psychiatriques, il apparait important a
I’avenir d’étudier les modifications de
la tubuline, et plus particulierement la
polyglutamylation, dans ces contextes
pathologiques. ¢

Microtubule polyglutamylation and
neurodegeneration
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Le xeroderma pigmentosum

Un modeéle d'analyse du lien

entre accumulation de mutations
génomiques et effet Warburg durant
la transformation tumorale

Hamid Reza Rezvani, Alain Taieb

Leffet Warburg

Otto Warburg (1883-1970), prix Nobel
de médecine en 1931, constata un exces
de production de lactates dans les cel-
lules cancéreuses. Il émit en 1924, a
partir de ces observations, I’hypothese
qu'un élément fondamental du cancer
était d’ordre métabolique : les cellules
cancéreuses tireraient principalement
leur énergie de la fermentation anaé-
robie du glucose (glycolyse anaérobie)
au lieu de produire PATP a partir de
I"oxydation phosphorylante mitochon-
driale [1]. Le développement, a partir
des années 1950, de la biologie molé-
culaire et la découverte d’oncogénes
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et de genes suppresseurs de tumeurs
ont rejeté dans I"oubli I’hypothése de
Warburg. Or, on assiste ces dernieres
années a une réévaluation du réle de
I’effet Warburg en oncologie. Le concept
d’hyperconsommation de glucose par
les cellules tumorales a été exploité
progressivement pour devenir un outil
diagnostique majeur avec le développe-
ment clinique de la technique de tomo-
graphie par émission de positions (TEP-
scan) [2]. La découverte de mutations
dans des génes codant pour les enzymes
mitochondriaux (par exemple la suc-
cinate déhydrogénase) a I’origine de
certains cancers héréditaires (Tableau |)
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souligne le role du métabolisme bioé-
nergétique dans la progression tumorale
[3]. Les études récentes montrent que
beaucoup de lignées cancéreuses se
caractérisent par une augmentation de
la glycolyse, du transport du glucose
et de I'activité de la voie des pentoses
phosphates, ainsi que par une dimi-
nution des mitochondries, de la quan-
tité et de I'activité des protéines de la
phosphorylation oxydative par rapport
aux cellules normales [2, 3]. Ces altéra-
tions du métabolisme énergétique dans
les cellules cancéreuses pourraient étre
liées a plusieurs causes : mutations de
’ADN mitochondrial ; augmentation du
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Géne

Succinate déhydrogénase B (SDHB)

Succinate déhydrogénase C (SDHC)

Succinate déhydrogénase D (SDHD)

Fumarate hydratase (FH)

Fonction majeure

Cycle de Krebs,
chafne respiratoire

Cycle de Krebs,
chaine respiratoire

Cycle de Krebs,
chafne respiratoire

Cycle de Krebs

Type de tumeur

Paragangliomes® et phéochro-
mocytomes? familiaux, autres
tumeurs

Paragangliomes et phéochro-
mocytomes familiaux

Paragangliomes et phéochro-
mocytomes familiaux, syn-
drome de Cowden-like®, autres
tumeurs

Léiomyomes* cutanés multiples,
|éiomyomes utérins, Iéiomyo-
sarcome, carcinome papillaire

N° OMIM/ transmission

115310/autosomique dominant

605373/autosomique dominant

602690/autosomique dominant

605839 (Iéiomyomatose héréditaire
avec carcinome rénal, HLRCC)/

rénal

autosomique dominant

Tableau I. Cancers héréditaires par mutations des enzymes mitochondriaux.

! Les paragangliomes sont des tumeurs développées aux dépens du tissu paraganglionnaire. Les principaux sites anatomiques de paragangliomes sont la médullosurrénale, la téte et le cou

(glomus carotidien et vugal) (source : 0rphanet).

?Phéochromocytome : tumeur développée aux dépens de la médullo-surrénale.

¥ Syndrome de Cowden : maladie génétique rare qui associe des polypes hamartomateux a de nombreux cancers extradigestifs (sein et thyroide).

4 Léiomyome : tumeur bénigne développée aux dépens des fibres musculaires lisses.

stress oxydant résultant de la produc-
tion excessive d’espéces réactives de
I’oxygéne (ERO) [14]; adaptation des
tissus a ’hypoxie [2, 3] et/ou activation
d’oncogenes ou inactivation de genes
suppresseurs de tumeurs dont TP53,
HIF-1a (Hypoxia-inducible factor-la),
c-MYC et PIZK/AKT [4].

