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Pathologie Chirurgicale
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Gynécologie -Obstétrique
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Anesthésie Réanimation- Doyen de FMPO
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Chirurgie Générale

Pharmacie galénique
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Pédiatrie

Pneumo-phtisiologie Directeur Hop. My Youssef

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
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Neurochirurgie
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie - Directeur Hop.Cheikh Zaid
Urologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Pédiatrie
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Néphrologie
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Gastro-Entérologie
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Pédiatrie
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Anatomie
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Chirurgie Générale

Anesthésie-Réanimation

Neuro-Chirurgie

Chirurgie-Pédiatrique

Chirurgie Générale

Pédiatrie - Directeur Hop. Univ. Cheikh Khalifa
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale Directeur Hopital Ibn Sina
Chirurgie Thoracique

Traumatologie Orthopédie

Chirurgie Vasculaire Périphérique V-D chargé Aff Acad. Est.
Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique

Pédiatrie

Anatomie Pathologique

Urologie

Cardiologie
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Endocrinologie et Maladies Métaboliques
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Pr.
Pr.
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Pédiatrie
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Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Gynécologie Obstétrique
Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale

Neurologie

Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Rhumatologie
Ophtalmologie
Rhumatologie

Directeur Hop. Al Ayachi Salé

Pédiatrie
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Pr. CHENGUETI ANSARI Anas
Pr. DOGHMI Nawal
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Pr. IDRISS LAHLOU Amine*
Pr. JROUNDI Laila

Pr. KARMOUNI Tariq

Pr. KILI Amina
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Cardiologie

Biophysique

Cardiologie (mise en disponibilité)
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Rhumatologie
Hématologie

OR.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique

Chirurgie Cardio — Vasculaire. Directeur Hopital 1bn Sina

Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Médecine Interne
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Chirurgie générale
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Pr. BENZIANE Hamid *

Pr. BOUTIMZINE Nourdine
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Pr. EL BEKKALI Youssef *
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Pr. TOUATI Zakia

Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali *

Pr. AGADR Aomar *

Pr. AIT ALI Abdelmounaim *
Pr. AKHADDAR Ali *

* Enseignants Militaires

Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Anesthésie réanimation
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie

Pharmacie galénique
Chirurgie générale
Chirurgie cardio-vasculaire
Chirurgie générale
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie
Radiothérapie
Microbiologie
Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologie biologique
Virologie
Biochimie-chimie
Médecine interne
Radiologie

Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie-orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Médecine interne
Pédiatrie

Chirurgie Générale
Neuro-chirurgie
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Pr.
Pr.
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Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
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Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
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Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
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ARKHA Yassir
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BJIJOU Younes
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BOUSSOUGA Mostapha *
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DOGHMI Kamal *

EL MALKI Hadj Omar
EL OUENNASS Mostapha*
ENNIBI Khalid *

FATHI Khalid
HASSIKOU Hasna *
KABBAJ Nawal

KABIRI Meryem
KARBOUBI Lamya
LAMSAOURI Jamal *
MARMADE Lahcen
MESKINI Toufik
MESSAOUDI Nezha *
MSSROURI Rahal
NASSAR Ittimade
OUKERRA Latifa

RHORFI Ismail Abderrahmani *

Octobre 2010

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALILOU Mustapha
AMEZIANE Taoufig*
BELAGUID Abdelaziz
CHADLI Mariama*
CHEMSI Mohamed*
DAMI Abdellah*
DARBI Abdellatif*

DENDANE Mohammed Anouar

EL HAFIDI Naima
EL KHARRAS Abdennasser*
EL MAZOUZ Samir

* Enseignants Militaires

Radiologie

Rhumatologie
Neuro-chirurgie Directeur Hop.des Spécialités
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale
Traumatologie-orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Hématologie clinique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Médecine interne
Gynécologie obstétrique
Rhumatologie
Gastro-entéerologie
Pédiatrie

Pédiatrie

Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Cardiologie
Pneumo-Phtisiologie

Anesthésie réanimation
Médecine Interne Directeur ERSSM
Physiologie

Microbiologie

Médecine Aéronautique
Biochimie- Chimie

Radiologie

Chirurgie Pédiatrique

Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Plastique et Réparatrice
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Pr. ERRABIH Ikram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*
Pr. NAZIH Mouna*

Pr. ZOUAIDIA Fouad

Decembre 2010
Pr. ZNATI Kaoutar

Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed

Pr. ABOUELALAA Khalil *

Pr. BENCHEBBA Driss *

Pr. DRISSI Mohamed *

Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
Pr. EL OUAZZANI Hanane *

Pr. ER-RAJI Mounir

Pr. JAHID Ahmed

Pr. RAISSOUNI Maha *

Février 2013

Pr. AHID Samir

Pr. AIT EL CADI Mina

Pr. AMRANI HANCHI Laila

Pr. AMOR Mourad

Pr. AWAB Almahdi

Pr. BELAYACHI Jihane

Pr. BELKHADIR Zakaria Houssain
Pr. BENCHEKROUN Laila

Pr. BENKIRANE Souad

Pr. BENNANA Ahmed*

Pr. BENSGHIR Mustapha *

Pr. BENYAHIA Mohammed *
Pr. BOUATIA Mustapha

Pr. BOUABID Ahmed Salim*

Pr. BOUTARBOUCH Mahjouba
Pr. CHAIB Ali *

Pr. DENDANE Tarek

* Enseignants Militaires

Urologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Hématologie

Anatomie Pathologique

Anatomie Pathologique

Chirurgie pédiatrique
Anesthésie Réanimation
Traumatologie-orthopédie
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Chirurgie Pédiatrique
Anatomie Pathologique
Cardiologie

Pharmacologie
Toxicologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Réanimation Médicale
Anesthésie Réanimation
Biochimie-Chimie
Hématologie

Informatique Pharmaceutique

Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chimie Analytique et Bromatologie

Traumatologie orthopédie
Anatomie

Cardiologie

Réanimation Médicale



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
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Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
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Pr.
Pr.
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Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

DINI Nouzha *
ECH-CHERIF EL KETTANI Mohamed Ali
ECH-CHERIF EL KETTANI Najwa
ELFATEMI Nizare

EL GUERROUJ Hasnae
EL HARTI Jaouad

EL JAOUDI Rachid *

EL KABABRI Maria

EL KHANNOUSSI Basma
EL KHLOUFI Samir

EL KORAICHI Alae
EN-NOUALI Hassane *
ERRGUIG Laila

FIKRI Meryem

GHFIR Imade

IMANE Zineb

IRAQI Hind

KABBAJ Hakima

KADIRI Mohamed *
LATIB Rachida
MAAMAR Mouna Fatima Zahra
MEDDAH Bouchra
MELHAQUI Adyl
MRABTI Hind

NEJARI Rachid
OUBEJJA Houda
OUKABLI Mohamed *
RAHALI Younes

RATBI llham

RAHMANI Mounia
REDA Karim *
REGRAGUI Wafa
RKAIN Hanan

ROSTOM Samira
ROUAS Lamiaa
ROUIBAA Fedoua *

Pr SALIHOUN Mouna

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

SAYAH Rochde
SEDDIK Hassan *
ZERHOUNI Hicham
ZINE Ali *

* Enseignants Militaires

Pédiatrie

Anesthésie Réanimation
Radiologie
Neuro-chirurgie
Médecine Nucléaire
Chimie Thérapeutique
Toxicologie

Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Anatomie

Anesthésie Réanimation
Radiologie

Physiologie

Radiologie

Médecine Nucléaire
Pédiatrie
Endocrinologie et maladies métaboliques
Microbiologie
Psychiatrie

Radiologie

Médecine Interne
Pharmacologie
Neuro-chirurgie
Oncologie Médicale
Pharmacognosie
Chirugie Pédiatrique
Anatomie Pathologique
Pharmacie Galénique Vice-Doyen a la Pharmacie
Génétique

Neurologie
Ophtalmologie
Neurologie

Physiologie
Rhumatologie
Anatomie Pathologique
Gastro-Entérologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Entérologie
Chirurgie Pédiatrique
Traumatologie Orthopédie



AVRIL 2013
Pr. EL KHATIB MOHAMED KARIM *

MARS 2014

Pr. ACHIR Abdellah

Pr. BENCHAKROUN Mohammed *
Pr. BOUCHIKH Mohammed

Pr. EL KABBAIJ Driss *

Pr. EL MACHTANI IDRISSI Samira *
Pr. HARDIZI Houyam

Pr. HASSANI Amale *

Pr. HERRAK Laila

Pr. JANANE Abdellah *

Pr. JEAIDI Anass *

Pr. KOUACH Jaouad*

Pr. LEMNOUER Abdelhay*

Pr. MAKRAM Sanaa *

Pr. OULAHYANE Rachid*

Pr. RHISSASSI Mohamed Jaafar

Pr. SEKKACH Youssef*
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I. Introduction :

Le cycle de Krebs est une voie métabolique ayant lieu dans toutes les cellules, au
niveau du cytoplasme pour les bactéries, ou de la mitochondrie chez les eucaryotes. Il
est la plaque tournante de tous les catabolismes (glucides, lipides, protides) et donc de
la production d'énergie. Le fait que le cycle de Krebs soit indispensable a de
nombreuses voies métaboliques, tant anaboliques que cataboliques, suggeére qu'il a
probablement été l'un des premiers éléments fondateurs du metabolisme cellulaire a
s'étre mis en place au cours de I'évolution, peut-étre par abiogenése. Il est apparenté a
des réactions se produisant chez les bactéries anaérobies et aurait évolué en plusieurs
fois ; il existe theoriquement plusieurs alternatives au cycle de Krebs, mais ce dernier
semble étre le plus efficace: si plusieurs alternatives ont évolue indépendamment, elles

ont di toutes converger vers le cycle de Krebs

Le cycle de Krebs occupe une place centrale dans le métabolisme cellulaire et est
le point de jonction de nombreuses voies essentielles. Depuis le debut des années
2000, un lien a été demontré entre I’apparition de certains cancers et des mutations
affectant des genes codant pour des enzymes du cycle de Krebs, la Succinate
déshydrogenase, la fumarase ou les iso-enzymes 1 et 2 de l'isocitrate déshydrogénase,

ainsi que le complexe alpha cétoglutarate déshydrogénase .

Ces troubles constituent un groupe de maladies humaines rares qui présentent
une complexité etonnante compte tenu de nos connaissances actuelles sur la fonction
du cycle de Krebs et la biogenése. Agissant comme une plaque tournante du
métabolisme cellulaire, il est distribué de maniére omniprésente dans l'organisme et

ses composants enzymatiques codés par des genes domestiques supposes typiques.

Le cycle de Krebs semble également jouer un réle central dans la réponse aux
stimuli pro-inflammatoires, les intermeédiaires du cycle de Krebs intervenant alors

comme molécules de signalisation et comme immuno-modulateurs.



Les mutations dans les génes codant des enzymes du cycle de Krebs ne sont
évidemment pas les seuls acteurs dans la promotion du phénotype tumoral, et si les
avancées en génétique des 30 derniéres annees ont permis la mise en évidence de
mutations causales permettant d’expliquer la transformation cellulaire (comme par
exemple la Succinate déshydrogénase dans certains cas de gliomes), elles ne peuvent a
elles seules rendre compte des derégulations metaboliques qui se mettent en place au
cours de tous les processus tumoraux. En effet, des interactions complexes dans les
multiples voies de signalisation controlant le meétabolisme peuvent conduire a une
reprogrammation métabolique propice a I’expansion de cellules tumorales, avec en

retour un retentissement sur I’activité du cycle de Krebs.
Notre travail vise les objectifs suivants :
e Comprendre le mécanisme du cycle de Krebs.

e Assimiler I’importance de maintenir I’intégrité des enzymes impliqués dans le

mécanisme du cycle de Krebs.

e Obtenir un apercu sur les consequences sanitaires des anomalies du cycle de

Krebs. Nous nous intéresserons dans ce volet, aux enzymes suivants :
v" La Succinate déshydrogénase.
v’ L’a cétoglutarate déshydrogénase.

v' L’isocitrate déshydrogénase.



du cycle de Krebs ,;_




I1. Métabolisme du cycle de Krebs :
1. Généraliteés :
Le cycle de Krebs est aussi appelé : Cycle des acides tricarboxyliques = cycle de
I’acide citrique.
Il s’agit d’un carrefour du métabolisme intérmédiaire a réle amphibolique.

C’est la voie finale commune d’oxydation des molécules d’acétyl-CoA
(glycolyse aérobie, oxydation des acides gras + intégration des acides amines) en CO2
et H20.

Il consiste en des réactions séquentielles au niveau des mitochondries formant
une boucle. Ansi, il aboutit & la production d’un seul ATP sous forme de GTP, 3
NADH, H+, 1 FADH2 [1].

2. Définition :
Le cycle de Krebs, aussi appelé cycle de l'acide citrique est un processus

organique liés a la fonction respiratoire qui consiste a la métabolisation de glucides, de

lipides et d’acides aminés pour produire des molécules énergétiques[2].(figure 1)
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Figure 1: Vue détaillée du cycle de I’acide citrique [3].



3. Roles du cycle de Krebs :

eDouble réle :

- Production d’énergie : plus de 90% d’énergie produite dans les cellules
aerobies provient du cycle de Krebs en relation avec la chaine respiratoire
mitochondriale.

- Source de précurseurs : le cycle fournit également des intermédiaires pour les

biosynthéses.
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thsphmnolpvruvam 1— Oxaloacetate Ci ItTIiI

Citric 1
acid
Malate ‘-"Ydﬂ r-Ketoglutarate
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""'- Succinyl-CoA
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Figure 2: Role du cycle du citrate [3].



4. Fonction catabolique du cycle :

4.1. Les etapes :
4.1.1. Les enzymes :

eLes enzymes de cycle de Krebs sont des protéines de membrane trouvées dans
la matrice des mitochondries a I’exception de la Succinate déshydrogénase qui est une

protéine intégrale de la membrane mitochondriale interne.

eLe tableau ci-dessous résume les dix étapes du cycle de Krebs, catalysees par
huit enzymes différentes. Ces étapes sont remarquablement conservées selon les
especes, mais les enzymes peuvent en revanche différer assez sensiblement d'un
organisme a un autre. Les réactions et les enzymes présentées dans ce tableau sont

celles qui prévalent chez les mammiferes [4] :



Tableau I: Vue générale des enzymes ainsi que les types de réactions entrant dans le
cycle de Krebs [4].

Substrats

Oxaloacétate
+ Acétyl-CoA
+H 20

Citrate

cis-Aconitate
+H 20

Isocitrate
+ NAD"

Oxalosuccinate

a_
Cétoglutarate
+ NAD*

+ CoA-SH

Produits

Citrate
+ CoA-SH

cis-Aconitate
+ H,0

Isocitrate

Oxalosuccinate
+ NADH + H”

a_
Cétoglutarate
+ CO,

Succinyl-CoA
+ NADH + H”
+ CO,

Enzyme

Citrate

synthase

Aconitase

Isocitrate
déshydrogénase

Complexe a-
cétoglutarate
déshydrogénase

Type de
réaction

Crotonisation

Déshydratation

Hydratation

Oxydation

Décarboxylation

Décarboxylation
oxydative

Remarques

Irréversible,

allonge l'oxaloacétate
(4C) en une molécule a
six atomes de carbone

Isomérisation réversible

Produit
du NADH (équivalent a
2,5 ATP)

Réaction limitante,
étape irréversible,
produisant une
molécule a cinq atomes
de carbone.

Etape irréversible,
produisant

du NADH (équivalent a
2,5 ATP),

conduisant a une
molécule a quatre
atomes de carbone
(hors coenzyme A)



7

10

Succinyl-CoA
+ GDP + P,

Succinate
+ C0Q1o

Fumarate
+ H,0

L-Malate
+ NAD"

Succinate
+ CoA-SH
+GTP

Fumarate
+ CoQqoH>
(ubiquinol)

L-Malate

Oxaloacétate
+ NADH + H”

Succinyl-CoA
synthétase Phosphorylation

Succinate
déshydrogénase | Oxydation

PR Hydratation

Malate
déshydrogénase | Oxydation

10

ou ADP — ATP ala
place de GDP — GTP,
produit une molécule
d'ATP ou d'un
équivalent

La réaction de
condensation du GDP

avec le P; et
I'nydrolyse de

la Succinyl-

CoA implique la
molécule d'H,0 requise
pour I'équilibre de la
réaction.

Utilise

le FAD comme groupe
prosthétique (FAD —
FADH; a la premiere
étape de la réaction),
équivalent a 1,5 ATP

Réversible (en réalité,
I'équilibre favorise la
formation du L-malate),
produit

du NADH (équivalent &
2,5 ATP)



4.1.2. Le déroulement des étapes :
+ Formation du citrate :

- La citrate synthase condense l'oxaloacétate et l'acétyl-CoA en citrate avec
libération de la coenzyme A. Il se forme un intermédiaire transitoire, la citroyl-CoA.
La liaison thioester de l'acétyl-CoA est une liaison a haut potentiel d'hydrolyse. Le
couplage des activites hydrolase et synthase rend la réaction de synthese
thermodynamiquement possible. Cette réaction est une étape régulatrice du cycle, avec
comme effecteur négatif sur la vitesse de réaction la Succinyl-CoA, le NADH, l'acétyl-
CoA, le citrate et I'ATP [5] .

'?,,0
c2 H,0 CoA-SH CHy—C_
’ \ 0
R ‘ *'3=<'|‘—vf‘t'm =R 3 1[{'1—{|"--r:('10
S00A  CH,—COp~ b CH,—C00
Acetyl-CoA Oxaloacetate Citrate
C4 =

Figure 3: Formation du citrate [6].
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+ |somérisation du citrate en isocitrate :

- L'aconitase, une lyase, catalyse la déshydratation du citrate en cis-aconitate.
Bien que la molécule de citrate semble étre symétrique, on a montre que le départ

d'eau a lieu entre les atomes de carbone issus de I'oxaloacétate .
- L'aconitase catalyse également I'nydratation du cis-aconitate en isocitrate :

-Les deux étapes precédentes, catalysées par l'aconitase, aboutissent a

I'isomeérisation du citrate en isocitrate [5].

CH,~C00~ H0 [ CH,—C00 H,0 CH,—C00
HO—(II—(!(}() : L | =000 — H—(I':—(:(')(J
H—é—CDO" o ¢|3—coo" HO—{I.T—C{}O'

Ili _1‘| i Ell

Citrate cis-Aconitate [socitrate

Figure 4: Isomérisation du citrate en isocitrate [6].
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4+ Décarboxylation oxydative de I’isocitrate en a cétoglutarate :

- L'isocitrate deshydrogénase, une oxydoréductase, catalyse l'oxydation de

I'isocitrate en Oxalosuccinate .

- L'isocitrate déshydrogénase catalyse également la déecarboxylation de
I'Oxalosuccinate, instable, en a-cétoglutarate avec dégagement de CO,, en une réaction

irréversible .

- C'est également une étape régulatrice du cycle, avec comme effecteurs négatifs
le NADH et I'ATP. La présence d'ADP favorise au contraire l'activité de I'isocitrate

déshydrogénase, et ainsi la vitesse de cette réaction [5].

(00
- NAEJ‘ Nﬂd}h;r+ ' '00{\c #0 H* i 'OOC\[ /%0
00C—(— \/ » 00C—(C—H *\—L (H,
(H, (H, (H
(00 (00" (00"
Isocitrate Oxalosuccinate a-Ketoglutarate

Figure 5: Décarboxylation de I’isocitrate en a cétoglutarate [6].
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+ Décarboxylation oxydative de I’a cétoglutarate en Succinyl CoA :

- Le complexe a-cétoglutarate deshydrogénase catalyse la décarboxylation
oxydative de l'a-cétoglutarate en Succinyl-CoA avec production de NADH+H" et
dégagement de CO,. C'est une réaction semblable a celle convertissant le pyruvate en
acetyl-CoA, catalysée par le complexe pyruvate deshydrogénase. Ce complexe
enzymatique fait intervenir successivement trois enzymes — l'a-cétoglutarate
déshydrogenase, la dihydrolipoamide S-succinyltransférase et la dihydrolipoyl
déeshydrogenase et cing cofacteurs : le TPP, le lipoamide, la coenzyme A, le FAD et le

NAD™. Cette réaction est irréversible.

