAG, et 219 pb pour la construction

ATP5I. Les poids moléculaires (PM) sont représentésilebases (kb) ou paires de bases (pb).

AmpR: résistant aGampicilline Ori C: origine de réplicationSD: séquence Shine Dalgarna

méthode détaillée est décrite au chapitrele7plasmidea été réalisée sur Biorender.com

Pour IGexpression exogene de notre protéingntdrét, nous avons opté pour la
recombinaison génétique bactérienne en utilisant des cedliutadi BL21 Rosetta. Ces cellules
génétiqguement modifiées, contenant un plasmide conférant une résistance au chloramphénicol,
facilitent lGexpression 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 standard€H coli.”® Dans notre cas, iiagit du codon guanirguanineadénine (GGA),
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qui code pour deux arginines au milieu de la séquémégénérescence du code génétique en
annexe 1Tab. A.1.3.

27.3Sch®ma doéoexpression et de purifica

Une fois le plasmide construit, [rochaine étape est la transformation bactérienne, qui
consiste a introduire le plasmide dans des bactéries compétentes en augmentant leur perméabilité
membranaire, ici par des cycles de chéod.”” Aprés transformation, les bactéries sont étalées
sur de dagar supplémenté en antibiotiques, @nhpicilline (Amp) et le chloramphénicgiChl),
pour sélectionner uniquement les colonies ayant incorporé le plasmide. Elles sont ensuite incubées
pendant 16 heures a 37 °

Apres Eetape de sélection, une colonie est mise en culture dans un milieu liquide et laissée
croitre pendant 16 heures a 37 °C sous agitation, &fttethdre une densité cellulaire suffisante
pour augmenter le nombre de cop@s plasmides recombinants. La croissance est suivie
cinétiguement en mesurantD®soonma différents intervalles de temfsCette densité peut varier
selon le type de milieu de culture, les souches bactériennes, et le rieganesision de la protéine
recombinante. En général, dans un milieu de culture delLtygiEgeny BrotlLB), une induction
de KGexpression est effectuée a unesglhde Q6 en ajoutant d&iPTG (~1 mM) Fig. 2.23).

A ce stade, les bactéries cessent de se diviser pour se concentéexm@ssion des
protéines recombinantes. Dans notre cas, le nivéaqoiekssion de la protéine était insuffisant, ce
qui nous a poussés a optimiser le protocole. Nous avons utilisé un milieu de culture plus riche en
nutriments, leTerrific Broth (TB), supplémenté de 1%thanol, connu pour augmenter le taux
déexpressiof’,j u$quat t ei nehb e ruwmieB-DnG® Dpr essi on a ensuit
en ajlbumMMi6G pendant 4 heures °~ 30 AC.
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E. coliBL21
.

A o
N\ ‘)J

Figure223. Sc h®ma dobex pr e skadoloBiL21l RGséttd. ArhpgampmcadlinesChl:
chloramphénicgl AmpR: résistant admpicilling, Ori C: origine de réplicationLa méthode
détaillée est décrite au chapitre &®@tte figure a été réalisée sur Biorender.com

Une fois Bexpression terminée, les bactéries ont été lysées par sonication, puis centrifugées
pour récupérer les protéine8rdérét dans le lysat cellulaire. Apres filtration, le lysat a été injecté
dans une colonne chromatographique contenant des ions (Nckglcomplexés avec déalcide
nitrilotriacétique (NTA: Nitrilotriacetic Acid), qui retiennent les protéines étiquetées His. Apres
une série de lavages@midazole pour éliminer les protéines liées de maniere spécifique, un

gradient dimidazole a été utilisé pour détacher la protéietérét par compétitionHg. 2.24).

Il est probable que | a propension dO6ATP5I
déinclusion dans | es bact®ries, ce qui pourra
lors de la purificationL es ®t i quettes Hi s, probabl ement enf
di sponi bl e pour i nteragir avec | a colonne do:
pro®i ne doéint®r °t dans | e volume mort (Vm) de |
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