Cependant, la relation entre les muta-
tions génomiques, I’effet Warburg et
I’augmentation du niveau des ERO
durant la transformation tumorale reste
a clarifier (Figure 1). De plus, il n’y a pas
de mécanisme(s) formellement établi(s)
reliant "accumulation des mutations

génomiques et les modifications bioé-
nergétiques cellulaires.

Le xeroderma pigmentosum (XP) :

un modele pour I’étude

de la carcinogenése

Afin de comprendre les liens entre accu-
mulation de mutations, modifications
métaboliques et augmentation des €RO,
nous avons émis I’hypotheése que les
cellules exprimant une prédisposition a
la transformation maligne, ou celles qui
ont une capacité a accumuler des muta-
tions, pourraient permettre d’élucider
cette relation. Les cellules déficientes

Instabilité
génomique

Figure 1. Le tripode de la carcinogenése. ERO : espéces réactives de

I"oxygene.
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en protéine xero-
derma pigmento-
sum C (XPC) repré-
sentent un outil de
choix puisqu’elles
sont déficientes
dans le systeme de
réparation de I’ADN
par excision de
nucléotides (NER),
ce qui les rend plus
susceptibles a la
transformation

Otto Warburg

Métabolisme

néoplasique. Le sys-

téme NER est déficient dans trois mala-
dies : le XP, le syndrome de Cockayne et
la trichothiodystrophie [15], qui sont
génétiquement hétérogeénes [5]. Le réle
du systeme NER dans la cancérogenése
est évident chez les patients XP qui
présentent une extréme sensibilité aux
rayonnements UV et développent des
carcinomes et des mélanomes cutanés,
le risque étant multiplié par 1 000 avant
I’adge de 10 ans. De plus, un risque de
10 a 20 fois plus élevé de développer
des cancers internes avant 20 ans a été
décrit [6]. Les patients XP sont classés
en 8 groupes : XPA a XPG et un groupe
XPV. Dans les cellules des patients XPC,
la réparation couplée a la transcription
(TCR) est efficace et la réparation glo-
bale du génome (GGR) est déficiente.
Ces cellules accumulent donc des muta-
tions dans les parties non transcrites du
génome conduisant a une transforma-
tion néoplasique [5]. Les souris XPC”/~
ont aussi cette prédisposition a déve-
lopper des cancers spontanés et induits
par les UV [7]. De maniére intéressante,
les mutations les plus fréquemment
observées chez les souris dgées sont
des mutations G/T qui résultent d’un



Apoptose

1 ARNm de XPC
2 Dégradation de ’ARNm de XPC

3 Accumulation des dommages de I’ADN

4 Activation de NHE)
5 Activation de AKT

DPI ou
shNOX1

L
Apoptose

%o

Sénescence

- Augmentation des ERO

- Délétions de I'ADNmt

- Déficit en OXPHOS

= Changement métabolique
(OXPHOS vers glycolyse)

Formation de tumeurs

Figure 2. Un modéle décrivant les réponses cellulaires a I’invalidation de I’expression de XPC. ’extinction de XPC est obtenue par des shARN exprimés

grace a des vecteurs lentiviraux dans les kératinocytes humains normaux. L'accumulation des mutations suite a cette extinction induit une apop-

tose. Cependant, certaines cellules échappent a I’apoptose par ’activation de la voie de réparation NHE]. Cette activation aboutit a ’induction

de la voie AKT et de la NADPH oxydase 1 (NOX1) qui a son tour entraine une augmentation des ERO. Uaugmentation d’€R0 peut induire I’apparition

des mutations de ’ADN génomique et mitochondrial, et par conséquent une altération métabolique par la réduction de la fonction mitochondriale.

’augmentation d’€RO peut aussi induire les mutations d’oncogenes et/ou de génes suppresseurs de tumeurs conduisant a des anomalies du cycle

cellulaire, une prolifération plus importante, et enfin la formation de cellules tumorales. ERO : espéces réactives de "oxygéne ; NHE] : réparation

par religation non homologue ; DPI : diphényléne iodonium, inhibiteur de NOX ; ADNmt : ADN mitochondrial.

processus d’oxydation [8], suggérant le
role délétere des ERO.