- Le NADH, le GTP et la Succinyl-CoA sont des effecteurs négatifs sur l'activité

du complexe enzymatique [5].

Cc5 c4
UH;—COO CO.L"!:.\-HH Nfi&D NH:JH}-'*('JHJ_L‘UU
CH, /7 CHy + COs
-~ e .\
(]__C:OD_ |il-]kll’ill!.{;ll’.'II'.'th- (_‘:_S-{-‘-I'IA
I dehydrogenase I
0 complex 0O
a-Cétoglutarate Suecinyl-CoA

Figure 6: Décarboxylation de I’a cétoglutarate en Succinyl CoA [6].
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+ Formation du Succinate :

- La Succinyl-CoA synthétase, ou Succinate thiokinase, convertit la Succinyl
CoA en Succinate et coenzyme A avec formation d'une molécule de GTP chez les

animaux ou d'ATP chez les plantes et les bactéries. Cette réaction est reversible [5].

?HQ_COO_ GDP + P; GTP CoA-SH (|100‘
(e N S S
ﬁ_S‘CDA ) suceinyl-CoA ?Hz

0 syntgatase COO~
Succinyl-CoA Succinate thiokinase Succinate

Figure 7: Formation du Succinate [6].
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+ Déshydrogénation du Succinate en Fumarate :

- La Succinate déshydrogénase, une oxydoreductase, catalyse l'oxydation du
Succinate en fumarate avec réduction concomitante de I'ubiquinone (coenzyme Q) en
ubiquinol (CoQyoH,). Cette enzyme flavoprotéique a FAD est le complexe Il de la
chaine respiratoire. Elle est inhibée par le malonate. Le FAD etant un groupe
prosthetique lié de maniére covalente a l'enzyme, il ne fait que transmettre les

électrons et protons au « vrai » substrat CoQjg.

- Cette réaction est la derniére réaction régulatrice du cycle. Le malonate est ici
I'inhibiteur compétitif [5].

FADHs |

CH, \/ ‘ (HJH

succinate

COO~ dehydrogenase COO"

Succinate Fumarate

Figure 8: Déshydrogénation du Succinate en Fumarate [6].
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+ Hydratation du Fumarate en L-malate :
- La fumarase, une lyase, catalyse I'hydratation du fumarate en L-malate.

- La fumarase fixe une molécule d’eau sur le fumarate pour former la L-

malate[5].

COO~ (IZODF

| H
CH “[0 HO—CH
| Ny - ]
H(lj ~  fumarase H(T-:_H
CcCOO COO
Fumarate .-Malate

Figure 9: Hydratation du Fumarate en L-malate [6].
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+ Régénération de I’oxaloacétate :

- La malate déshydrogénase, une oxydoréductase, convertit le L-malate en

oxaloacétate avec formation de NADH+H".

- Cette réaction est catalysée par une malate déshydrogénase NAD™ dépendante

chez les eucaryotes , et quinone-dépendante chez les procaryotes [5].

COO_ NAD®  NADH + H' (|300‘

HO—C—H \ / 0=(|J
‘ CH,

malate |

COO - dehydrogenase COO
L-Malate Oxaloacetate

Figure 10: Régénération de I’oxaloacétate [6].
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4.2. Bilan énergétique :

eLe bilan global du cycle est donc :

CH3-CO-COOH + 4 NAD+ + FAD + ADP + Pi + 2 H20 ==>3 CO2 + 4
NADH + 4 H+ + FADH2 + ATP

ePour une molécule de glucose de départ, il faut multiplier ces valeurs par deux.

eLe cycle de Krebs produit donc 2 ATP, plus les deux de la glycolyse, cela fait 4
ATP. Les 4 NADH contiennent également de I'énergie qui sera transformée en 3 ATP
chacun lors de I'étape suivante (soit 24 ATP) et le FADH2 capable d'en produire 2 (4
au total). C'est donc un total de 32 ATP produit. Il ne faut pas oublier non plus les
deux NADH produits lors de la glycolyse anaérobie et qui ne sont pas consommeés ici
(contrairement a ce qui se passe dans la fermentation). Chez les eucaryotes, ils sont
produits dans le cytosol et leur entrée dans la mitochondrie consomme 1 ATP, ils n’en
produisent que 4, soit un total final de 36 ATP, ce qui représente 37% de I'énergie
stockée dans une molécule de glucose récupeérée, ce qui est tres nettement supérieur au

rendement des fermentations (2%).

eCe rendement est du méme ordre de grandeur que les meilleurs appareils

utilisant I'énergie chimique pour fonctionner tels les moteurs a explosion [7].
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Tableau I1: Bilan énergétique pour un tour du cycle de Krebs [6].

CYCLE DU CITRATE BILAN ENERGETIQUE

1GTP 1ATP
3 NADH,H+ 9 ATP
1 FADH2 2 ATP
TOTAL 12 ATP

Tableau I11: Bilan énergétique de I’oxydation compléte d’une molécule de glucose [6].

VOIE DIRECTE PHOSPHORYLATION

OXYDATIVE
GLYCOLYSE 2 ATP 2 NADHH+ = 6 ATP
DECARBOXYLATION 2 NADHH+ = 6 ATP
OXYDATIVE
CYCLE DE KREBS 2 GTP = 2 ATP 6 NADHH+ = 18 ATP
2 FADH2 = 4 ATP
4 ATP 34 ATP

TOTAL = 38 ATP
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5. Fonction anabolique du cycle :

e Biosynthese du glucose :

- Si pouvoir réducteur intra-mitochondrial éleve : Oxaloacétate dévié vers la
synthése de glucose (Néoglucogenése a partir d’AA glucoformateurs ou du
lactate)

- Sortie de I’Oxaloacétate des mitochondries par la navette du malate

- Tous les intermédiaires du cycle de Krebs sont potentiellement
glucogéniques (car conduisent a I’oxaloaceétate).

e Biosynthese des acides aminés :

- A partir de I’oxaloacétate : a-cétoglutarate (acide o-cétoniques), aspartate,
glutamate par réaction de transamination [1].

a-Cétoglutarate Alanine Oxaloacétate

O=CH-COO" H:N"EH-COOH =~i»coo-
H, H, H,-COO™
&Hcoor
H:N—iH-COO' 0=¢-coo- nN—cH.coo"
H, H, H,-COO™
thcoo ’

Figure 11: Biosynthése des acides aminés [1].
e Biosynthese d’intermédiaires du cycle (réactions anaplérotiques) :
- a partir d’a-cétoglutarate, Succinyl-CoA, fumarate a partir d’AA.
e Biosynthese des acides gras et du cholesterol :

- Biosynthese dans le cytoplasme a partir de I’acétyl-CoA cytoplasmique : le
citrate permet a ce dernier de sortir des mitochondries.

e Biosynthese de I’héme :

- A partir du Succinyl-CoA, synthése du noyau porphyrine commun a
I’hémoglobine, la myoglobine, les cytochromes [1].

21



6. Régulation :

eLes étapes irréversibles du cycle de Krebs peuvent étre régulées : étape de la
citrate synthase, de [lisocitrate déshydrogénase et du complexe ao-cétoglutarate
déshydrogenase :

la citrate synthase est activee par I'ADP mais inhibée par le NADH, I'ATP et le
citrate. Elle est donc respectivement inhibée par le pouvoir réducteur, la charge
énergétique et le produit de la réaction qu'elle catalyse.

I'isocitrate déshydrogenase est activée par le calcium et I'ADP, et est inhibée par
le NADH et I'ATP.

le complexe a-cétoglutarate déshydrogenase est activé par le calcium et inhibé
par le NADH, I'ATP et son produit de réaction, la Succinyl-CoA [8].

eLa regulation du cycle de Krebs repose essentiellement sur la disponibilité du
substrat et I'inhibition par les produits de réaction. Si ces réactions n'étaient pas
régulées, le cycle de Krebs gaspillerait de grandes quantités d'énergie métabolique en
produisant un exces d'’ATP et de coenzymes réduites telles que le NADH [9].

Le NADH est produit par toutes les déshydrogénases du cycle hormis la
Succinate déshydrogénase et a pour effet dinhiber le complexe pyruvate
déshydrogenase, l'isocitrate  déshydrogénase, le complexe a-cétoglutarate
déshydrogenase ainsi que la citrate synthase.

L'acetyl-CoA inhibe le complexe pyruvate déshydrogénase, tandis que la
Succinyl-CoA inhibe le complexe ao-cétoglutarate déshydrogénase et la citrate
synthase. Les essais in vitro sur les enzymes du cycle de Krebs montrent que I'ATP
inhibe la citrate synthase et le complexe a-cétoglutarate deshydrogénase ; cependant,
le taux d'ATP in vivo ne varie pas de plus de 10 % entre les périodes de repos et
d'activité soutenue, et aucun mécanisme allostérique connu ne permet de moduler
significativement l'activité d'une enzyme avec une variation d'au plus 10 % de la
concentration d'un effecteur allostérique [10].
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Le cation de calcium Ca®* intervient comme régulateur. Le taux de calcium dans
la matrice mitochondriale peut atteindre quelques dizaines de micromoles par litre. Il
active la pyruvate déshydrogénase phosphatase, laquelle active a son tour la
composante pyruvate déshydrogénase (E1) du complexe pyruvate déshydrogénase. Il
active également l'isocitrate déshydrogénase et le complexe a-cétoglutarate
déshydrogeénase. Ceci accroit la vitesse de réaction de plusieurs étapes du cycle, et

accroit donc le flux de composés a travers cette voie métabolique [11].

Le citrate agit en inhibant la phosphofructokinase, laquelle intervient dans la
glycolyse et donc contribue a la formation de pyruvate via le fructose-1,6-bis
phosphate. Ceci constitue une boucle de rétroaction entre les deux voies métaboliques
[12].

Pyruvate

® ATP, acetyl-CoA,

pyruvate MADH, fatty acids

dehydrogenase
complex | &) AMP, CoA, NAD*, Ca2*

k.

Acetyl-CoA

NADH, succinyl-Cod, citrate, ATP

@) App

citrate .
Citrate

synthase
- Citric
xaloacetate ﬂCid Isocitrate
CYCIE isocitrate @ ATP

rialuka dehydrogenase u&h Ca2* ADP

dehydrogenase

MNADH

o i -Ketoglutarate
FADH- w-ketoglutarate N
dehydrogenase ® succinyl-Cofi, NADH
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succinate .

dehydrogenase Succinyl-CoA
GTP
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Figure 12: Vue générale sur la régulation du cycle de Krebs [3].
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7. Généralités sur les anomalies associées aux mutations des
enzymes :
e Vue générale :

Les anomalies du cycle de Krebs par le fait qu’elles perturbent les balances
métaboliques dans les cellules sont susceptibles de moduler I’épigénétique cellulaire et

ainsi d’entrainer la cellule vers des processus tumoraux [13] :
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Tableau 1V: Les maladies associées aux mutations touchant les enzymes

du cycle de Krebs [13].
Enzyme déficitaire  Gene Phénatype tumoral Maladies autres
Pyruvate- PDHAI Depuis ['acidose lactique précoce fatale jusqu's
déshydrogénase une maladie neuralogique chronique
 DLAT Micracéphalie et retard mental
(PDHA)
FDHB Acidose lactique, hypatonie
PDHX Acidose lactique congénitale
FDKI
PDK2
POK3 Maladie de Charcot-Marie- Tooth dominante, liée
PDK4 Résistance aux antlestrogénes dans le cancer du [ 1'X
FDPI sein
' PDP2 Acidose lactique, Hypotonie
FOPR.
LIPT] Syndrome de Joubert Acidose lactique précoce
LIPT2 fatale, Maladie de Leigh
Encéphalopathie néonatale
Phosphoénol  PCKI Défaillance hépatique sévére
-pyruvate- Hypoglycémie précoce
carboxykinase  PCK2 Acidose lactique
Pyruvate- PC Acidose lctique avec retard diveloppemental ou
carboxylase martalité
Citrate-synthase CS Possible dérégulation dans différents
cancers: surexpression rapportée dans des
adénocarcinomes ovariens, perte de fonction dans
des carcinomes cervicaux
Aconitase (ACOI
ACO2 Assaciation possible dans certains cancers Dégénérescence cérébelleuse-rétinale de lenfant
gastriques et dans des cancers de la prostate Neuropathie optique lsolée ou syndromigue
Synthése Centre  FXN Ataxie de Friedreich
Fer-Soufre ISCUNFUI Myopathie
(déficie multiple) Encéphalopathie fatale de l'enfant etlou
hypertension pulmaonaire
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lsocitrate IDHI Glioblastome | Convulsions ajoutées au gliome
=déshydrogénase Leucémie myéloide sévére
Chondrosarcome, Cholangiocarcinome
IDH2 Glioblastame Acidurie D-2-hydroxyglutarique
Chondrosarcome
Cholingiocarciname
IDH3A Encéphalopathie sévére de lenfant.
IDH3B Rétinite pigmentaire
IDH3G
a-cétoglutarate  OGDHE| | Cancer colorectal |
-déshydrogénase OGDHL
DLST ;
DLD Encéphalopathie sévéra
uPTI Acidose [actique précoce fatale
Maladie de Leigh
LIPT2 Encéphalopathie néonatale
Succinyl-CofA SUCLGI Encéphalomyopathie
ligase SUCLG2 3
SUCLAZ Encéphalomyopathie
Drystonie et surdité
Succinate- SDHA Adénome hypophysaire et paragangliome/ Syndrome de Leigh
déshydrogénase phéachramocytome Atrophie optique et ataxie
Carcinome rénal
SDHB Paragangliome, Phéochromocytome Leukodystrophie
Carcinome du rein
Tumeur gastro-intestinale
Syndrome de Carney-Stracakis
Syndrome de Cowden
Cancer du rein i cellules claires
SDHC Paragangliome, Phéachromocytome
Syndrome de Carney-Stratakis
Paragangliome, Phéochromocytome
SDHD Syndrome de Carney-Stratakis Encéphalomyopathie
Cancer du rein
Syndrome de Cowden
Paragangliome, Phéochromocytome
SDHAF| | Leukoencéphalopathie infantile
SDHAF2
SDHAF3 |
SDHAF4
Fumarase FH Syndrome HLRCC (fibrome utérin héréditaire et Encéphalopathie, convulsions, faiblesse musculaire

cancer a cellule rénales papillaires)
Tumeurs renales
Paragangliome, Phéochromocytome
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Malate
-déshydrogénase

Glutamate-
oxaloacétate-
transaminase

Glutamate-

' pyruvate-
transaminase

Glutamate:
déshydrogénase

Enzyme ma!llqua . ME! NﬁDP

'MDHI |
MDH2 Paragangliome Encéphalopathie infantile
Cancer coloreca |
MEZ NAD | Cancer du pancréas
ME3 NADP | Métanome cutané I
| GOTI Macro-aspartate transaminase familiale
GOm Favorise lapparition de phéochromocytome |
GFTI
GPT2 Cancer du sein ' Diabéte insulino-dépendant, microcéphalie,
paraplégie spastique
GLUDI Syndrome spinocérébelleux
GLUD2 ‘ Hyperinsulinémie, hypoglycemie
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I11. Anomalies de la Succinate déshydrogénase
1. Généralites :

La Succinate déshydrogénase (SDH) a été classiquement considérée comme une
enzyme mitochondriale ayant la propriété unique de participer a la fois au cycle de
I'acide citrique et a la chaine de transport d'électrons. Cependant, ces derniéres annees,
plusieurs études ont mis en évidence le réle du substrat de la SDH, a savoir le
Succinate, dans des processus biologiques autres que le métabolisme, la tumorigenése
étant la plus remarquable.

1.1. Définition :

La Succinate déshydrogénase (SDH), ou complexe Il de la chaine respiratoire,
également appelée Succinate-coenzyme Q réductase (SQR), est une oxydoréductase

membranaire qui catalyse la réaction :

Succinate + ubiquinone —— fumarate + ubiquinol.

Cette enzyme est présente chez un tres grand nombre d'étres vivants. On la
trouve ainsi dans la membrane plasmique des bactéries et dans la membrane
mitochondriale interne des eucaryotes, notamment des mammiféres. Elle présente la
particularité d'intervenir a la fois dans le cycle de Krebs et dans la chaine de transport
d'électrons de la phosphorylation oxydative [14]. Elle constitue le deuxieme point
d'entrée des électrons a haut potentiel de transfert dans la respiration cellulaire et
assure le transfert de électrons du Succinate de la matrice mitochondriale vers la

coenzyme Qo dissoute dans la bicouche lipidique.
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1.2. Structure :

La Succinate déshydrogénase est un enzyme conservee par I'évolution et posséde
deux sous-unités transmembranaires (SDHC et SDHD) et deux sous-unités
matricielles (SDHA et SDHB). La SDHA est liee d’une maniere covalente a un
cofacteur FAD, elle porte le site de liaison du succinate. La SDHB connecte la SDHA
a la fois a la SDHC et a la SDHD. Elle contient trois centres Fe-S qui interviennent
dans le transfert d'électrons du succinate a l'ubiquinone. Il existe deux sites de liaison
a l'ubiquinone sur le complexe SDH : Le site de haute affinité est formé par des
résidus de SDHB, SDHC et SDHD, situés prés de la matrice de la membrane
mitochondriale interne. Le site de faible affinité est forme par la SDHC et la SDHD,

situé plus pres de I'espace intermembranaire de la membrane mitochondriale interne.

Enfin, un groupe héme est pris en sandwich entre la SDHC et la SDHD,
probablement piégeant les électrons libres pour empécher la formation d'especes
réactives de I’oxygéne [15,16]. (Figure 13).

Matrix
Fe-S
centers

FAD

Figure 13: Structure de la Succinate déshydrogénase [17].
IMS (intermembrane space); IMM (inner mitochondrial membrane).
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1.3. Régulation :

L'activité de la SDH peut étre modulée par le biais de concurrents Succinate,
d'inhibiteurs de [l'ubiquinone, ou par modifications post-traductionnelles. Les

concurrents comprennent le malonate, le malate et I'oxaloacétate [18,19].

Structurellement, ces composés sont similaires au Succinate, ce qui explique leur
capacité a rivaliser pour la liaison SDH. Notamment, le malate et I'oxaloacétate sont
tous les deux des métabolites du cycle de krebs [20, 21].

2. Succinate déshydrogénase et cancer

La Succinate déshydrogénase est constituée de quatre sous-unités codées par des
génes nucléaires ; deux sous-unités catalytiques (SDHA et SDHB) et deux sous-unités
d’ancrage a la membrane (SDHC et SDHD).

Longtemps associées a des maladies neurodegénératives, les mutations des géenes
SDHXx ont été identifiées dans des formes familiales de phéochromocytomes (PCC) et
paragangliomes (PGL) au début des années 2000 [22,23]. Ces genes y jouent un role
de suppresseurs de tumeurs et leurs mutations constitutionnelles sont alors associées a
une perte d’hétérozygotie somatique, menant a I’inactivation compléte de I’enzyme

dans le tissu tumoral.
2.1. Ré6le du Succinate dans et hors métabolisme :

Le Succinate est un métabolite mitochondrial intermédiaire catalysé en fumarate
par la Succinate déeshydrogénase (SDH) dans le cycle TCA, elle joue un réle crucial
dans le métabolisme, tel que :

La livraison délectrons dans la chaine respiratoire [24, 25], [I’utilisation des
corps cetoniques [26], le metabolisme de I’héme [27], le métabolisme de I’itaconate
[28,29], et le «shunt GABA (acide y-aminobutyrique)» [30].
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Il a été étudié comme médiateur de la respiration mitochondriale, cependant, de
plus en plus les chercheurs se concentrent maintenant sur les réles les plus larges du
Succinate dans le métabolisme extérieur [31]. Il peut aussi participer a d’autres
processus physiopathologiques spéciaux au-dela du métabolisme, par exemple :

Il contribue aux complications de maladies metaboliques spécifiques [32],
favorise les réactions d'activation inflammatoire [30], participe & I’oncogenese et a la
progression tumorale [33].