LUaccumulation des Iésions de ’ADN
entraine une production d’€R0

et des changements métaboliques
Notre approche [9, 10] a été d’analy-
ser le comportement métabolique et la
transformation tumorale des kératino-
cytes normaux lorsqu’on invalide I’ex-
pression de XPC en utilisant des vecteurs
lentiviraux qui expriment des petits
ARN en « épingle a cheveux » (shRNA)
(Figure 2).

m/s n® 5, vol. 27, mai 2011

U'analyse de la prolifération des kératino-
cytes invalidés pour XPC (XPCKP) a montré
que certaines cellules ont acquis une
capacité de prolifération plus importante
que celles des cellules témoins apres 15
jours de culture. Uinjection des cellules
XPCKP & des souris immunodéficientes
a abouti a la formation de tumeurs de
type carcinome spinocellulaire (CSC), ce
qui montre [utilité de ces cellules pour
étudier les phases initiales de la carci-
nogenese. Une augmentation constitutive
des ERO a été observée dans les cellules
XPCKP en culture et des délétions de I’ADN

mitochondrial dues a cette augmen-
tation. Ces cellules XPCKP utilisent la
glycolyse comme source principale de
production d’ATP, comme en témoignent
la concentration diminuée de glucose et
la concentration élevée de lactate dans
le milieu de culture des cellules ainsi que
les mesures de la respiration cellulaire.
Les analyses mécanistiques ont montré
que I'activation de la NADPH oxydase-1
(NOX1) joue un rdle essentiel dans le
processus de transformation tumorale. €n
effet, I’extinction de NOX1 dans ce sys-
téme peut empécher "augmentation des
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€RO, les délétions de I’ADN mitochondrial,
les modifications métaboliques ainsi que
la transformation tumorale des kératino-
cytes XPCKP (Figure 2) [9, 10].

Compte tenu de I"importance de I'acti-
vation de NOX1 dans la transformation

tumorale des kératinocytes XPCKP

, nous
nous sommes intéressés au mécanisme
de cette activation. Nos résultats ont
révélé que I'accumulation des muta-
tions qui accompagne la diminution de
XPC conduit la majorité des cellules a
I"apoptose. Cependant, certaines cel-
lules peuvent échapper a I"apoptose
par I’activation d’autres voies de répa-
ration telles que, dans notre systeme,
’activation de la voie de réparation par
religation non homologue (NHEJ), une
voie qui majoritairement répare les cas-
sures double brin. La mort quasi totale
des cellules XPCKD suite & Iinhibition
de la voie NHEJ a confirmé cette hypo-
thése. 'activation de la voie NHE] peut
déclencher, par une phosphorylation,
la voie de signalisation AKT [11] qui
régule plusieurs étapes de la glycolyse.
Son activation est donc suffisante pour
Ilinduction de I'effet Warburg dans les
cellules non transformées ou les cellules
cancéreuses [12]. Or dans notre modéle,
I"activation de NOX1 dans les cellules
XPCKD est dépendante de I’activation de
AKT et par conséquent de la voie NHE]
(Figure 2). €n faveur de notre hypo-
thése, I'inhibition de la voie NHE) -AKT a
entrainé une abolition de I'activation de
NOX1 et par conséquent I'inhibition de
I’effet Warburg et I’absence de transfor-
mation tumorale des cellules XPCKP.
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Conclusion

La majorité des tumeurs cancéreuses
développent un métabolisme qui est
plus glycolytique qu’oxydatif. Ceci
avait conduit Warburg, il y a plus de
80 ans, a soupgonner un déficit de la
fonction mitochondriale dans la carci-
nogenese. 'importance de I’effet War-
burg dans la progression tumorale est
aujourd’hui largement confirmée, mais
la mécanistique des modifications
métaboliques reste a définir. L'utili-
sation des cellules invalidées pour XPC
nous a permis de proposer un nouveau
mécanisme par lequel "accumulation
des mutations dans le génome, pos-
sible grdace a I'inactivation d’un géne
de réparation de I’ADN, peut aboutir
a la formation de tumeurs via des
effets sur la production des €ERO et le
métabolisme bioénergétique. En effet,
notre étude montre que I’accumula-
tion de mutations n’est pas suffisante
seule pour I’induction de la transfor-
mation tumorale des kératinocytes
XPCKD et que I’augmentation du niveau
des ERO et les changements métaboli-
ques sont indispensables pour ce pro-
cessus. Comme I'activation de NOX a
été constatée dans plusieurs tumeurs
[9, 13], Pinhibition de cette activa-
tion pourrait étre une piste originale
pour la prévention et la thérapie des
cancers liés a une augmentation des
€RO. ¢

Xeroderma pigmentosum:

a useful model to study the relation
between genomic mutations

and cell transformation

> Grdace a m/s, vivez en direct
les progres des sciences biologiques

et médicales
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