L accumulation du Succinate est couramment observée dans un certain nombre
de tumeurs malignes héréditaires et sporadiques, telles que les paragangliomes et les
pheochromocytomes (PGL / PCC) [34], Le cancer de la thyroide, le cancer de l'ovaire,
les neuroblastomes [35], le cancer gastrique et le carcinome rénal [36].

L'accumulation du Succinate favorise I'angiogenése par I’activation du STAT3
et de ’ERK médiée par le GPR91. Récemment, le Succinate a été défini comme une
nouvelle «pirate d'épigénétique » pour inhiber I'ADN et les histones déméthylases
[37,38], entrainant une altération épigenétique des carcinomes.

Des études au niveau biochimique et génétique ont confirmé le statut du
Succinate dans la transformation cellulaire comme étant un conducteur dans la

formation et la progression tumorale [39, 40].

2.2. Facteurs responsables de I’accumulation du Succinate :

La cible la plus importante c’est la protéine TRAP1 responsable de I'élévation
du Succinate (figure 14), qui est un chaperon mitochondrial fortement exprimé en une
série de cellules tumorales [41, 42] (figure 14). La TRAP1 inhibe les voies
respiratoires du complexe Il pour réguler la baisse de I'activite de la SDH, conduisant a

des concentrations élevées du Succinate.
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Figure 14: L’expression de la protéine TRAP1 dans le processus tumoral [350].

Effets hiérarchiques des niveaux d'expression de la protéine 1 associés au récepteur du facteur de
nécrose tumorale (TRAP1) sur le développement et la progression de la tumeur en régulant le
métabolisme énergétique. TRAPL lie les complexes respiratoires de la matrice mitochondriale et régule
leur activité, directement ou indirectement via c-Src (boite grise). Cette régulation conduit

alternativement a :

(1) une évolution vers un phénotype plus glycolytique (Warburg), (2) une capacité accrue a gérer le
stress métabolique grace a I'utilisation d'une capacité respiratoire alternative et (3) une augmentation du
stress oxydatif (boite blanche). En conséquence, les tumeurs avec un métabolisme glycolytique élevé ou
limitant la disponibilité des nutriments peuvent bénéficier d'une expression élevée de TRAPL. A I'inversg,
les tumeurs basées principalement sur le métabolisme oxydatif peuvent contre-sélectionner I'expression de

la TRAPL pour la progression et le développement de la résistance et des métastases (encadré orange).

OCR: taux de consommation d'oxygene; SDH: Succinate déshydrogénase; c-Src: proto-oncogéne

SRC; HIF1a: sous-unité alpha du facteur 1 inductible par I'hypoxie.
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Plusieurs autres eléments possibles prennent également en charge I'accumulation

du Succinate dans les tissus neoplasiques.

Des études récentes ont mis en lumiére la fagon dont le Succinate s‘accumule
dans diverses cellules immunitaires au cours de la cascade inflammatoire. Ils ont
suggeré que le cycle de glyoxylate qui convertit l'isocitrate en Succinate via lI'enzyme

I'isocitrate lyase (ICL) en est responsable [30].

Précédemment, la formation de tumeurs et la réponse inflammatoire ont été
considérées comme des processus pathologiques distincts. Jusqu'a ces derniéres
annees, l'inflammation favorisant la tumeur a longtemps été reconnue comme une
caracteristique habilitante du cancer, et une inflammation associée a une tumeur a été

démontrée dans le cancer.

Les cellules inflammatoires stationnées dans les tissus cancéreux peuvent libérer
des produits chimiques, y compris le Succinate qui favorisent la progression
néoplasique aux stades précoces. De maniere similaire, la réponse inflammatoire

associee a la tumeur peut également diminuer I'activité de la SDH.

Bien que dans cet état tumoral, le Succinate peut également étre synthétisé par
des voies physiologiques distinctes de ces processus pathologiques. Par exemple, il

peut étre dérivé de la glutamine.

En résumé, les Mutations de la SDH, le cycle de glyoxylate et la réponse
inflammatoire aux tumeurs associées peuvent en effet contribuer a I’accumulation des

concentrations du Succinate (figure 15).
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Figure 15: Facteurs possibles responsables de I'accumulation de Succinate
dans la tumeur [43].

Le role pivot de SDH qui fonctionne dans la livraison d'électrons dans la chaine respiratoire
mitochondriale est illustré intuitivement ci-dessus, et I'implication des mutations SDH, glyoxylate,
le shunt et la réponse inflammatoire associée a la tumeur conduisant & une accumulation de
Succinate sont illustrés dans le diagramme.

2.3. Les roles possibles du Succinate dans la tumorigenese :

2.3.1. Dysrégulation et remodelage des fonctions mitochondriales :

Otto Warburg avait proposé dans le debut des années 1920, que les cellules
tumorales peuvent remodeler leur métabolisme de glucose, donc leur métabolisme
énergétique. Méme en présence de quantité suffisante d'oxygene, entrainant la

production de I'énergie principalement par glycolyse [44 ,45].
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Dans les cellules normales, la diminution des oncogéenes est régulée en raison des
indices extracellulaires et intracellulaires, pour augmenter la production de la
glutamine et du lactate. Ansi que I’augmentation de la glycolyse, de I'absorption et du

métabolisme cellulaires [46-48].

Cependant, en cas d'hypoxie ou de tumeur, la consommation d’ATP augmentera
de fagon absolue ou relative selon les besoins des cellules [49]. Les oncogénes sont
ensuite actives ou modifiés afin d’améliorer la glycolyse et de stimuler I’accumulation

de la biomasse cellulaire [50].

En plus de l'activation des oncogenes et des mutations suppresseurs de tumeurs,
le dysfonctionnement enzymatique du cycle de krebs contribue également au

remodelage eénergétique.
2.3.2. Pseudohypoxie et stabilisation HIF :

La Pseudohypoxie est une caractéristique courante dans la plupart des tumeurs
avancées bien que la teneur en oxygeéne soit normale, et la plupart des adaptations sont
modulées par un certain nombre de facteurs de transcription tels que le facteur
inductible par I'nypoxie 1 (HIF-1) [33]. HIF-1 a été découvert pour la premiére fois par
Semenza en 1992, et il a été elucide pour pouvoir promouvoir I’érythropoiese par
liaison au géne activateur de I'érythropoiétine [51]. HIF-1 est un hétérodimere
composé d'un domaine o labile a I'oxygéne et un domaine B exprimé de fagon

constitutive [52].

Le domaine a est le régulateur et la sous-unité active de HIF-1 qui est induite par
un signal d'hypoxie (figure 16). HIF-1a sert de regulateur transcriptionnel avec un
domaine de transactivation a son extrémité C-terminale et un signal nucléaire de

localisation a I'extrémité N-terminale [53, 54].
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Figure 16: Facteur 1 alpha (HIF-1-alpha) inductible par I’hypoxie.

Si la concentration en oxygene dans une cellule est abaissée, moins de HIF-1
alpha est oxydé et degrade. Ainsi, plus de HIF-1 alpha peut se déplacer dans le
noyau, ou il agit comme un facteur de transcription pour le facteur de croissance

endothélial vasculaire, I'endothéline-1 et d'autres facteurs.

L’accumulation anormale du Succinate dans les mitochondries resulte des
mutations héréditaires ou somatiques dans des sous-unités aléatoires de la SDH, ce
dernier sera transporté librement vers le cytosol via le translocateur d'acide
dicarboxylique dans la membrane mitochondriale interne, et selon la tension voltage-

dépendante du canal anionique dans la membrane mitochondriale externe [33].

Les concentrations élevées de Succinate dans le cytosol inhibe le prolyl HIF-1a
hydroxylase(PHD) [33], qui hydroxyle les résidus prolyl hautement conservés sur
HIF-1o. Etant hydroxylé le Von Hippen-Lindau (pVHL), L'ubiquitine ligase E3
reconnait le domaine HIF-1o incitant ensuite a la dégradation des protéasomes

(appelée aussi ubiquitination) [55].
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Ce soi-disant catabolisme des HIF-1a peut étre inhibé lors de l'inactivation du
PHD en raison de la présence de Succinate dans le cytosol et | inactivation du PHD
aboutit enfin a l'activation et a la stabilisation de HIF-10. HIF-1a peut ensuite se lier
aux élements de réponse HIF dans les génes cibles, entrainant une regulation positive
de nombreux enzymes glycolytiques qui régulent le métabolisme énergétique,
améliorant ainsi la réponse vasomotrice, favorisant la prolifération de la cellule et
I'ameélioration de I'angiogenese qui sont indispensables dans la maturation et l'invasion

tumorales [56].
2.3.3. Production des espéces reéactives de I’oxygene (ROS) :

Les espéces réactives de l'oxygene (ROS) sont un certain nombre d’Oxy-
radicaux dérives des mitochondries et impliqués dans le métabolisme de I'oxygéne. Un
exemple de ROS est I’anion super oxyde (O2-), qui est de plus en plus associée a des
dommages oxydatifs liés a de nombreuses pathologies et processus physiologiques, y
compris la transduction du signal [57], apoptose cellulaire et mutagenese genétique
[58, 59].

Des études ultérieures ont montré que tout déefaut dans les sous-unitées B, C ou D
de la Succinate deshydrogénase perturbera I’activité enzymatique du complexe Il dans
les mitochondries. Le Dysfonctionnement des mitochondries issues de I’innactivation
des enzymes du cycle TCA, entraine directement et indirectement une surproduction
de ROS.

Une fois élevé dans le cytosol, le ROS peut oxyder les résidus d'acides aminés
dans les acides gras et les protéines, et peu causer des dommages irréversibles a 'ADN
et une instabilité génomique, conduisant a la cancérogenese et a la tumorigenése [60,
61]. En plus de la voie du stress oxydatif, la production du ROS résultant des defauts
de la SDH peut également agir comme messager de transduction du signal pour
stabiliser HIF-1a en oxydant Fe2 + en Fe3 +, car Fe2 + est un élément critique,
cofacteur de PHD [62].
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Dans ces circonstances, l'activitt de PHD est limitée, ce qui renforce
indirectement |’activation et la stabilisation de HIF-1o, déclenchant ainsi une
surexpression des géenes cibles liés a la prolifération, la migration et I’invasion des

cellules tumorales.
2.3.4. Expression de TRAPL et inhibition de la SDH :

La TRAP1 a eté identifiee pour la premiere fois en tant qu'interacteur, récepteur-
1 du facteur 1 de nécrose tumorale [63] et plus tard comme protéine de choc thermique
75 (HSP75) [64]. C'est une molécule chaperon de la famille des protéines de choc
thermique 90 (HSP90). La TRAP1, le HSP90 sont crucial pour la maturation,
I'activation et la stabilisation d'un large ensemble de protéines, y compris les

composants cellulaires du cycle [65,66].

L'expression de TRAP1 est plus élevée dans de nombreuses tumeurs que dans les
tissus non malins environnants [67,68]. L'élévation des niveaux de protéines TRAP1
est en corrélation avec la progression maligne et les métastases dans plusieurs modeles
néoplasiques, y compris le cancer de la prostate et du sein, le carcinome
hépatocellulaire (CHC) et le carcinome colorectal [69,70], et avec la récurrence de la
maladie dans le cancer du poumon sauf celui a des petites cellules [71].

Par conséquent, dans ces tumeurs malignes, TRAP1 est un biomarqueur pour la
progression du cancer et pour le pronostic. Des études ouvrent la possibilité que
I'activité de la TRAPL pourrait en quelque sorte favoriser la croissance néoplasique,
conformément aux observations selon lesquelles les niveaux de plusieurs chaperons
augmentent dans un large éventail de types de cancers [72].

Comprendre si la TRAP1 a un réle tumorigene pourrait aider a élucider comment
les mitochondries peuvent contribuer au processus néoplasique et pourrait
éventuellement ouvrir la voie a de nouvelles stratégies antitumorales.
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La TRAP1 module I'activité enzymatique de la SDH. Celle si est en concurrence
avec l'acide 3-nitropropionique (3-NP), un composé qui se lie au site catalytique de la
sous-unité A de SDH et supprime l'oxydation du Succinate et la génération de ROS
[73].
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Figure 17: Activité TRAP1 dans les mitochondries des cellules tumorales [74-79].

(A) TRAP1 inhibe la phosphorylation oxydative (OXPHOS) en interagissant avec le Succinate
déshydrogénase (SDH) et cytochrome oxydase, complexe Il et complexe IV de la chaine
respiratoire, respectivement. L'inhibition de la SDH est renforcée par ERK1 / 2-phosphorylation
dépendante de TRAP1 et conduit a une stabilisation dépendante du Succinate du facteur de
transcription HIF1a, qui maitrise plusieurs programmes pro-néoplasiques [74,75]. La régulation
négative de I'activité du cytochrome oxydase repose sur I'interaction inhibitrice entre TRAP1 et Src
[76].

(B) TRAPL1 inhibe la génération des ROS par SDH et cytochrome oxydase [76,77]. Ceci, ainsi que
I'interaction avec d'autres chaperons, tels que la cyclophiline D (CyP-D) et la protéine 90 (HSP90)
du choc thermique, inhibe I'ouverture du pore de transition de perméabilité (PTP), ce qui nécessite
des changements conformationnels de I'ATP synthase et conduit a la mort cellulaire [78,79]. Par

conséquent, TRAPL1 protege les cellules tumorales des stimuli de mort cellulaire.
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3. Succinate déshydrogénase et méthylation d’ADN

3.1. Méthylation d’ADN :

La méthylation de I’ADN correspond a I’ajout d’un groupement méthyle en
position 5 d’une cytosine la plupart du temps incluse dans un dinucléotide CpG (figure
18). De ce fait, la méthylation de I’ADN est une modification chimique de I’ADN qui
ne modifie en rien la séquence d’acides nucléiques de I’ADN.

Bien que la méthylation de I’ADN chez les mammiferes se produise
majoritairement au niveau des dinucléotides CpG, il est a noter qu’elle peut également
toucher les trinucléotides CpHpG et CpHpH (H = A, C ou T) au sein de cellules
embryonnaire murines par exemple [80, 81]. Chez I’homme, les 5-méthylcytosines
(5mC) représentent environ 1 % de toutes les bases composant le génome et elles
occupent 70-80 % des dinucléotides CpG [82]. Cependant, certaines régions
particulierement riches en CpG, appelées ilots CpG, sont généralement dépourvues de
smC.

La littérature décrit les Tlots CpG (ou CGLs) comme étant des régions de plus de
500 Pb et dont la composition en dinucléotide CpG est supérieure a 55 % avec un ratio
(CpG observe)/ (CpG attendu) supérieur a 0,65 [83,84]. De plus, les CGls sont décrits
comme étant majoritairement localisés au niveau des regions TSS (transcription start
site) des génes (50 %), mais sont aussi présents au niveau des régions intra- geniques
(25 %) et inter-géniques (25 %) [85]. Méme si certains CGI, comme ceux
correspondant & TSS inactifs, peuvent étre methyles, les motifs 5mC se retrouvent
principalement en dehors des flots CpG [86].

La méthylation de I’ADN intervient ainsi dans les processus de régulation de
I’expression des genes, mais également dans différents processus biologiques comme
la différentiation cellulaire, I’inactivation d’un des deux chromosomes X chez les
femelles des mammiferes, I’empreinte parentale, qui consiste en la répression d’une
copie d’un géne selon qu’elle est d’origine paternelle ou maternelle ou encore dans la
stabilité chromosomique [87].
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Des variations dans les profils de methylation de I’ADN sont également
impliquées dans certaines pathologies parmi lesquelles certains cancers. En effet, dans
les cancers, une hypométhylation globale est souvent associee, de maniere contre-
intuitive, a une augmentation aberrante de la méthylation dans certaines parties de
I’ADN. Ainsi, on retrouve souvent une hypermeéthylation des promoteurs de genes
suppresseurs de tumeurs qui va empécher leur expression. L’un des premiers exemples
d’une telle répression a éte détectée dans le rétinoblastome [88]. La méthylation de
I’ADN est ainsi un processus dynamique et réversible, et constitue un mécanisme

épigenétique a part entiéere.

S-adenosylmethionine (SAM) |
' i

N O T

|

R Méthyltransférase de 'ADN s

(DNMTs)

Figure 18: Schéma de la modification chimique d’une base cytosine par ajout d’un
groupement méthyle (CH3) [89].

Il y a un groupement donneur de méthyle (SAM) et une enzyme qui ajoute ce groupement méthyle
a la Cytosine (DNMT).
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3.2. Analyse du myélome PGL/PCC :

Les paragangliomes et les pheochromocytomes sont des tumeurs rares qui se
développent aux dépens des ganglions sympathiques et parasympathiques, ainsi que de

la médullosurrénale.

La génetique des pheochromocytomes et des paragangliomes a fait des progres
considérable au cours des dix dernieres années. Dix genes de prédisposition (VHL,
RET, NF1, SDHA, B, C et D, SDHAF2, TMEM127 et finalement MAX) ont été
identifies, expliquant plus d’un tiers des cas (avec une histoire familiale, mais aussi de

présentation apparemment sporadique).

Les études transcriptomiques ont par ailleurs conduit a I’identification de
mutations somatiques des génes RET et VHL dans les tumeurs d’environ 15 % des
patients atteints d’une forme sporadique de la maladie, apportant ainsi une explication

moléculaire dans pres de la moitié des cas.

Ces découvertes ont conduit a une meilleure compréhension des mécanismes

moléculaires de tumorigenése des pheochromocytomes et des paragangliomes [90].

Dans une etude [91], les chercheurs ont analysés la méthylation de I’ADN a
I’échelle du génome entier (le methylome) de 145 PGL/PCC du réseau COMETE,
grace a la technique des puces a ADN. lls ont ainsi identifié trois groupes de tumeurs
aux profils de méthylation similaires, fortement associés aux genes de predispositions
connus. Notamment, les tumeurs associées aux mutations des genes SDHXx, et en
particulier du gene SDHB, présentent un phénotype hyperméthylateur, c’est-a-dire une

méthylation anormalement elevée d’un grand nombre de genes.

Ces altérations du méthylome ont des conséquences importantes sur L’activité
transcriptionnelle des cellules. Ainsi, le niveau d’expression d’environ 200 genes
hypermethylés est fortement diminue. Parmi ces génes, ila été identifié des geénes

suppresseurs de tumeurs connus, des genes impliqués dans la synthése des
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catecholamines (qui est la fonction principale des cellules chromaffines différenciées),
ou encore des génes associés a la transition épithelio-mésenchymateuse, processus qui

permet aux cellules de quitter leur tissu d’origine pour migrer vers d’autres organes.

L’ extinction de ces genes, consécutive a I’hyperméthylation de leurs régions
promotrices, permet d’expliquer la dédifférenciation des cellules chromaffines au sein
des PGL/PCC [92] et le caractére invasif des tumeurs associees a une mutation du
géne SDHB [93].

3.3. Mutation de la Succinate déshydrogénase et PGL/PCC :

La Succinate déshydrogénase (SDH) - ou complexe Il mitochondrial est
composée de deux sous-unités catalytiques, SDHA et SDHB et de deux sous-unités
d’ancrage, SDHD et SDHC. Son role dans le PGL/PCC heréditaire a été découvert il y
a plus de dix ans, lors de I’identification des premiéeres mutations de SDHD par des
analyses de liaison génétique menees dans des familles dont certains membres étaient

atteints de paragangliomes heéréditaires.

Les mutations de SDHC et SDHB ont ensuite été decouvertes par des approches
classiques de gene candidat. Le génotypage des trois genes SDHXx a été réalise a partir
de différentes cohortes de patients, et les mutations identifiées a ce jour ont été

collectées dans la TCA (Tricarboxylic acid or Krebs cycle).

Les PGL/PCC associés a des mutations de SDHD sont genéralement multiples,
souvent localisés dans la téte et le cou, et rarement malins. Par ailleurs, le gene SDHD
étant soumis a une empreinte maternelle, une histoire familiale de PGL/PCC dans la
branche paternelle devrait orienter le diagnostic genétique vers la recherche d’une
mutation dans ce géne. La pathologie associee a des mutations de SDHB se presente,
quant a elle, le plus souvent sous la forme d’une tumeur unique. Il a éte etabli que
I’identification d’une mutation SDHB est un facteur de risque de malignité et de

mauvais pronostic.
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Les PGL/PCC dépendants de SDHC sont, pour des raisons inconnues, plus
rarement decrits. Mais la pénétrance de la maladie est importante chez les porteurs

d’une mutation SDHC, qui développent une maladie similaire a celle des sujets SDHD.

Le diagnostic génétiqgue des genes SDHx peut étre guidé par I'immuno

histochimie de la protéine SDHB dans le tissu tumoral aprés son exérése chirurgicale.

Ainsi, il a été demontré qu’un immuno- marquage négatif pour la protéine SDHB
est associe a la présence d’une mutation dans I’un des genes SDHx [94]. Le cluster 1
(figurel9), qui englobe les tumeurs impliquant le géne SDH, mais aussi VHL, est
caractérisé par une activation anormale de la voie de la réponse a I’hypoxie (processus

dit de Pseudohypoxie).

Pour les tumeurs SDH, il a été démontré que I’inactivation de la Succinate
déshydrogenase conduit a I’accumulation de Succinate qui agit comme un inhibiteur
compétitif des prolyl hydroxylases, enzymes dont I’activité conduit a la dégradation

des hypoxia-inductible factors (HIF) en conditions normoxiques [95].

Ainsi, méme en présence d’oxygéne, les protéines HIF non hydroxylées ne
peuvent étre reconnues par la protéine pVHL qui induit normalement leur
ubiquitinylation et leur degradation subsequente dans le protéasomes (figure 20). Elles
sont alors stabilisées et activées et induisent notamment I’angiogenese [96]. Cette
caractéristique justifie I’utilisation possible des thérapies antiangiogéniques dans la

prise en charge des PGL/PCC malins, qui sont souvent liés a une mutation SDHB [97].
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Figure 19: Représentation schématique de la classification non supervisée des PGL/PCC

basée sur le transcriptome [98].

Le cluster 1 contient toutes les tumeurs porteuses d’une mutation d’un géne SDHx d’une part (1A)
et VHL d’autre part (1B). Ces tumeurs présentent une signature transcriptomique commune
d’activation de la réponse hypoxique et de I’angiogenese, mais aussi des particularités comme un
profil d’adhésion pour les tumeurs ayant des mutations de SDHx et une augmentation de la
glycolyse pour celles porteuses de mutations VHL. Les tumeurs porteuses de mutations NF1, RET,
TMEM127 et MAX forment dans le cluster 2, avec la majorité des tumeurs sporadiques, et sont
notamment associées a I’activation de la voie des MAPkinases et a un profil de différenciation
neuroendocrine [98].
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Figure 20: Mécanismes moléculaires de tumorigenése dans les phéochromocytomes
du cluster 1 [351].

Dans les tumeurs du cluster 1 (A) : I’accumulation de Succinate ou I’inactivation de VHL conduit a

la stabilisation et a I’activation des HIF, méme en présence d’oxygene.

Ub : ubiquitine ; AC : adenylate cyclase ; AMPc : AMP cyclique ; SHC : Src homology 2 domain
containing protein ; GRB2 : growth factor receptor bound protein 2 ; SOS : son of sevenless protein ;
PTEN : phosphatase and tensin homolog protein ; CREB : cAMP response element-binding ; 2-OG :
2-oxoglutarate ; PHD : prolyl hydroxylose ; TOR : target of rapamycin.
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3.4. Un lien inattendu entre le cycle de Krebs et la régulation
épigénétique :
Pour comprendre le lien entre I’inactivation de la Succinate déshydrogénase et la

méthylation de I’ADN, des chercheurs ont inactivé le gene SdhB dans des cellules

chromaffines de souris.

Comme les cellules tumorales humaines, ces cellules développent un phénotype
hyperméthylateur et acquierent des capacités migratoires accrues. L’inactivation de
I’enzyme SDH conduit a I’accumulation du Succinate, son substrat dans le cycle de
Krebs.

Ce metabolite a une structure tres proche de celle d’un autre intermédiaire du
cycle de Krebs, I’alpha-cétoglutarate, qui est nécessaire a I’activité de plusieurs
enzymes cellulaires. Parmi celles ci, les enzymes TET, récemment identifiées, assurent
la déméthylation active de I’ADN pour maintenir I’activité des genes nécessaires au
fonctionnement de la cellule [99].

Grace a ce modele murin, ils ont montré que le Succinate agit comme un
inhibiteur compétitif des deméthylases de la famille TET, conduisant a une

accumulation progressive de méthylation (figure 21).

Ces resultats font écho a [I’identification récente d’un phénotype
hyperméthylateur dans les gliomes porteurs d’une mutation des genes IDH1 et IDH2
[100], qui codent pour I’isocitrate déshydrogenase (IDH), une autre enzyme du cycle
de Krebs.

Ces tumeurs accumulent du 2-hydroxyglutarate (2-HG) qui, comme le Succinate,
agit comme un inhibiteur compétitif des enzymes TET [101].

Enfin, une tumeur de cette série, porteuse de mutations du géne codant pour la
fumarate hydratase (FH), présente une accumulation de fumarate, qui conduit a une

hyperméthylation par le méme mécanisme [102].
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Ces résultats montrent qu’une accumulation anormale de certains métabolites du
cycle de Krebs (on parle d’oncométabolite) conduit a la dérégulation de processus

cellulaires importants pouvant conduire au développement d’un cancer [103].

Ce lien inattendu entre métabolisme cellulaire et régulation épigénétique ouvre la

voie a de nouvelles options thérapeutiques.

Succinate SN gl el @

Fumarate—s Succinate

Figure 21: Mécanisme reliant les mutations des genes SDHXx et FH a I’hyperméthylation de
I’ADN et des histones [352].

Le Succinate et le fumarate qui s’accumulent dans les tumeurs porteuses de mutations des génes
SDHXx et FH inhibent les dioxygenases dépendantes de I’a- cétoglutarate (alpha-KG) telles que les enzymes

TET et les histones déméthylases (JmjD).

Me: methyl; 5mC: 5 methylcytosine; 5hmC: 5 hydroxymethylcytosine.
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3.5. Vers des traitements déméthylants pour les cancers liés aux

dysfonctionnements du cycle de Krebs :

Les PGL/PCC malins sont des tumeurs pour lesquelles il n’existe a I’heure
actuelle aucune chimiothérapie dont I’efficacité ait été démontrée. Le traitement de
réference demeure la chirurgie, qui est souvent complexe du fait des importantes
connexions vasculo-nerveuse, voire impossible dans certaines formes metastatiques,

notamment les formes osseuses.

Les chercheurs ont émis I’hypothése que I’utilisation d’agents démeéthylants tels
que la 5-azacytidine et la 5-aza-2’deoxycytidine (Decitabine), déja utilisés dans le
traitement de syndromes myélodysplasiques ou de leucémies aigues myeloides,
pourraient corriger certaines caractéristiques des tumeurs invasives porteuses de
mutations SDHB.

Leurs reésultats préliminaires ont montre que les capacités migratoires des cellules

SdhB étaient inhibées par un traitement a la Decitabine et ce, méme a trés faible dose.

L’une des restrictions majeures a I’utilisation de ces traitement étant I’importante
toxicité a forte dose, ces observations ouvrent donc la voie vers la mise en place de
stratégies thérapeutiques alternatives qui pourraient utiliser de telles approches dans
les paragongliomes (PGL), les phéochromocytomes (PCC) ou les tumeurs stromales
gostro-intestinales (GIST) causés par les mutations SDHx, mais aussi dans d’autres
tumeurs hyperméthylés telles que les glioblastomes porteurs de mutations des genes
IDH1/2.
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Figure 22: Arbre décisionnel pour le conseil génétique du PGL/PCC [351].

La présentation clinique, le phénotype biologique et les analyses immuno- histochimiques
permettent de cibler le test génétique vers les génes de prédisposition a analyser en premiere
intention (adapte d’aprés les recommandations du réseau INCa des laboratoires d’oncogénétiques
des tumeurs endocrines, GTE-RENATEN, novembre/décembre 2011). Les génes a tester en priorité

sont indiqués en gras et ordonnés selon une priorité descendante (de haut en bas).
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IV. Le complexe alpha-cétoglutarate déshydrogénase dans la

plasticité métabolique du cancer
1. Généralites :
1.1. Définition :

Le complexe a-cétoglutarate—déshydrogenase (e KGDC) est un complexe
comprenant plusieurs copies de trois protéines:

E1 (a-cétoglutarate déshydrogénase) c’est une decarboxylase.
E2 (dihydrolipoyl succinyltransférase) c’est une acétyltransférase.
E3 (dihydrolipoamide déshydrogénase) c’est une oxydoréductase.

E1l et E2 sont spécifiques au complexe a-cétoglutarate déshydrogenase, alors

qu’E3 est commun a tous les complexes a-céto-acide-déshydrogénase.

Le complexe o-cetoglutarate—deshydrogénase est un complexe enzymatique

mitochondrial clé.

D’une part, l'a-cétoglutarate est un metabolite de point de ramification, qui est
géneré dans le cycle de Krebs pendant I’oxydation d’acides gras par la glutamate

déshydrogenase lors de la désamination oxydative du glutamate.

D’autre part, 1’a-cétoglutarate est produit par transamination de glutamate dans le
cadre de la navette malate—aspartate qui transfere les équivalents réducteurs du

cytoplasme aux mitochondries [104].
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1.2. Mécaisme réactionnel:
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Figure 23: Mécanisme réactionnel du complexe a-cétoglutarate déshydrogénase (R = CH,-
COO) [105] :

- Ia-cétoglutarate déshydrogénase (E1) catalyse les étapes A et B avec la thiamine pyrophosphate
(TPP).

- la dihydrolipoamide S-succinyltransférase (E2) catalyse I'étape C avec le lipoamide et la coenzyme
A (CoA-SH).

- la dihydrolipoyl déshydrogénase (E3) catalyse les étapes D et E avec la FAD et la NAD",
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2. L alpha-cétoglutarate et le metabolisme cellulaire :

Le cycle TCA est alimenté par des substrats entrant a différentes passerelles pour
transporter la source de carbone a la fois pour la production d'énergie et la biosynthese.
Du point de vue canonique, l'acétyle CoA est fourni par I'oxydation des glucides,
principalement du glucose et des acides gras, puis il est condensé avec de

I'oxaloacétate pour former du citrate.

La série subsequente de reactions oxydatives conduit a la production des
équivalents réducteurs NADH et FADH2 qui alimentent respectivement le complexe
respiratoire |1 (CI) et le complexe respiratoire Il (CII), pour générer le potentiel

membranaire mitochondrial requis pour la production d'ATP.

La glutamine, l'acide aminé le plus abondant dans le plasma, a été largement
décrite comme une source clé supplémentaire de carbone et d'azote, en particulier pour

les cellules a prolifération rapide [106].

La glutaminolyse entraine la production d'a-KG, soit apres la déshydrogénation
du glutamate, soit par une réaction de transamination. A son tour, I'a-KG peut
alimenter a la fois les voies énergétiques et anabolisantes: il peut étre oxyde par I'o-
KGDC a l'intérieur des mitochondries ou il peut étre réduit, poussant ainsi le cycle
TCA vers le citrate[107-109]. Ce dernier peut étre extrudé vers le cytosol, ou il peut
étre reconverti en acétyl CoA, et ainsi utilisé pour la biosynthése des lipides. Par
conséquent, les multiples fonctions mitochondriales permettent aux cellules de

s'appuyer sur différentes sources de nutriments a des fins énergétiques et anaboliques.

La fagon dont les cellules equilibrent l'utilisation de ces nutriments dépend des
enzymes métaboliques clés, dont les activités sont modulées en réponse a la genétique

et aux pressions environnementales.
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Dans cette optique, 1'a-KGDC se situe au cceur méme des voies métaboliques et
son activité est finement régulée par les niveaux d'ATP, d'ADP, de phosphate
inorganique (Pi) et par le rapport NADH / NAD +, qui dépendent étroitement de

I'activité de la chaine respiratoire et la vitesse du flux glycolytique.

Il a été déemontré que le produit de la réaction a-KGDC, le Succinyl CoA (Succ-
CoA\) exerce un contrdle direct sur l'activité enzymatique avec le calcium (Ca*") et les
especes réactives de l'oxygene (ROS) (Figure 24). De plus, des variations du pH
mitochondrial et des niveaux d'oxygéene semblent également é&tre impliquées dans la
régulation de I'enzyme. Par conséquent, la modulation multifactorielle de la fonction
a-KGDC peut refléter son rble clé dans l'orchestration des réponses aux besoins

métaboliques en constante evolution d'une cellule cancéreuse.

3. Comment le complexe alpha-cétoglutarate déshydrogénase
contribue a adapter le métabolisme mitochondrial a la

structure des besoins bioénergétiques :

Dans le cycle TCA, 1'a-KGDC catalyse la réaction entre 1'a-KG et le CoA, en
utilisant la thiamine pyrophosphate (TPP) comme cofacteur et en réduisant le
nucleotide pyridine NAD + en NADH, génerant finalement du Succ-CoA et du CO2.

L'a-KGDC est un complexe multienzymatique composé de trois sous-unités
(Figure24). La sous-unité E1, codée par le géne OGDH humain, est une
déshydrogeénase qui catalyse la décarboxylation de a-KG, la premiere étape requise
pour produire Succ-CoA. La deuxiéme étape est la succinylation réductrice des
groupes dihydrolipoyle, une réaction effectuée par la sous-unité E2, c'est-a-dire la
dihydrolipoamide succinyltransférase, codée par le gene DLST humain.
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La sous-unité E3, codée par le géne DLD humain, est la dihydrolipoamide
déshydrogénase, qui catalyse la réoxydation des groupes dihydrolipoyle E2, réduisant
éventuellement I'accepteur final NAD + en NADH [110].

La régulation de I'a-KGDC met en évidence une interaction dynamique entre
I'enzyme et la phosphorylation oxydative (OXPHOS) pour ajuster le métabolisme
mitochondrial grace a la détection de I'état énergétique des cellules. Les sous-unités E1
et E3 sont inhibées par le NADH [111], qui s'accumule suite a une diminution de la
fonction CI [112]. En effet, ce dernier complexe est le premier et le plus important de
la chaine respiratoire et catalyse I'oxydation du NADH pour transférer des électrons en
mononucléotide de flavine, qui sont utilisés pour réduire la coenzyme Q en ubiquinol
(QH2).

Ce dernier est ensuite utilisé par le complexe Il pour réduire le cytochrome c
dans l'espace intermembranaire mitochondrial (IMS), et le complexe IV utilise le
cytochrome c pour réduire l'oxygene moléculaire, qui est le dernier accepteur
d'électrons [113].

Par conséquent, CIl participe activement a la génération du gradient
électrochimique en alimentant I'ETC pour genérer de I'ATP, ce qui fait du NADH un
substrat essentiel pour le métabolisme oxydatif.

Fait intéressant, des preuves sont fournies pour l'existence d'une interaction
directe entre Cl et a-KGDC, qui non seulement fournirait un mécanisme d'oxydation
NADH efficace via la canalisation du substrat par rapport a la diffusion libre [114,
115], mais implique également une sensibilité plus élevée de a- KGDC a NADH,
placant I'enzyme en premiére ligne pour s'adapter aux variations d'efficacité de I'ETC.

De plus, un rapport ADP / ATP élevé et une concentration élevée de Pi
augmentent indépendamment l'activité de I'a-KGDC, avec un rapport ADP / ATP
faible ayant des effets opposés [116, 117]. Les niveaux de Pi et d'ADP sont des
indicateurs d'une faible condition énergétique, et les deux molécules agissent comme
des effecteurs positifs en augmentant I'affinité de I'enzyme pour son substrat.
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A l'inverse, des niveaux d'ATP plus élevés augmentent la quantité de substrat
nécessaire pour atteindre le taux semi-maximal de l'enzyme, réduisant ainsi son
activité [116, 118].

La régulation de a-KGDC a la fois par I'état de phosphorylation des nucléotides
d'adenine et le rapport NADH / NAD + dépend étroitement du potentiel membranaire
(Aym): d'un coté, le passage d'ATP des mitochondries vers le cytosol est contrblée par
le transporteur ADP / ATP qui est regulé par Aym éleve et échange I'ATP avec I'ADP
dans un rapport de 1: 1 [119]. D'un autre c6té, dans les cas ou I'ETC est endommagg,
la production de NADH mitochondrial, entrainée par le pouvoir réducteur cytosolique,
est diminuée [120].

Cela implique que le contr6le eénergétique sur 1'a-KGDC pourrait étre
exclusivement mitochondrial, et qu'une boucle de rétroaction reposant a la fois sur le
substrat et la disponibilité d'énergie est déclenchée entre I'OXPHOS et I'enzyme,
assurant ainsi une coopération optimale. Dans cette optique, il peut étre envisagé
qu'une diminution de la respiration mitochondriale, ou une accumulation significative
d'ATP, puisse étre associée a une diminution de l'activité a-KGDC.

Cependant, I'existence d'un seuil de capacité a-KGDC a été demontrée, qu’il peut
étre fortement inhibé avant d'affecter le taux de consommation mitochondriale
maximale d'oxygéne [121, 122]. Les niveaux de NADH peuvent donc varier largement
avant de devenir un facteur limitant pour la respiration cellulaire, suggérant que toute
réduction de l'activité a-KGDC pourrait représenter une premiere tentative d'adapter le

métabolisme en modulant le flux de TCA, avant de nuire a la fonction ETC.
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4. Mediateurs de régulation de [I’alpha-cétoglutarate

déshydrogénase :
4.1. Le calcium :

La relation entre a-KGDC et Ca** ¢’est qu’il accentue davantage le réle pivot de
I'enzyme dans la régulation des cellules dans le métabolisme. Les mitochondries ont
longtemps été considérées comme un puits de Ca®*, avec pour principal objectif de

réguler cette homeéostasie cationique dans les cellules.

Il a été démontré que le Ca®* cytosolique favorise l'oxydation du NADH par la
glycérol déshydrogénase pour finalement produire et importer du FADH2 dans les
mitochondries comme substrat pour le CII [123]. De plus, le Ca** stimule la
production de NADH par les réactions des enzymes TCA pyruvate déshydrogénase
(PDH), isocitrate deshydrogénase (IDH) et o-KGDC [111, 124] Parmi ces trois
enzymes, o-KGDC s'est avéré étre le plus sensible au Ca** [116, 119, 123, 125].

En fait, la sensibilité de a-KGDC & Ca** dépend de la concentration de NADH,
et sur le rapport ATP / ADP, soulignant a nouveau un role regulateur de I'ETC sur
I'activité enzymatique. En effet, une augmentation des deux cofacteurs abaisse la
stimulation de 1’a-KGDC par Ca®* [118]. De plus, le calcium pénétre dans les
mitochondries par un monoporteur, un processus entraine par le potentiel négatif a
travers I'MM [126]. A cet égard, les cellules cancéreuses se sont révélées étre
particulierement sensibles a un arrét du métabolisme mitochondrial par transfert de

Ca®" dans les mitochondries.

Bien que les cellules normales ralentissent la prolifération lorsque I'importation
de Ca** est inhibée, les cellules cancéreuses passent par la mitose et finissent par la
nécrose, une voie qui peut étre sauvée par une supplémentation en dimethyl-o-KG
[127].
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Cette découverte indique que les cellules cancéreuses devraient s'appuyer sur un
cycle TCA fonctionnel pour soutenir une prolifération réussie, et que I'a-KG peut aider
a surmonter la pénurie de calcium et maintenir une activitt OXPHOS minimale, ou

peut conduire des réponses adaptatives a une altération du métabolisme oxydatif.
4.2.LepH:

Un lien eétroit entre a-KGDC et OXPHOS est davantage illustré lorsque I'on
considere le réle du pH dans la régulation de a-KGDC. Il a été largement démontré
que I’élévation du Ca®* cytosolique entraine une acidification mitochondriale rapide,

stimulant le métabolisme oxydatif.

Il a été déemontré qu’une gamme de pH entre 6.6 et 7.4 augmente I’activiteé de 1'a-
KGDC [116]. Néanmoins, le pH cytosolique est ~ 7,6 alors que dans la matrice
mitochondriale il se situe entre 7,5 et 8.2 [128, 129]. L'activité a-KGDC serait ainsi

pro-motivée par l'acidification de I'environnement.

En accord avec cela, la concentration en o-KG dans les reins acidotiques des rats
diminue de maniere significative en raison d'une augmentation de l'activite en a-
KGDC [130], ce qui souleve la question de savoir si les changements de pH affectent
la fonction mitochondriale dans les cancers, car ils dépendent principalement de ca
glycolyse aérobie et subissent une acidose importante [131]. Cependant, les cellules
cancéreuses sécrétent lactate/H™ pour maintenir le pH intracellulaire au niveau
physiologique, conduisant a l'acidification du microenvironnement extracellulaire
[132].

De fagon notable, le pH dans les mitochondries est intrinsequement lié a I'activité
de I'ETC qui est entrainée par la force motrice des protons et Aym [113]. Ainsi, le pH
de la matrice mitochondriale refléterait plutot I'équilibre entre I'extrusion de protons et

I'entrée dans la matrice, principalement piloté par I'activité OXPHOS [133].

60



On peut facilement affirmer qu'une faible activité OXPHOS est associée a une
diminution du pH dans la matrice mitochondriale due a I'accumulation de protons, au
moins autour de la membrane interne. A cet égard, I'induction subséquente de l'activité
a-KGDC et de la génération subsequente de NADH pourrait aider a maintenir un
gradient chimique approprié en favorisant le pompage de protons depuis le complexe |

(CI) vers I’espace intermembranaire (IMS).

Par conséquent, a coté de I’état de phosphorylation du nucléotide d'adénine, le
rapport NADH / NAD + et le niveau de calcium, I'OXPHOS pourrait exercer un
controle supplémentaire sur 1'a-KGDC par la modulation du pH dans la matrice des
mitochondries.

5. Relation entre les espéces réactives de I’oxygene et I’activité de
I’enzyme :
Les ROS sont des sous-produits du métabolisme oxydatif mitochondrial et leurs

niveaux sont un indicateur fiable des dommages de I'ETC [134]. Il convient de noter
que I'a-KGDC peut a la fois detecter et générer des ROS (Figure 24).

Une augmentation des niveaux de ROS peut diminuer ou inhiber completement
la fonction de I’a-KGDC.

Alors qu'une modification post-traductionnelle peut conduire a une inhibition
partielle et réversible de I'enzyme, la génération d'un radical thiyle sur le cofacteur

précéde son inactivation complete [135, 136].

En revanche, en réponse a I'accumulation de NADH, stimulée par I'augmentation
des niveaux d'a-KG, la sous-unité E3 peut génerer du H,O, [137, 138] (Figure 24) a

des niveaux beaucoup plus élevés que le complexe 1 [139].

61



Bien que des quantités physiologiques de ROS soient essentielles pour la survie
des cellules, leur excés favorise I'initiation et la progression du cancer par l'induction
de l'instabilité géenomique, les modifications de I'expression des genes et l'activation

des voies de signalisation [140, 141].

L'aconitase est I'enzyme du cycle TCA la plus sensible aux ROS [142], et son
inhibition dans les cellules peut donc limiter la production de NADH en interrompant
le cycle du pyruvate a l'a-KG, et donc le flux d'électrons a travers la chaine
respiratoire, réduisant finalement les ROS en une boucle négative. A l'inverse, la forte
dépendance des cellules cancéreuses a I'égard du métabolisme de la glutamine peut
permettre a 1'a-KGDC de soutenir pleinement la respiration liee a la NADH [143],

méme en cas de forte réduction de l'activité de l'aconitase.

Cependant, contrairement a ce dernier, des niveaux élevés de ROS sont
nécessaires pour inhiber 1'a-KGDC [136]. Dans cette optique, le seuil élevé pourrait
jouer un réle prépondérant dans la progression des tumeurs présentant des défauts
ETC.

De méme, des perturbations métaboliques prolongées telles que I'accumulation
de NADH et a-KG peuvent conduire a un stress oxydatif dépendant de a-KGDC, qui a
son tour peut profondément affecter I'etat d'oxydoréduction des cellules cancéreuses et

le métabolisme par une auto-inactivation de I'enzyme médiée par ROS [144-146].
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L'a-KGDC est un complexe composé de plusieurs copies de trois enzymes: I'a-
cétoglutarate déshydrogénase (E1), la dihydrolipoamide succinyltransférase (E2)
et la dihydrolipoamide déshydrogénase (E3). a-KG réagit avec le TPP qui se lie a
E1, et est ainsi un composé hydroxyéthylique générateur de décarboxylation. E1
catalyse également le transfert de deux électrons et du groupe acétyle du TPP sur
I'acide lipoique (LA), qui est lié a la sous-unité E2. La réaction effectuée par E2
est une transestérification dans laquelle le groupe thiol de la coenzyme A (CoA)
remplace le groupe thiol d’E2, produisant Succ-CoA et la forme réduite du
groupe lipoique, I'acide dihydrolipoique (DHLA). La sous-unité E3 catalyse le
transfert de deux atomes d'hydrogene du DHLA vers son groupe prothétique
FAD, restaurant LA oxydée. Le FADH2 réduit du transfert de I'enzyme E3 H +
vers NAD + pour former NADH.
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6. Le complexe alpha-cétoglutarate déshydrogénase et la

reprogrammation métabolique du cancer :

Dans les cellules néoplasiques sous hypoxie ou en présence de défauts d’ETC, le
citrate est généré a partir de la carboxylation réductrice de 1'a-KG dérivee de la
glutamine, par les IDH1 et 2 dépendantes du NADPH cytosolique et mitochondrial
[108, 147]. La conversion de I'a-KG en isocitrate implique une activité a-KGDC plus
faible et le deséquilibre du rapport a-KG / citrate, conduisant a un cycle TCA
fonctionnant en mode inverse, soutenant finalement la synthese de novo des acides

gras et favorisant la croissance tumorale [147- 149] (Figure 25).

HIF1, le maitre régulateur de la réponse hypoxique dans les cellules cancéreuses
malignes [150], pourrait egalement contribuer a augmenter le rapport a-KG / citrate en
inhibant I'activité de la PDH et donc la génération de citrate [151, 152] (Figure 25).
Ces résultats mettent en évidence un role important pour HIF1 dans la modulation des
niveaux de métabolites de TCA et dans le recablage du devenir de l'a-KG du
métabolisme oxydatif au métabolisme réducteur. Dans cette optique, il a été démontré
gu'en normoxie, l'activation constitutive de HIF1 seule est capable de favoriser la
carboxylation réductrice de 1'a-KG [108, 149].

Néanmoins, HIF1 n'est pas essentiel dans la réduction de I'a-KG, car toute
condition conduisant a un rapport élevé a-KG sur citrate pourrait le favoriser, par une
action de masse sur le flux du cycle TCA [109]. Par exemple, dans I'hypoxie et dans
les cellules cancereuses présentant des défauts d’ETC, la diminution de I'oxydation de
I'a-KG peut étre provoquée par des changements dans les niveaux de réduction des

équivalents.
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Figure 25: Schéma des acteurs moléculaires entrainant la carboxylation réductrice de
I'alpha cétoglutarate dans les mitochondries lors de I'hypoxie (a) et dans les cellules
cancéreuses présentant des défauts d’ETC (b) [353].

Le flux métabolique du TCA est représenté par des fleches bleues ()), et (HM) indiquent I'enzyme
spécifique pour chaque étape du cycle du TCA.

Ac-CoA (acétyl-coenzyme A; Aco (aconitase); Cit (citrate); Isocit (Isocitrate); Gln (Glutamine); o-KG
(o-cétoglutarate).

La carboxylation réductrice nécessite I'élévation du rapport o-KG / citrate et réduit I'e-KG en isocitrate
qui est ensuite converti en citrate. Ce dernier est transféré au cytosol ou il est utilisé pour la biosynthese
des lipides.

Il convient de noter que dans les deux cas (a-b), la production de ROS par I'ETC et I'a-KGDC peut
induire l'inhibition de 1'aconitase et de I'a-KGDC, empéchant ainsi I'oxydation du citrate et de I'a-KG,
respectivement.

(a)Sur hypoxie (Tension de 5 a 0,5% 02), HIF1 peut participer a I'augmentation du rapport a-KG /
citrate, en empéchant a la fois I'activitt PDH et a-KGDC, & son tour limitant-respectivement la
production de citrate et I’oxydation a-KG.

(b) Dans les cellules cancéreuses présentant des défauts ETC, I’accumulation de NADH peut conduire a
une inhibition des NADH-déshydrogénases mitochondriales (PDH, IDH et a-KGDC), diminuant ainsi la
production / oxydation de citrate et I'oxydation a-KG.

De plus, I'augmentation du NADH peut également favoriser I'activité IDH1 / 2 dépendante du NADPH.
Enfin, il est important de noter que I'accumulation de NADH pourrait également favoriser la
carboxylation réductrice sous faible tension d'oxygéne.

65



De plus, I'accumulation de a-KG réprime la stabilisation de HIF 1o et sa voie en
aval en favorisant I'activité des prolyl hydroxylases (PHD) du capteur métabolique.
Cela peut représenter un controle de rétroaction pour maintenir I'enzyme sous la

réglementation stricte requise pour I'adaptation métabolique a I'hypoxie.

Dans la méme mesure, la régulation médiée par NADH et ROS de l'activité a-
KGDC représente des mecanismes de rétroaction supplémentaires qui empéchent
I'inactivation compléte des enzymes. Etant donné que les modes avant et arriere du
cycle TCA ne sont pas exclusifs, un réglage fin de l'activité a-KGDC est nécessaire
pour equilibrer le destin de I’a-KG dans les voies énergétiques et anaboliques, en
fonction des niveaux d'oxygene et du statut ETC [153-156].

Ainsi, la pertinence de ce mécanisme n‘a pas encore été prouvée dans les cellules
cancéreuses, ou les besoins en nutriments et les reseaux metaboliques sont connus

pour étre radicalement différents des cellules non malignes.

Dans les cellules cancéreuses, la glutaminolyse depasse les besoins cellulaires en
glutamine dans la production d'acides aminés, de nucléotides et d'énergie [157]. Duran
et ses collegues ont montré que les niveaux d'a-KG sont un signe crucial du statut de
disponibilité des acides aminés. Dans ce scénario, des niveaux cytosoliques élevés d'a-
KG peuvent favoriser la cible mammifere de la signalisation de la rapamycine 1
(mTORC1), qui a son tour bloque l'autophagie, le mecanisme d'entretien pour survivre
au stress de la privation de nutriments, et augmente l'anabolisme dans les cellules

néoplasiques.

D'un autre coté, de faibles niveaux d'a-KG ont des effets opposés et sont en
correlation avec une diminution de la respiration mitochondriale et des niveaux d'ATP
[158, 159]. Dans cette optique, on pourrait émettre I'nypothese que la production
élevée d'a-KG due au métabolisme accru de la glutamine pourrait &tre bénéfique pour
les cellules cancéreuses en favorisant la prolifération tout en inhibant l'autophagie
[160].
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Cependant, l'interaction complexe entre le métabolisme de la glutamine et la
régulation des processus mTOR et autophagiques dans les cellules cancéreuses rend
incertain si I'a-KG joue un role pivot a cet égard [161]. De plus, en cas de privation de
glucose, un traitement avec des dérivés o-KG et sa forme réduite 2-hydroxyglutarate
(2- HG) a révélé la capacité d'inhiber I'ATP synthase, entrainant une réduction de la

signalisation de mTOR et un blocage autophagie dans les cellules cancéreuses [162].

Dans l'ensemble, ces résultats suggerent que la variation des niveaux d'a-KG
peut affecter differemment la régulation de l'autophagie en fonction de la disponibilité
des nutriments et de la compartimentation du métabolite (cytolysique et

mitochondrial), dont la regulation merite toujours d'étre étudiée.

7. Comprendre la dynamique de I’alpha-cétoglutarate et ses

effets sur ses cibles :

L'accumulation de a-KG peut avoir un effet opposé et conduire plutot a une
déstabilisation constante de HIF1a. En conséquence, Gottlieb et son groupe ont montré
que l'augmentation de I'a-KG seule est suffisante pour s'opposer a I’accumulation du
Succinate, du fumarate et de I'hypoxie de HIF1a. Cela a entrainé une inversion accrue
de la glycolyse et la mort cellulaire [163, 164]. Par conséquent, les niveaux d'a-CG,
méme en cas d'hypoxie, peuvent étre suffisants pour favoriser l'activité PHD et

empécher la reponse hypoxique.

Il a été déemontré que les cellules cancéreuses présentant une altération sévere du
complexe | mitochondrial affichent une augmentation du rapport o-KG / Succinate,
probablement en raison d'une inhibition de 1'a-KGDC résultant a partir d'un rapport
NADH / NAD + accru. Cette accumulation est associée a une deéstabilisation
constitutive de HIFla méme dans un environnement hypoxique (c'est-a-dire une
pseudonormoxie), ainsi qu'a une reduction du potentiel tumorigéne in vivo [154, 165,
166].
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Il est important de noter que I’atteinte mitochondriale et I’hypoxie peuvent
entrainer une surproduction de la L2-hydroxyglutarate (L-2-HG), qui est
principalement genérée par la conversion de 1’a-KG dérivé de la glutamine et est en

concurrence avec ce dernier [108, 153, 167-171].

Dans ce contexte, il est plausible d'envisager que 1'a-KG puisse accepter
alternativement des électrons et devenir réduit en (L) -2- HG, se comportant comme un
substitut de facto de I'ETC pour soutenir la croissance du cancer. De maniere
cohérente, la supplémentation en a-KG ou l'inhibition de a-KGDC dans la normoxie
provoque une légére augmentation des niveaux de (L) -2-HG, alors qu'en hypoxie
I'augmentation est beaucoup plus élevée [167].

En présence de troubles respiratoires, en revanche, I'accumulation ultérieure de
a-KG peut avoir des effets différents en fonction de son taux de conversion en (L) -2-
HG, car I'énantiomere peut inactiver les PHD au-dessus d'un certain seuil. Il semble
peu probable que la réduction de I'OXPHOS a elle seule soit suffisante pour stimuler
la réponse HIF1 médiée par le (L)-2-HG, car, une grave altération de I'lC empéche
plutdét la stabilisation de HIFla. Des facteurs supplémentaires seraient donc
nécessaires (Figure 27). Outre une faible activité PHD due a la pénurie d'oxygéne, des

mécanismes supplémentaires peuvent étre envisagés.

Par exemple, dans des situations physiologiques, la (L) -2-HG déshydrogénase
(L2HGDH) reconvertit (L) -2-HG en a-KG [172], tandis qu'en hypoxie, I'expression
de L2HGDH est diminuée de 50% et il est donc important de maintenir un rapport (L)
-2-HG / a-KG élevé (Figure 27). De plus, une faible activité L2ZHGDH favoriserait la
production de ROS [167] avec pour conséquence la stabilisation de HIFla [173]
(Figure 27). 1l est remarquable que la régulation de I'expression de L2HGDH soit
indépendante de HIF1, suggérant ainsi un potentiel en amont qui a un role dans
I'initiation de la réponse hypoxique.
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Cependant, de maniere frappante, une étude récente réalisée par Burr et ses
collegues a montré que la perturbation de I'OGDH entraine une accumulation de
HIF1a dans la normoxie via un mécanisme médié par PHD2 indépendant de ROS qui
repose sur la production de (L)-2-HG a travers les deux, MDH1 / 2 et LDHA [174].
Par conséquent, alors que la réponse cellulaire a I'nypoxie est médiée par plusieurs
signaux, y compris 02, équivalents réducteurs, o-KG, (L)-2-HG et ROS, la
modulation de l'activité a-KGDC seule peut avoir un grand impact sur la stabilisation
de HIF1a.

Pour soutenir cela, il a été montré que la diminution de I'activité PHD ne favorise
pas inévitablement la voie de signalisation HIF1, méme en cas d'hypoxie. Cela semble
dépendre d'une diminution de la traduction de HIF1a, en raison d'une diminution de la
signalisation mTOR qui suit la privation d'O2 et d'acides aminés et, par conséquent, de
faibles niveaux d'a-KG cytosolique, car les PHD renforcent l'activitt mTOR (Figure
26) [159].

Des niveaux faibles et elevés da-CG peuvent donc entraver la réponse
hypoxique, suggérant que le maintien d'une certaine quantité d'a-CG est essentiel pour
I'activation de HIF1. Dans cette optique, il est possible de supposer que le maintien de
I'activité a-KGDC dans une plage appropriée permettrait non seulement aux cellules
de répondre aux besoins métaboliques en hypoxie, mais controlerait également avec
précision les niveaux d’a-KG et du (L)-2-HG afin de fournir aux cellules un signal
personnalisé pour l'activation de HIF1. Outre qu’'mTOR, l'autophagie est également
modulée par HIF1 [175], ce qui rend les PHD et donc les niveaux d'a-CG pivotaux

dans le catabolisme des organites.
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L'accumulation d'a-KG peut également favoriser la fonction mTOR via
I'inhibition de I'ATP synthase dans la mitochondrie, sans impliquer les PHD [176]
(Figure 26). Par consequent, alors que lI'accumulation cytosolique de o-KG pourrait
empécher l'autophagie en activant les PHD, I'¢lévation de ses niveaux dans les
mitochondries la favoriserait plutdt, via l'inhibition de I'ATP synthase. Néanmoins, les
dioxygénases cytosoliques dépendantes de Fe (Il) / a-KG répondent au rapport entre
I'a-KG et ses différents concurrents, tandis que 1'a-KG intervient de maniere non

competitive dans l'inhibition de I'ATP synthase [176].

La réponse aux fluctuations des niveaux d’o-KG dans les cellules est
multifactorielle et reste un domaine de recherche ouvert. La signalisation d’a-KG est
susceptible d'étre définie par I'abondance des métabolites, de son état d'oxydation et de
la dynamique, qui sont détermineés par le statut d’ETC et les niveaux d'oxygene, peut-
étre parmi d'autres mécanismes encore inconnus. Sur la base de ces considérations, il
est plausible de soutenir que les fluctuations des niveaux d’o-KG peuvent étre
intrinseques caractéristique de la progression tumorale, utile pour déclencher les

changements bioénergeétiques en réponse a des pressions sélectives.

Dans cette optique, le réle de 1'a-KG reste double car il peut favoriser a la fois les
fonctions oncogeénes et suppressives de tumeurs, parallelement a la fonction oncogéne

des génes mitochondriaux, comme cela a été proposé precédemment [177].
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Figure 26: Représentation schematique de I'influence des niveaux d'a-KG et de la
compartimentation sur les PHDs et I'ATP synthase [353].

Les PHD ont un double réle dans le contexte de la réponse cellulaire a la disponibilité des
ressources. Les PHD contrblent a la fois les adaptations aux niveaux d'oxygéne réduits, par la
déstabilisation de HIFla, et la disponibilité des nutriments via la promotion de mTOR.
L'accumulation cytosolique de a-KG peut favoriser a la fois les PHD et la voie mTOR et peut
inhiber la signalisation HIF1. A I'inverse, I'accumulation mitochondriale de a-KG peut empécher
I'activation de mTOR par I'inhibition de I'ATP synthase.
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Figure 27: Signaux mitochondriaux qui fagonnent I'adaptation métabolique et hypoxique
médiée par HIF1 dans les cellules cancéreuses [353].

La réponse hypoxique peut provenir a la fois de la stabilisation de HIFla, via la
diminution des niveaux d'oxygéne et I'augmentation du rapport (L) -2-HG / a-KG qui
abaissent I'activité des PHD, et de I'activation de HIF1, en raison de niveaux de ROS
élevés. Dans le premier cas, des niveaux d'oxygéne réduits peuvent inhiber I'activité de
L2HGDH, diminuant ainsi la conversion de (L) -2-HG en a-KG, tout en favorisant la
production de ROS. De plus, I'élévation des niveaux de NADH dans les mitochondries qui
découle d'une diminution de la respiration inhibe la navette malate-aspartate (MAS) et
donc la production de NADH mitochondrial a partir du pouvoir réducteur cytosolique.
L'accumulation mitochondriale et cytosolique de NADH favorise I'activité des enzymes
dépendantes de NADH MDHL1 / 2, PHGDH et LDHA qui convertissent a-KG en (L) -2-
HG. En outre, la production potentielle de ROS par I'ETC et I'a-KGDC pourrait favoriser
davantage I'activation de HIF1. Enfin, NADH et HIF1 peuvent inhiber a-KGDC et PDH,
favorisant davantage I'accumulation d'e-KG, a leur tour convertis en (L) -2-HG ou utilisés

pour la biosynthese des lipides.
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8. Impact de I’alpha-cétoglutarate sur I’épigénétique des cellules

cancéreuses :

Les altérations épigenétiques aux niveaux de I'ADN et des histones sont de plus
en plus reconnues comme des modificateurs de la tumorigenése [178]. Les Tlots CpG
sont largement hyperméthylés dans de nombreux types de cancer par rapport au tissu
normal correspondant, tandis que le reste du génome est plutdt sujet a la

déemethylation.

L'hyperméthylation des ilots CpG a été utilisée comme critére pour distinguer
différents types de tumeurs des tissus non malins [179], et les tumeurs caractérisees
par des niveaux éleves de méthylation de I'ADN ont été classées comme ayant un
phénotype de méthylateur dflot CpG et sont principalement associées au pire

pronostic, potentiellement dd a un silence des génes suppresseurs de tumeurs.

Dans de nombreux cas, ce phénotype est originaire dans les premieres phases de
la tumorigenése de nombreux types de tumeurs tels que les glioblastomes, les
leucémies myéloides aigués, le cancer gastrique et les épendymomes [180, 181], ou les
médicaments ciblant le meécanisme de méthylation de I'ADN sont une stratégie

prometteuse.

La grande famille des dioxygénases dépendantes des a-KG comprend deux
classes d'enzymes impliquées dans les réactions de déméthylation et d'hydroxylation
de I'ADN et des histones. Les méthylcytosines dioxygenases (TET 1 a 3) catalysent la
démethylation de I'ADN, tandis que le domaine Jumonji C contenant des lysines
démethylases (KDM 2 a 7) est la plus grande famille d'histones déméthylases [182,
183]. Le (L)-2-HG et le (R)-2-HG sont des inhibiteurs compétitifs des TET et des
KDM, et sont donc des modificateurs importants du paysage épigénétique des cellules
cancéreuses [184-187]. Par conséquent, I'accumulation de (L)-2-HG et de (R)-2-HG a

été associée a plusieurs types de cancers [169, 188, 189].
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De méme, des etudes récentes ont révélé qu'avec le 2HG, le Succinate et le
fumarate peuvent egalement induire des altérations de la méthylation de I'ADN et des
histones, améliorant ainsi la formation d'un cancer [190-192]. Ces resultats suggerent
que différentes concentrations cytosoliques d'a-KG affectent I'état de méthylation des

histones et de I'ADN et déclenchent ainsi des changements épigénétiques.

En conséquence, le groupe de Thompson a démontré comment le maintien d'un
rapport a-KG / Succinate approprié est fondamental pour déterminer I'identité et le sort
des cellules souches embryonnaires (ESC) [193]. En particulier, un rapport a-KG /
Succinate élevé favorise l'activité de I'ADN et des histones déméthylases, et la
modification de ce rapport est suffisante pour réguler de multiples modifications de la

chromatine.

En effet, le traitement par a-KG favorise lI'auto-renouvelement de I'ESC, connu
pour présenter une structure chromatinienne «ouverte» inhabituelle, associée a
I'nypertranscription [194]. Dans cette optique, des niveaux cytosoliques élevés d'a-KG
favoriseraient des processus a forte consommation d'énergie, une hypothese qui est
appuyée par l'existence de l'activation mTOR pilotée par PHD mediée par a-KG, qui

favorise les processus anaboliques.

Inversement, dans les cellules cancéreuses confrontées a I'hypoxie, il est
plausible que la conversion de a-KG en (L)-2-HG aide tres probablement a réduire la
demande énergeétique tout en favorisant la stabilisation de HIF1a pour l'adaptation
hypoxique. Conformément a cela, I'nypoxie induit une augmentation globale de la
triméthylation de I'histone H3 a la lysine 9 (H3K9me3), connue pour réprimer
I'expression des génes, par I'accumulation de (L)-2-HG qui inhibe l'activité de la
déméthylase KDMA4C [195].
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En outre, il a réecemment été demontré que la pénurie d'oxygéne provoque
directement une hyperméthylation de I'ADN en réduisant l'activit¢ TET dans les
cellules cancéreuses, principalement au niveau des promoteurs génétiques [196].
Malgré cela, les TET et les KDM peuvent stimuler la transcription de genes
specifiques ciblés par HIF1, tout en étant eux-mémes des cibles transcriptionnelles de
HIF1 [192,196, 197], un mécanisme qui compense trés probablement leur activité

enzymatique plus faible.

Par consequent, alors que les oncométabolites et la faible disponibilité en
oxygene peuvent favoriser un état ferme de la chromatine et une baisse de I'expression
génique globale grace a l'activité des dioxygeénases dépendantes des o-KG, il est
plausible que le maintien d'une activité minimale de ces enzymes induise une réponse
génetique spécifique dans les cellules pour restreindre la machinerie de transcription

aux genes ciblés par HIF1.

De méme, étant donné le réle de I'a-KG en tant qu'indicateur de la disponibilité
des acides aminés, il est plausible de spéculer sur l'occurrence d'un remodelage
épigenétique lors de la privation de glutamine, qui peut étre confronté a des cancers

solides.

En consequence, une étude récente a démontré que la carence en glutamine est
associee a de faibles niveaux d'a-KG, qui peuvent a leur tour déterminer l'inhibition
des KDM dans les régions centrales de la tumeur. Dans ce contexte, l'augmentation de
la méthylation des histones induit une dedifférenciation des cellules cancéreuses et

peut entrainer une résistance thérapeutique [198].

La conséquence des modifications épigénétiques est la transduction de stimuli
externes en réponse transcriptionnelle, ajustant ainsi le phénotype des cellules sans
affecter leur génotype [199]. Il est trés probable que la bioénergétique cellulaire, les
changements entrainés par des pressions sélectives externes et internes, favorisent un

remodelage epigénétique complexe grace a la signalisation de I’a-KG.
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V. Mutations des genes de I’isocitrate déshydrogénase
1. Généralités
1.1. Definition et structure :

La famille des isocitrates déshydrogenases (IDH) comprend trois isoformes :
IDH1, IDH2 et IDH3. Ces enzymes catalysent la décarboxylation oxydative de
I'isocitrate pour former de l'a-cétoglutarate (aKG), en utilisant le NADP + comme

cofacteur pour genérer du NADPH pendant la catalyse.

Les protéines IDH1 et IDH2 partagent un degré éleve de similitude de séquence
(70% chez I'nomme) et sont codees par des geénes distincts (IDH1, 2933; IDH2,
15926). Bien qu’IDH1 et IDH2 soient trés similaires et catalysent des réactions
réversibles identiques, IDH1 se localise dans le cytosol et les peroxysomes, tandis
qu’IDH2 se localise dans les mitochondries. Une troisieme enzyme IDH3, catalyse la
déecarboxylation directe de l'isocitrate pour générer un aKG pour le cycle de l'acide
tricarboxyliqgue (TCA). IDH3 est un complexe multi-sous-unités évolutivement

distinct composée de 3 protéines codées par des genes distincts.

Les sous-unités IDH individuelles sont composées d'un grand domaine, d'un petit
domaine et d'un domaine de fermoir, et IDH2 contient une séquence de ciblage
mitochondriale supplémentaire (figure 28A). Chaque site actif contient des sites de
liaison pour le NADP (H), l'isocitrate et un cation divalent [200] (figure 28B).

La catalyse se deroule en liant le cofacteur NAPD + dans une conformation
ouverte inactive. Cette configuration inactive est caractérisée par un segment de boucle
régulatrice qui empéche la liaison de l'isocitrate au site actif en interagissant avec
Ser94 du grand domaine IDH1. La liaison de l'isocitrate se déplace sur la boucle
régulatrice et induite par les résidus des deux sous-unités dimeres, y compris Ser94 et

les residus d'arginine conservés multiples dans le site actif (figure 28C).
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Il est proposé que la liaison compétitive de l'isocitrate a la fente catalytique
déplace la boucle de réegulation et induit un changement de conformation vers un état

ferme, catalytiquement actif qui favorise la décarboxylation de l'isocitrate en aKG.

IDH1 et IDH2 jouent un r6le important dans un certain nombre de fonctions
cellulaires, notamment la détection du glucose, le metabolisme de la glutamine, la
lipogenese et la régulation du statut redox cellulaire. Bien qu’IDH1 et IDH2 catalysent
des réactions identiques, on pense que ces enzymes ont des fonctions distinctes basées
principalement sur leurs localisations différentielles et un flux catalytique modifié

entre les réactions directes et inverses.
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Figure 28: La carte du domaine et la structure active des enzymes IDH [354].

(A) IDH1 et IDH2 sont composées de 3 domaines distincts: domaine élargi, petit domaine et
domaine de fermoir. IDH2 contient une séquence de ciblage mitochondriale de 39 acides aminés a
son extrémité NH2. Les résidus d'arginine conservés a Argl32 (IDH1) et Argl72 (IDH2) sont
essentiels pour la catalyse. (B) Structure cristalline de I'homodimeére IDH1, comme indiqué dans Xu
et all (PDBID: 1TOL). Les domaines sont codés par couleur comme dans (A), avec une seule sous-
unité colorée pour la clarté. La poche de liaison du substrat contient des sites de liaison pour
I'isocitrate (jaune), I'ion a calcium (cyan) et le NADP + (violet). (C) Structure des résidus critiques
dans le site actif IDHL1. Les liaisons hydrogene et les interactions hydrophiles sont représentées par
des lignes en pointillés violets et formées entre plusieurs résidus d'arginine, dont Argl32, et des
groupes carboxylates d'isocitrate. IDH2 Argl72 est analogue a IDH1 Argl32 dans sa structure de

site actif et ses interactions avec l'isocitrate.
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2. Leucemies liées a I’isocitrate déshydrogénase

2.1. Isocitrate déshydrogénase et mutation : genéralites

Historiguement les mutations d’IDH1 étaient identifiées en premier, par
sequencage d’exome sur des patients atteints de cancer colorectal en 2006 [201]. Par la
suite et assez rapidement ont été mises au jour des mutations récurrentes d’IDH1 et 2
dans des cas de gliomes, la plupart du temps de bas grade [202], puis dans les
leucémies aigues myéloides [203-204], enfin dans I’acidurie D-2-hydroxyglutarique

de type |1, une pathologie constitutive cette fois [205] .

La quasi-totalité des mutations d’IDH1 décrites consiste en une substitution de
I’arginine en position 132 (site catalytique), principalement par une histidine (R132H).
L’IDH2 voit muter son arginine en position 172, qui est I’homologue structural de
I’IDH1-R132 ou bien son arginine en position 140. Cette derniére occupe également la

zone du site catalytique et se trouve dans I’espace tres pres de la 172,
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Figure 29: Structure du site catalytique d’IDH1 et IDH2 [206].
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Figure 30: Rdle des génes IDH dans les gliomes et les LAM [207].

2.2. Fonctions néomorphique des IDH mutées :

Il a certes été constaté que la capacité de la protéine mutante a exercer sa
fonction initiale était nettement atténuée, ce par des mesures de production d’a-CG ou
de NADPH [208, 209]. Ces mutations possedent les caractéristiques des mutations
gain de fonction: elles sont somatiques, hétérozygotes et occupent des positions
hautement conservees. En effet les mutations perte de fonction doivent étre
homozygotes pour avoir un retentissement phénotypique (sauf haplo- insuffisance), ce
qui explique le fait qu’elles soient moins fréquentes, et des mutations a des positions
variées doivent dans ce cas pouvoir causer la méme conséquence simple qui est la

synthése d’une protéine incapable de fonctionner.
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Le voile va se lever progressivement sur ce mystéere aprés 2009 lorsque Dang et
al, découvrent une fonction néomorphique des protéines IDH1 mutantes [210], en
réalité commune a toutes les IDH mutantes: la réduction NADPH-dépendante de I’a-
CG en D-2-hydroxyglutarate. Cette nouvelle activité résulte d’une affinité accrue pour
le NADPH et réduite pour I’isocitrate [206, 210, 211].

En effet il a été montré qu’en son sein, les deux sous-unités produisent du D-
2HG, a partir d’isocitrate ou d’a-CG respectivement, associant donc production de

I’oncométabolite et diminution de synthese et consommation de I’a-CG [212].

En outre, la perte de fonction wt induite génétiquement sur des lignées cellulaires
mutées IDH1 entraine une diminution de production de D-2HG, phénomeéne retrouvé
également in vivo dans des cas de gliome a cellules mutées ayant perdu I’allele IDH1
sauvage, montrant ainsi I’importance de la persistance de cette sous unité wt dans

I’accomplissement de la fonction néomorphique [213].
2.3. L’oncogenese liece au D 2HG

Le réle cellulaire du D-2HG est méconnu. Il pourrait constituer un intermédiaire
dans la production de 5-aminolevulinate et des porphyrines au cours de la synthese de
I’héme [214, 215].

Son oncogénicité résulte, au moins en partie, de son analogie structurale avec 1’a-
CG, qui en fait un inhibiteur compétitif des enzymes a activité o-CG-dépendante
[216].0r ces enzymes sont nombreuses et ont des roles varies, il en existe plus de 60
différentes dans les cellules des mammiferes[217], et parmi elles la famille TET
notamment, mais aussi HIF-PHD (Hypoxia Inducible Factor-Prolyl Hydroxylase
Domain), les histones deméthylases et C-P4H (Collagen Prolyl 4Hydroxylase),
pouvant étre impliquées dans la tumorigénése respectivement par méthylation
aberrante de I’ADN, stimulation de I’angiogenése, modification des histones et

maturation anormale du collagéne [218].
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2.3.1. L’enzyme TET

La famille d’enzymes TET est constituée de 3 membres : TET1, TET2 et TETS3,
acteurs de la régulation épigénétique.

Les TET catalysent la conversion des 5-méthylcytosine (5-MC) en 5-
hydroxyméthylcytosines (5-HMC) (Figure 31) [219].

NH3 NH, HHa

/J§H DNMT H?":w/’lm“a” TETL  HO 'L\»h
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Figure 31: Méthylation puis hydroxylation de la cytosine par les enzymes DNMT
et TET [355].

Ces dernieres peuvent initier la déméthylation de I’ADN, soit passivement en
excluant les DNA meéthyltransférases (DNMT) des ilots cytosine-guanine (CpG), soit
activement via les mécanismes de réparation par excision de base (BER). Les 5-HMCs
empéchent la liaison de protéines au niveau des CpG methylés, assurant par ce biais

une regulation transcriptionnelle [220].

Le lien est maintenant établi entre TET, controle de la différenciation cellulaire et
maintien des cellules souches embryonnaires [221]. De nombreuses études laissent a

penser que la ou les voies oncogéniques dépendantes d’IDH passent par les TET :

- L’expression d’IDH1 et IDH2 mutantes de méme que I’exposition a du D-2HG
exogene inhibent TET in vivo comme in vitro, diminuant la production de 5-HMC,

lequel processus est réversible a I’addition d’a-CG exogene [216].

- De méme lorsqu’on compare les gliomes affichant une mutation d’IDH1 a ceux

qui en sont dépourvus, on y retrouve des concentrations significativement supérieures
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en 5-HC et inférieures en 5-HMC [216]. Il faut cependant concéder que la déplétion en
5-HMC est le lot de nombreux cancers indépendamment du statut mutationnel d’IDH
[222].

- Une forte corrélation a été mise en lumiere entre mutations d’IDH1 et 2 et

phenotype methylé des Tlots CpG (PMIC) dans un sous-groupe de gliomes [223].

- Deux études consécutives ont ensuite mis en évidence un profil
d’hyperméthylation particulier homogéne dans des gliomes mutés IDH, similaire au
PMIC [224, 225].

De facon intéressante ce profil restait stable quel que soit le grade du gliome,
suggerant que ces modifications épigénetiques surviennent tot dans la gliomagénése

[224], or les mutations d’IDH sont également précoces [226].

-L’utilisation de vecteurs lentiviraux a permis d’induire des hypermethylations
dans des astrocytes humains apres introduction de la mutation IDH1 R132H [227,
228]. A Vl’inverse lorsqu’était induite une surexpression d’IDH1 sauvage une
hypométhylation était obtenue, ce qui laisse a penser que les concentrations en a-CG

pourraient aussi altérer le méthylome [228].

-Les leucémies aigues myéloides (LAM) ont fait I’objet d’investigations du

méme ordre et les résultats concordent :

-Des cellules de LAM mutées IDH présentaient un profil d’hyperméthylation

globale et spécifique de géne similaire a celui des cellules de LAM mutées TET [229].

-Une comparaison des niveaux de 2-HG et de 5HMC médullaires
(respectivement plasmatique et cellulaire) et de leur évolution au cours de la maladie
chez des patients a montré que lorsque les quantités de 2-HC diminuent en réponse au

traitement celles de SHMC augmentent et inversement a la rechute [230].
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Ainsi il existerait un lien étroit entre IDH, TET, méthylation de I’ADN et
tumorigéneése, dont une meilleure comprehension passera par I’amélioration de la
connaissance du methylome et de ses conséquences sur les profils d’expression

génique [231].
2.3.2. HIF et HIF-PDH

HIF (Hypoxia Inducible Factor) est un facteur de transcription qui est associé,
lorsqu’il est surexprime, a la progression maligne et a un mauvais pronostic dans
plusieurs cancers [232]. Il a pour cible un large éventail de genes impliqués dans
I’adaptation cellulaire a I’hypoxie: modulant I’angiogénese, la glycolyse, la
signalisation par les facteurs de croissance, I’apoptose et les métastases [233].

En conditions de normoxie, I’enzyme HIF-PHD hydroxyle I’HIF sur deux
résidus proline, ce qui provoque indirectement sa dégradation par le protéasome [234].

Historiqguement certaines études ont montré que I’HIF-PHD était inhibée par le
D-2HG [216] ou sous basse concentration en a-CG [209], permettant une stabilisation
de I’HIF en dehors de I’hypoxie associée a une expression inappropriée de ses cibles.

La piste prometteuse est remise en question depuis la parution consécutive
d’études affichant des résultats en contradiction: le D-2HG n’inhiberait que tres
faiblement I’HIF-PHD [235] voire I’activerait [236, 237], il n’y aurait peut-étre pas de
correlation entre le statut mutationnel d’IDH et I’expression d’HIF1a, en tout cas dans
les gliomes [232, 238].

Dans certaines lignées cellulaires I’expression d’IDH1 mutée R132H reduit les
concentrations retrouvees d’HIF, et dans une lignee d’érythroleucémie I’inhibition de
I’HIF-PHD a méme permis d’inhiber la transformation leucémique induite par une
IDH mutante [236, 237]. Est-ce a dire que dans certaines circonstances I’HIF serait un

suppresseur de tumeur ?

La question du réle d’HIF dans I’oncogenese reste donc ouverte a I’heure
actuelle.
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2.3.3. Les histones démeéthyles

Les histones démethylases démeéthylent les lysines méthylées. Elles régulent
I’expression des génes en modulant la structure de la chromatine et la liaison des
facteurs de transcription. Leur inhibition par le D-2HG pourrait entre autre bloguer la
différenciation cellulaire [227]. Le D-2HG exogéne et la perte de la fonction IDH1

sauvage inhibent in vitro et in vivo un certain nombre d’histones demethylases.

De méme dans des gliomes humains IDH1 mutés et des lignées mutées IDH1 ou
2, on retrouve des marqueurs de méthylation des histones [216, 227, 235]. Enfin chez
des souris modifiées n’exprimant la mutation IDH1 qu’au niveau des cellules de
I’hématopoiese, ont été observées une prolifération des progeniteurs hématopoiétiques
et la présence d’histones hypermethylés [231].

2.3.4. Collagene propyl 4-hydroxylase (C-P4H) :

La C-P4H hydroxyle les résidus proline du collagéne et catalyse la production
d’endostatine [216], protéine possédant des propriétes d’inhibition de I’angiogénese et
de la croissance tumorale [239].

Premierement I’activité de la C-P4H semble effectivement réduite en présence
d’IDH mutée : une étude faisant une nouvelle fois appel a la mutagéneése dirigée sur
IDH1 montrait chez les souris mutées une diminution de I’hydroxylation du collagéne
[240]. Ensuite I’expression de I’endostatine est effectivement réduite en présence
d’IHD1 mutée, tant dans des lignées cellulaires que dans des gliomes [216].

2.3.5. Impact sur le cycle de Krebs

L’ effet Warburg est un phénoméne paradoxal, decrit pour la premiere fois en
1924 par le physiologiste allemand éponyme. Il s’agit de la tendance des cellules
cancéreuses a se detourner de la production d’énergie par phosphorylation oxydative
au profit de la fermentation lactique apres la glycolyse, en conditions pourtant
aerobies. Les rendements eénergétiques des deux voies étant trés différents, la
consommation en glucose se trouve démultipliée au cceur du tissu tumoral.
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Cette caractéristique est considérée comme une signature métabolique des
cellules cancereuses, d’ailleurs exploitée en imagerie par tomographie par émission de
positons (TEP) avec le fluorodesoxyglucose marqué au fluor 18 [241]. O. H. Warburg
voyait dans cette dysrégulation du métabolisme énergétique une cause d’oncogenése
plutét qu’une conséquence.

Plusieurs mécanismes ont été proposes, pouvant coexister :

-Certains auteurs pensent que le cycle de Krebs est peu altéré et que les effets
oncogeniques secondaires a la perte d’activité de FDH ou SDH dependent simplement
de phénomeénes similaires a ceux déja décrits pour IDH. En effet leurs substrats, le
fumarate et le Succinate, alors accumulés, posséderaient des propriétes inhibitrices des
enzymes a activitt o-CG-dépendante au méme titre que le D-2HG. Le panel
d’enzymes atteintes serait fonction de I’inhibiteur, expliquant des prédispositions a des
tumeurs trés différentes d’un géne muté a I’autre [242-244].

-D’autres soutiennent que des conséquences directes sur le métabolisme

énergétique existent et peuvent expliquer une partie de la tumorigénése.

Ils s’appuyent sur les travaux de Reitman et al notamment, qui démontrent la
survenue d’une deéplétion en acides tricarboxyliques (citrate, cis-aconitate, a-CG,
malate, fumarate) et une accumulation de leurs précurseurs de biosynthese dans des
lignées cellulaires porteuses des mutations d’IDH1 R132H ou d’IDH2 R172K,

suggerant une régulation négative du cycle de Krebs [245].

Autre fait remarquable dans cette méme étude, le D-2HG semble une fois de plus
jouer le premier role. Les cellules mutées et les cellules traitées par I’oncometabolite
affichent de nombreuses modifications métaboliques communes, ce qui n’est pas le cas
de cellules KO pour IDH1 sauvage [245].
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Le D-2HG pourrait en outre avoir la capacité de découpler la chaine respiratoire
en inhibant le cytochrome C oxydase et I’ATP synthase [246, 247]. Le ralentissement
du cycle de Krebs peut altérer le ratio cellulaire NADPH/NADP+ avec des

consequences multiples [210].

La concentration cytosolique en acétyl-coenzyme A (Acétyl-CoA) s’en trouve
aussi affectée, or elle régule I’acétylation de nombreuses protéines potentiellement

oncogénes, dont les histones [245, 248].
2.3.6. Le glutamate

Le glutamate est un neurotransmetteur excitateur majeur du systeme nerveux
central. La voie glutamatergique est associée au developpement tumoral, a la
prolifération, la survie et les metastases dans les gliomes et d'autres tumeurs [249,
250]. Les cellules gliomateuses secrétent du glutamate en exces, sur-activant les
récepteurs glutamatergiques. S'ensuit une mort cellulaire massive et la promotion de la
migration et de l'invasion cellulaire [251]. Or a-CG, glutamate et glutamine sont
étroitement liés au niveau cellulaire : le passage de I'une a l'autre de ces molécules

s'effectue par simple transamination (Figure 32).

L'inhibition de la glutaminase qui convertit la glutamine en glutamate ralentit la
prolifération des cellules gliomateuses IDH1 mutées [252]. Enfin I'équipe de Reitman
retrouve une déplétion en glutamate dans les cellules IDH mutées [245]. Si des liens

semblent exister, leur teneur exacte reste a décrire.

coo co0
éH: CH;
e o + f - CH, + T .
H—C—NH; ¢=0 ¢—o H—C—NH;
00, coo, coo, s
Glutamate a-Keto acld e Ketoglutarate a-Aming acid

Figure 32: Transamination Glutamate/a-CG
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2.3.7. Glucose-sensing

Un controle anormal des entrées cellulaires en glucose est associé au
développement de cancers du colon, du sein, de la prostate, du foie et de la vessie
[253]. IDH1 controle la sécrétion glucose dependante d'insuline par les cellules béta du
pancréas [254], d'ou la présomption d'une relation. L'état des connaissances ne permet
pas d'en affirmer plus mais d'aucuns suggerent qu'lIDH pourrait communiquer un
signal de haute concentration en glucose aux effecteurs du glucose-sensing en aval via
la production importante d'NADPH. Cette voie pourrait ne pas étre réservée aux seules
cellules pancreatiques. Dans les cellules tumorales mutées persisterait ainsi un signal
de glucose bas entrainant une utilisation excessive de glucose et par la un avantage
prolifératif [255].

2.3.8. Réponse cellulaire au stress oxydatif

L'activité d'IDH1 et IDH2 est protectrice vis a vis des radicaux libres et
augmente lors d'une exposition aux especes réactives de I'oxygéne (ROS) [255]. Cette
déefense passe par le NADPH produit, qui est un agent réducteur par action directe et
interaction avec les systémes du glutathion et de la thioredoxine [232].

Si 1'a-CG présente aussi des propriétés antioxydantes, le D-2HG est capable
d'induire un stress oxydatif dans des modeles animaux [256]. Cependant la production
de ROS n'était pas significativement altérée dans des lignées cellulaires IDH1 mutées
[236], elle était méme réduite dans le cerveau de souris IDH1 R132H Knock in, bien
que paradoxalement le ratio NADP+/NADPH ait augmenté et le glutathion disponible
diminué dans cette méme expérience [240]. Ici encore les données contradictoires ne
permettent pas de tirer une conclusion solide.
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2.4. Incidence des mutations d’IDH1 et IDH2 dans les leucémies
aigues myeloides

Les mutations d'IDH1 et d'IDH2 sont mutuellement exclusives [256] Elles ne

sont pas spécifiques des LAM puisqu’elles ont été retrouvées a des fréquences

variables dans d’autres tumeurs, comme les gliomes [258], les syndromes

myelodysplasiques (SMD) [259], les syndromes myeloprolifératifs (SMP) et les
leucémies aigues lymphoblastiques (LAL) [260].

Les mutations d’IDH1 sont retrouvées dans 6 a 8% de I’ensemble des LAM [261,
262] et dans 10 a 12% des LAM a caryotype normal (LAM-CN) [263, 264]. Elles sont
rares dans les LAM de I’enfant [265].

Au sein des LAM-CN, elles sont étroitement associées aux mutations du géne
NPML1 (nucleophosmin 1) [261, 262, 266] et des associations avec duplications
partielles en tandem (PTD) de KMT2A (K-specific Methyltransferase A,

anciennement MLL pour Mixed-Lineage Leukemia) ont éte rapportées [263].

Quant aux mutations d’IDH2, elles sont retrouvées dans 9 a 11% des LAM tout
venant [261, 262] et plus frequemment dans les LAM-CN. Les mutations d'IDH2
R140 sont souvent associées aux mutations de NPM1 [267]. Les mutations d'IDH2
R172 sont decrites comme mutuellement exclusives des mutations KMT2A, NPM1,
FLT3 et CEBPA (CCAAT/Enhancer Binding Protein Alpha) [268, 261]. A la
différence des mutations d’IDH2 R172 retrouvées dans les gliomes et les LAM, les
mutations d’IDH2 R140 apparaissent restreintes aux LAM (Tableau V).
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Tableau V: Fréquences des mutations d’IDH1 et IDH2 chez les patients
adultes et enfants [267].

Studies AML, no. IDH ™ IDH2™™
Sununary ol U-AML, 7.3% 9.7%
adult cases 6877 (R172 19%)
CN-AML, 11% 16%
I 805 (R172 14%)
AC-AML, 3.5% 3.8%
1503
Summary of U-AML, 1.6% 2.2%
pediatric cases 832
AC-AML, cytogenctically abnormal AML: U-AML, unsclected AMI

3. Mutations de I’isocitrate déshydrogénase et les gliomes :

3.1. Physiopathologie des mutations de I’isocitrate déshydrogénase

Des puces d'oligonucléotides a haute densité et le séquencage de nouvelle
géneration d'échantillons de gliomes de grades Il et Il (selon la classification de
I'Organisation mondiale de la santé, OMS) ont revelé un spectre inattendu de
mutations, parmi lesquelles des mutations somatiques récurrentes du géne IDH1 ont

éte trouvées dans 12% des échantillons de gliomes [269].

Les mutations IDH surviennent t6t dans la pathogenese des gliomes et persistent
tout au long de la progression d'un gliome a partir d'une tige neurale ou d'une cellule

progenitrice. Toutes les mutations IDH connues sont invariablement monoalléliques.

Le composé 2-HG possede les propriétes d'un oncometabolite et son
accumulation dans la cellule contribue a la cancérogenése [270-272]. Un
oncometabolite est généralement une petite molécule (ou énantiomere), qui participe

au métabolisme normal, mais dont l'accumulation provoque une dérégulation
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métabolique et, par consequent, prédispose les cellules a une future progression vers le
cancer. Ce terme est attribué au R (-) - 2hydroxyglutarate ((R) -2HG). Le composeé 2-
HG adopte une localisation presque identique a a-KG aux sites catalytiques des ADN

hydroxylases et des enzymes contenant le domaine Jumoniji.

Le 2-HG est le plus puissant contre les histéthyl déméthylases contenant JMJD
(JIMJD2A, IMJD2C et FBXL11) avec des valeurs IC50 d'environ 100 uM, suggérant
que les histéthyl démethylases contenant JMJD, qui comprend prés de 30 enzymes
distinctes dans les cellules de mammiféres, sont probablement la cible principale
d’Inhibition du 2-HG.

L'accumulation de 2-HG dans les cellules cancéreuses entraine I'inhibition
compléte des histéthyl déméthylases de classe Jumonji [273, 274]. Les changements
dans les profils de méthylation des histones (en particulier la méthylation H3K9) sont
associes a des mutations IDH et entrainent une inhibition de la différenciation
cellulaire [275]. De plus, le 2-HG est un inhibiteur compétitif de la famille de
translocation a dix-onze (TET) des 5-méthlycytosine hydroxylases responsables de la
demethylation de I'ADN [276, 277] (figure 33).
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Figure 33. Résumé des altérations métaboliques et épigénétiques induites par les mutations

IDH dans les cellules cancéreuses [356].
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Une concentration élevée de 2-HG favorise également l'angiogenese via
I'inhibition des prolyl-hydroxylases et la stabilisation du facteur induit par I'hypoxie
(HIF1a) [270]. Une expression élevee de HIF 1o a eté retrouvée dans 15% des tumeurs
mutantes IDH (IDH-mut) par rapport & 7,7% des tumeurs IDH [278]. Des etudes plus
detaillées ont révelé que le statut de mutation IDH est associé a une signature distincte
du transcriptome de lI'angiogenese, a une diminution de I'expression des cibles HIF1a
et a une altération des fonctions biologiques en aval telles que I'angiogenese et la

vasculogeneése qui sont essentielles a la croissance tumorale [279].

Les mutations IDH provoquent des changements profonds dans le métabolisme
cellulaire global. Les premieres études sur I'effet des mutations IDH sur la fonction du
cycle de I'acide tricarboxylique (TCA) n'ont pas permis de mettre en évidence des
altérations significatives des métabolites du cycle du TCA [272]. Cependant, une étude
plus detaillée de Reitman et al. [280], qui ont produit plus de 200 metabolites dans les
cellules d'oligodendrogliome IDH1 ou IDH2-mut, ont détecté des changements dans
les niveaux d'acides aminés, des métabolites du glutathion, des dérivés de la choline et
des intermédiaires du cycle de l'acide tricarboxylique. Ces changements imitaient ceux

identifiés apres le traitement des cellules avec du 2-HG.

Le N-acétyl-aspartyl-glutamate (NAAG), un dipeptide commun dans le cerveau,
a éteé reduit de 50 fois dans les cellules exprimant IDH1-mut et 8,3 fois réduit dans les
cellules exprimant IDH2-mut. Une réduction similaire de NAAG a éte détectée dans
les tissus des gliomes IDH-mut [280]. L'acétyl coenzyme A (CoA), qui est générée a
partir de citrate dans le cytoplasme, s'est avérée réguler l'acétylation des protéines

cytoplasmiques.

Les tumeurs IDH-mut présentent un métabolisme de l'acétyl-CoA perturbeé et des
concentrations cytosoliques d'acétyl-CoA réduites, ce qui peut entrainer une altération

de l'acétylation et de I'activité de nombreuses protéines d'origine tumoral [281].
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Les mutations métaboliques multiples a mutation IDH1 avec des cellules traitées
au 2-HG suggérent que la production d'oncométabolite est responsable des effets

métaboliques observés [272].

L'activitt IDH1 est également un facteur important dans I'adaptation
métabolique, qui soutient une croissance agressive des glioblastomes primaires (GBM)
maintenue malgré des conditions métaboliques difficiles. Les GBM primaires
développent des resistances et des contraintes les plus cancéreuses.

Un ARNm d'IDH1 de type sauvage (ARN messager) et protéinique
communément surexprimé dans les GBM primaires et une activite d'IDH1-w
augmentee a été trouvé dans 65% de ces tumeurs. L'inactivation genétique et
pharmacologique de IDH1 a diminué la croissance des cellules GBM, favorisé un
phenotype plus différencié, augmenté I'apoptose en réponse aux thérapies ciblees et
prolongé la survie des animaux avec des xénogreffes derivées de patients.

Cette inactivation / inhibition forcée de I'IDH s'est accompagnee d'une réduction
des niveaux d'a-KG et de NADPH, d'une augmentation de la production de ROS,
d'une méthylation accrue des histones et d'une expression accrue des marqueurs de
différenciation [282]. Cela suggére que la régulation positive IDH1 représente une
adaptation métabolique de la GBM pour soutenir les demandes croissantes de synthese
macromoléculaire dans les cellules tumorales.

3.2. La détection des mutations IDH et la classification des gliomes

Les gliomes sont des tumeurs primaires du systeme nerveux central (SNC) qui
sont issues de cellules gliales souches ou progeénitrices transformees, et ils ont été
divisés par I'Organisation mondiale de la santé (OMS) en gliomes de bas grade (LGG,
grades | et 1l de I'OMS) et en gliomes de haut grade (HGG, grades I11 de I'OMS et IV).

Les LGG sont des tumeurs bien différenciees a croissance lente, tandis que les
HGG sont moins différenciées ou anaplasiques et diffusives, qui filtrent fortement le

parenchyme cérebral et rendent la résection chirurgicale difficile.
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La classification histologique est actuellement assistée par des études de
génetique moléculaire qui fournissent des valeurs diagnostiques, pronostiques et
prédictives, et un génotype IDH a récemment été ajouté comme l'un des principaux

facteurs moleculaires de la classification des gliomes.

Le nouveau schéma de classification de 'OMS de 2016 divise les gliomes diffus
en LGG et en glioblastomes (GBM) sur la base de I'histologie. Les LGG sont en outre
divises en type sauvage ou mutant IDH, qui est ensuite classé soit en un
oligodendrogliome qui héberge une co-suppression 1p / 19q ou un astrocytome diffus
qui a un locus intact 1p / 199, mais est enrichi pour les mutations ATRX et TP53
[283].

Selon une classification récente de I'OMS, les glioblastomes sont divisés en un
GBM IDH-wt, qui correspond a un GBM primaire ou de novo, et un GBM IDH-mut,
qui se réfere a un GBM secondaire ou progressif. Une mutation dans IDH1 est
suffisante pour induire des changements a I'échelle du génome dans les schémas de
méthylation de I'ADN, y compris le phénotype de methylateur dflot de gliome
cytosine phosphate guanine (CpG) (G-CIMP) trouvé dans un sous-ensemble de

gliomes, qui est associé a divers changements transcriptionnelles [275, 284].

Le G-CIMP est caractérise par une hyperméthylation des iles CpG. Parmi les
astrocytomes IDH-mut, le regroupement des profils de meéthylation peut encore
subdiviser ces tumeurs en G-CIMP - faible et G-CIMP - ¢éleve, reflétant une

méthylation d'’ADN faible ou élevée avec une différence de survie significative.

Les études de méthylation de I'ADN ont fourni la preuve que les tumeurs a G-
CIMP éleve peuvent en fait évoluer vers celles qui sont a G-CIMP faible [285]. Les
profils de methylation de I'ADN dans les GBM IDH-mut sont distincts des
astrocytomes de bas grade [286].
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L'identification de sous-ensembles cliniquement pertinents de tumeurs G-CIMP
(G-CIMP - éleve et G-CIMP — bas) a fourni un raffinement supplémentaire dans la

classification du gliome qui est indépendant du grade et de I'histologie.

De nombreuses études ont montré que les patients atteints de gliomes IDH-mut
ont une meilleure survie par rapport a leurs homologues IDH-wt indépendamment de
I'histologie et du grade, faisant de la mutation IDH le facteur pronostique le plus
important pour la survie, suivi par I'age, le grade tumoral et I'ADN O6-méthylguanine
statut du géne de la méthyltransférase (MGMT) [287].

Les statistiques cliniques montrent que la survie globale médiane (OS) est de 31
mois pour les patients GBM secondaires avec des mutations IDH contre 15 mois pour
ceux sans mutations. Les patients atteints d'astrocytome anaplasique IDH-mut ont 65

mois de SG médiane par rapport a 20 mois chez leurs homologues IDH-wt [288].

La présence de mutations IDH1 chez les patients présentant un
oligodendrogliome anaplasique est un facteur pronostique tres fort pour la survie
global, mais n'a pas de signification prédictive pour l'issue de la chimiothérapie PCV
(adjuvant pro-carbazine, 1- (2-chloroéthyl) -3-cyclohexyl-I-nitrosourée, et vincristine)
[289]. Toutes les raisons pour lesquelles les patients atteints de gliome présentant des
mutations IDH1 presentent de meilleures réponses thérapeutiques et une survie plus

longue restent incertaines.

Prés de 100% des tumeurs d'origine oligoastrocytaire et oligodendrocytaire
hébergent des mutations IDH1 / 2; jusqu'a present, il n'y a aucune preuve de mutation
de I'IDH3 dans les tumeurs gliales. Des mutations IDH1 / 2 ont été trouvées dans la
majorité des GBM secondaires (dérivées de tumeurs de bas grade) [288], mais
seulement 2-3% étaient trouvé dans les GBM primaires [290] ou les gliomes
pédiatriques [291]. Les mutations IDH sont considerées comme [|'événement
déclencheur primaire dans les gliomes de grade Il / Il de I'OMS et les GBM

secondaires [292].
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Plusieurs concepts ont été congus pour expliquer comment les mutations IDH
influencent les résultats des patients. On pense qu'une diminution de I'expression du
MGMT, causée par la méthylation du promoteur du gene MGMT, a une influence
majeure sur la réactivité des GBM a la thérapie par agents alkylants (c'est-a-dire le
témozolomide, TMZ) [293].

Les mutations IDH surviennent plus frequemment chez les jeunes patients (age
de diagnostic plus jeune) atteints de gliomes de grade Il / 1Il de I'OMS, qui ont
géneralement un meilleur pronostic [288, 294]. Cependant, la mutation IDH1 n'est pas
directement ou toujours en corrélation avec la survie des patients. Parmi les patients
GBM adultes qui ont survécu au moins 36 mois, moins d'un quart d'entre eux étaient
associes au statut IDH1-mut [295]. Cependant, la présence de la mutation IDH1 était
un facteur pronostique faible chez les patients GBM avec une survie a long terme
[295].

De plus, dans le cas de tumeurs oligodendrogliales de bas grade, la mutation dans
IDH1 n'était pas un facteur pronostique. Alors que 91% des oligodendrogliomes
comportaient la mutation IDH1, les temps de survie des patients atteints de mutations
IDH1 ne sont pas différents des patients comparés avec des tumeurs IDH1. Les

patients atteints d'astrocytomes diffus IDH1-mut ont vécu beaucoup plus longtemps.

Cela suggére que les mutations IDH pourraient étre un facteur pronostique pour

I'astrocytome diffus, mais pas pour I’oligodendrogliome [297].

Plusieurs rapports ont indiqué que le pronostic pour les patients gliomapides avec
la mutation IDH1 est associé a des schémas de meéthylation de I'ADN. Il existe un
sous-type de gliome caracterise par la présence de la mutation IDH et un faible niveau
de méthylation de I'ADN (G-CIMP - faible) qui a été associé a un mauvais résultat
[285].
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De plus, I'impact des mutations IDH1 sur la survie des patients peut dépendre
d'autres facteurs, tels que des altérations du statut de méthylation 1p / 199, ATRX,
PTEN ou MGMT [298, 299].

L'expression de Ki-67 en combinaison avec IDH-mut peut également influencer
la survie des patients. Les patients avec IDH1 / 2-mut et un faible niveau d'expression
de Ki-67 avaient un pronostic relativement bon, tandis que les patients avec IDH1 / 2-
mut et un niveau élevé d'expression de Ki-67 exprimaient significativement un pire

pronostic et une petite durée de survie [300].

Les résultats des patients atteints de mutation IDH étaient également associés a la
survenue d'altérations du nombre de copies (CNA). Les patients caractérises par la
présence de l'un des ANC, + 7q, + 8q, —9p ou —11p, étaient associés a un pronostic et
une survie globale moins bons que les autres patients porteurs de la mutation IDH
[301]. De plus, le pronostic et la durée de survie des patients atteints de la mutation
IDH peuvent étre dépendants du sexe; la présence de la mutation IDH1 était associéee a

une durée de survie plus longue chez I'nhomme, mais pas chez la femme [302].

Alors que la présence de mutations IDH est généralement associée a une
amélioration des résultats des patients atteints de gliomes, certaines études ont montré
le lien entre la presence d'une mutation IDH et le risque de convulsions chez les
patients atteints de gliome. Une majorité de patients atteints d'astrocytome de grade 11
de 'OMS (mais pas de GBM) ont subi des crises préopératoires liées a la présence
d'une mutation IDH [303]. Une méta-analyse récente a confirmé que la présence d'une
mutation IDH1 est corrélée avec le nombre plus élevé de crises préopératoires chez
LGG [304].
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3.3. Impact des mutations IDH sur le microenvironnement du

gliome

Le microenvironnement des gliomes est hétérogene, et il existe de nombreux
cancers et cellules stromales non cancéreuses qui interagissent dynamiquement avec
eux-mémes et avec une matrice extracellulaire. Dans le glioblastome, ce
microenvironnement comprend les réactocytes, les cellules endothéliales et de
nombreux types d'immunocellules réactifs, parmi les composants de la chaine
cellulaire (jusqu'a 30% de la masse tumorale) sont des microglies et des macrophages
associes au gliome. Cette population est composée de microglies cérébrales,
d'infiltration, de macrophages dérivés du sang et de cellules suppressives derivees de
myeloides. Les molécules dérivees de tumeurs attirent et reprogramment la filtration
des microglies et des macrophages et les convertissent en cellules qui supportent
I'invasion et produisent une immunosuppression locale et systémique [305, 306].

Des études récentes ont permis de mieux comprendre comment les mutations
IDH affectent le microenvironnement du gliome. Les lymphocytes T cytotoxiques
(CD8 +, grappe de différenciation positive 8) sont des composants cruciaux de
I'immunité adaptative spécifique a la tumeur.

L'infiltration lymphocytaire se produit dans une certaine mesure dans le gliome,
et la présence de lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) est prédictive des résultats
cliniques [307, 308]. Le nombre de CD8 + TIL était inversement corrélé avec le grade
de la tumeur, tandis que le nombre de CD4 + TIL etait positivement corrélé avec la
tumeur. Réglementation FoxP3 + (fork Head box P3) les lymphocytes ont été observés
uniquement dans les GBM [309].

L'étendue des cellules T locales CD8 + associéees au gliome dans le filtre de la
présentation initiale correspond a la survie a long terme des patients GBM [310]. Le
point de contréle immunitaire des molécules CTLA-4 (cytotoxic T cell antigen4), PD-
1 (Programmed cell death protein 1), PD-L1 / 2 (Programmed death-ligand 1/2) et
d'autres fournissent des signaux inhibiteurs aux cellules T [311].
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Chez les patients atteints de gliome, I'accumulation de cellules T CD4 +/ CD8 +
et de cellules régulatrices T (Tregs) qui expriment des niveaux élevés de CTLA-4 et
PD-1, ou la forte expression de PD-L1 dans les cellules gliomes est en corrélation avec

les valeurs élevées et courtes de I'OMS survie [312, 313].

L'impact des mutations IDH sur le microenvironnement immunitaire est en débat.
Les analyses des echantillons cliniques et des données d'expression génique de I'Atlas
du génome du cancer (TCGA) ont démontré une expression réduite des genes associes
aux lymphocytes T cytotoxiques et des chimiokines inductibles par I'interféron (IFN) -
vy (c.-a-d. CXCL10) dans les tumeurs mutantes IDH par rapport a I'IDH-tumeurs
tumorales. Introduction d'un mutant IDH1 ou traitement avec du 2-HG reduit les
niveaux d'une chimiokine CXCL (motif C-X-C) 10, qui était associée a une diminution
de I'expression d'un facteur de transcription STAT1 (transducteur de signal et

activateur de la transcriptionl), inducteur de I’inflammation.

L'expression forcée du mutant IDH1 a egalement supprimé I'accumulation de
cellules T au niveau des sites tumoraux. Ces événements ont été inversés par IDH-
C35, un inhibiteur spécifique d'un mutant IDH1 [314]. Une seule étude a montré que
la mutation IDH1 n'était pas associée a une augmentation de I'expression intratumorale
de PD-1 + TIL ou PD-L1 dans les GBM [315].

Cependant, une étude récente a démontré que I'IDH-wt est associe a une
infiltration TIL significativement plus élevée et a une expression PD-L1 parmi tous les
gliomes de grade Il — IV et au sein de la cohorte de GBM [316]. Dans les LGG et les
GBM des cohortes TCGA, une expression du géne PD-L1 significativement plus
élevée a été trouvée dans IDH-wt par rapport aux tumeurs IDH-mut. Une expression
plus faible du gene PD-L1 etait associée a une méthylation accrue du promoteur dans
la cohorte LGG de TCGA.
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Les gliomes IDH-mut avaient des niveaux de méthylation du promoteur du géne
PD-L1 plus élevés que les gliomes IDH-wt [316]. L'expression de PD-L1 était
significativement associée a un pire résultat clinique dans les GBM primaires et
récurrents a poids IDH [317]. Etant donné que les gliomes IDH1-wt présentent une
expression accrue de PD-L1 et une plus grande infiltration de TIL, ces tumeurs sont
considerées comme étant plus immunologiquement actives et plus sensibles a un

traitement immunomodulateur contre PD-1 / PD-1L que les gliomes IDH-mut.

Ces observations sous-tendent I'importance d'évaluer le statut IDH1 / 2 dans les
thérapies immunomodulatrices. Une analyse par cytométrie de flux de la composition
immunitaire des gliomes humains avec un statut IDH1 différent a démontré que les
gliomes humains mutants IDH1 ont une infiltration significativement plus faible des
cellules immunitaires CD45 +, y compris la microglie, les macrophages, les cellules

dendritiques, les cellules B et les cellules T, par rapport a IDH1- wt gliomes.

Les genes regulés a la baisse dans les gliomes IDH1-mut etaient associés aux
processus du systeme immunitaire, et les principaux termes de l'ontologie génique
étaient liés a la chimiotaxie et a la migration des cellules immunitaires [318].
L'introduction d'IDH1-mut dans des gliomes transgéniques de souris ayant des
antécédents géneétiques différents, exprimant le facteur de croissance dérivé des
plaquettes alpha (PDGFa), shp53 ou Inkda / Arf + / + et Inkda / Arf +/—, a démontré
une survie significativement plus courte par rapport aux souris avec IDH1- wt
tumeurs. Semblable aux gliomes humains IDH1-mut, des réductions des cellules CD45
+, y compris la microglie, les macrophages, les monocytes et les leucocytes
polymorphonucléaires, ont été signalées dans les tumeurs murines IDH1-mut [319,
320].
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Des études ex vivo ont démontré que le 2-HG inhibe I'activation du complément,
diminue I'opsonisation cellulaire en C3b (iC3b) et la phagocytose médiée par le
complément, et inhibe la migration, la prolifération et la sécrétion de cytokines des
lymphocytes T. Ceci est compatible avec une réduction des réponses immunitaires de
I'n6te dans les gliomes IHD-mut [321]. Un lien direct entre une mutation IDH et les
fonctions des cellules T a été récemment demontré. 1l a été démontré que le (R) -2-HG
déerivé des cellules tumorales est absorbé par les cellules T, ou il induit une
perturbation du NFAT (facteur nucléaire des cellules T activées) activité
transcriptionnelle et biosynthese des polyamines, ce qui entraine la suppression de la

prolifération et de l'activité des cellules T.

Les gliomes IDH1-mut ont montré une réduction du nombre de lymphocytes T et
une signalisation calcique altérée. De maniére cohérente, I'immunité antitumorale aux
gliomes syngeniques expérimentaux IDH1-mut induits par un vaccin spécifique IDH1
ou une inhibition des points de contrdle a été significativement améliorée par
I'inhibition de la fonction enzymatique du mutant IDH1 [318]. Les vaisseaux sanguins
du glioblastome sont anormaux et présentent une signature d'expression genétique
distincte par rapport aux vaisseaux du cerveau normal [322, 323]. Ces anomalies
vasculaires sont liées a une expression élevée de facteurs angiogéniques, notamment le
facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF), le facteur de croissance
transformant (TGF) B2 et la pleiotrophine (PTN) [324].

Dans IDH-mut gliomes, (R)-2HG agit comme un facteur de EGL Nprolyl4-
hydroxylases, conduisant a une diminution des niveaux de HIFla et a une expression
réduite des genes impliqués dans I'hypoxie, et a une signalisation liée a la
vascularisation et a lI'angiogenese, telle que: VEGFA, PDGF (facteur de croissance
dérivé des plaquettes) ou ANGPT2 (angiopoiétine-2) [324].
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Les études transcriptomiques ont montré que I''DH-wt LGG représentait une
signature d'expression génique spécifique, y compris une régulation a la hausse
d’ANGPT2 et SERPINH1 (famille SERPIN H), liée a une migration accrue des
cellules endothéliales et a un remodelage de la matrice, ce qui suggere que ces tumeurs
sont plus angiogéniques que les LGG mutants IDH-mut. L'analyse du facteur de
transcription a indiqué une augmentation de la signalisation du TGFp et de I'hypoxie
dans les LGG IDH-wt.

En conséquence, les vaisseaux LGH IDH-wt sont moléculairement distincts du
systéme vasculaire des LGG IDH-mut [325]. Toutes les données rapportées ont
indique des différences importantes dans la composition et la fonctionnalité des

différentes cellules créant le microenvironnement des gliomes IDH-wt et IDH-mut.
3.4. Ciblage des gliomes mutants IDH1/IDH2

De nombreuses données precliniques et cliniques ont validé IDH1 / 2 comme une
cible importante pour le développement de medicaments antitumoraux. Un nombre
croissant d'études utilisant des modeéles cellulaires et animaux indiquent que
I'inhibition pharmacologique de I''DH1 / 2 muté offre des avantages thérapeutiques et
il existe une justification pour le développement d'inhibiteurs spécifiques aux
isoformes (figure 33). En principe, les petites molécules sont congues pour se lier au
sein du site catalytique actif d'un mutant IDH1 / 2 et bloquer le changement de

conformation requis pour que I'enzyme convertisse a-KG en 2-HG [326].

Par conséquent, I'inhibition ciblée de IDH1 / 2 muté entraine une diminution des
niveaux intracellulaires et seriques de 2-HG [327, 328], suivie d'une réversion des
altérations globales dans un épigénome. Les inhibiteurs ciblés actuels de IDH1
(AG120, IDH305), IDH2 (AG221) et pan-IDH1 / 2 (AG881) inhibent sélectivement
I'activité IDH mutante et induisent une différenciation cellulaire dans les modeles in

vitro et in vivo.
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Les résultats préliminaires des essais cliniques de phase | avec des inhibiteurs de
I'IDH chez les patients présentant des malignités hématologiques avancées ont

démontré un retard d'objectif de 31% a 40% avec des réponses durables (> 1 an) [329].

L'AG-120 est le premier inhibiteur de petite molécule administré par voie orale,
réversible et hautement sélectif du mutant IDH1 / R132H avec une concentration
inhibitrice a moitié maximale (CI50) = 40-50 nM. L'AG-120 a réduit les niveaux
intracellulaires de 2-HG, inhibé la prolifération cellulaire et libéré un bloc de
différenciation induite par I'érythropoiétine dans les cellules TF-1 érythroleucémie
humaine hébergeant IDH1 / R132H in vitro et dans les cellules blastiques humaines
primaires cultivées ex vivo [327]. L'AG-120 est actuellement évalué dans plusieurs
essais cliniques pour le traitement de patients atteints de LAM en rechute ou
réfractaire, du syndrome myélodysplasique et de tumeurs solides avancées, notamment
le gliome, le chondrosarcome et le cholangiocarcinome avec un mutant IDH1 / R132H
(tableau VI).

Les premiers resultats obtenus chez des patients atteints de LAM en rechute ou
réfractaire indiquent que la monotherapie est bien toléree a des doses allant de 100 a
1200 mg et gu'aucune dose maximale tolerée n'a eté atteinte. Un taux de réponse
global de 36% et un taux de réponse complet de 29,5% ont eteé induits [330]. De plus,
les essais cliniques avec augmentation de la dose ont indique un taux de réponse global
de 50% [331]. Le taux plasmatique de 2-HG chez les patients atteints de LAM mutante
IDH1 a été réduit presque complétement apres le traitement par AG-120. Les données
préliminaires d'une étude de phase | de patients atteints de gliomes IDH1-mut ont
démontre que le traitement par AG-120 n'avait pas dose limitante toxique ni d'effets

indésirables graves [332].
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AGI-5198 est un inhibiteur IDH1 / R132H hautement sélectif de petite molécule
avec une concentration inhibitrice & moitie maximale IC50 = 70 nM et IC50> 100 uM
pour les isoformes IDH1 et IDH2 de type sauvage. Son inhibition de la production de
cellules oligodendrogliomes anaplasiques a croissance dépendante de la 2-HG avec
une dose dépendante des cellules de gliome hétérozygotes IDH1 / R132H sans
influence sur les cellules de gliome IDH1-wt dérivées de patients. AGI-5198 a
également réduit la croissance des xéenogreffes de gliome IDH1 / R132H humain chez
la souris et n'a pas altéré le gliome exprimant IDH1 de type sauvage, sans toxicité
significative. Le traitement par AGI-5198 de souris greffées avec un gliome mutant
IDH1 a éliminé les marques répressives via une reduction significative de la
triméthylation de H3K9 et H3K27 au niveau des promoteurs des génes associés a la
différenciation gliogénique (astrocytaire et oligodendrocytaire), augmentant

I'expression de ces genes [333].

AGI-5198 a également réduit les niveaux de 2-HG dans les cellules de
chondrosarcome humain qui hébergent des mutations IDH1 / R132G et IDH1 / R132C
de maniére dose-dépendante. De plus, AGI-5198 a inhibé de maniere significative la
formation de colonies et la migration de cellules de chondrosarcome, sans influence
sur les chondrocytes normaux humains IDH1-wt, et a induit une mort cellulaire
apoptotique et un arrét du cycle cellulaire G2 / M dans des cellules de chondrosarcome

humain in vitro [334]. AGI-5198 doit encore entrer dans les essais cliniques.

BAY-1436032 est un inhibiteur oral a petites molécules du pan-mutant IDH1
avec IC50 = 3-16 nM. Il bloque la production de 2-HG et induit une différenciation
myeloide se manifestant par des changements morphologiques et une expression
régulée a la hausse des marqueurs CD14 et CD15 dans des cellules LAM IDH1-mut
dérivées de patients cultivees ex vivo. Chez les souris avec des xénogreffes LAM
implantées, BAY-1436032 a diminué le niveau de 2-HG dans le sérum presque au
niveau trouvé dans les tissus normaux et a favorisé la différenciation des cellules
blastiques leucémiques qui était en corrélation avec la survie prolongée. L'inhibiteur
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pan-mutant IDH1 a affecté la capacité des cellules souches leucémiques a s'auto-
renouveler avec une régulation négative des genes associés a la souche et une
régulation positive de celles associées a la différenciation myeloide. De méme pour les
autres inhibiteurs de mutants IDH, BAY-1436032 a affecté les niveaux globaux
d'histone et de méthylation de I'ADN [335]. L'inhibiteur est entré dans I'évaluation
clinique pour le traitement des patients atteints de tumeurs solides avancées, y compris
le gliome anaplasique, le GBM et le cholangiocarcinome intrahépatique.

Le FT-2102 est un inhibiteur allostérique oral de petite molécule de mutant IDH1
(IC50 = 10 nM) actuellement soumis a une étude clinique pour le traitement de
patients atteints de mutation IDH1-mutAM a risque plus élevé de syndrome
myélodysplasique, plus long-terme ou plus réfractaire a la thérapie par voie
thérapeutique ou aux traitements homologués. Il est utilisé en dose de 150 mg / jour en
monothérapie et en association avec de la azacitidine [326].

HMS-101 est un inhibiteur de petite molécule de mutant IDH1 qui a réduit le
niveau de 2-HG, a affecte la prolifération et la voie de signalisation ERK (extracellular
signal-regulated kinase) et a inhibé la formation de colonies de cellules murines IDH1-
mut et de cellules AML primaires cultivées ex vivo sans affecter les cellules normales
de la moelle osseuse [336]. Dans un modele murin de leucémie, le HMS-101 a bloqué
la production de 2-HG et inhibé la prolifération des cellules IDH1-mut. Il induit une
différenciation cellulaire, qui est corrélée a la survie prolongée des souris avec les
cellules AML IDH1-mut [337]. HMS-101 n'a pas encore été étudié chez les patients.

IDH305 est un inhibiteur allostérique oral, hautement sélectif, de petite molécule
du mutant IDH1 / R132H. IDH305 a inhibé la production de 2-HG et la prolifération
des cellules tumorales avec une IC50 = 24 nM, et a montré une activité anticancéreuse
dans les cellules IDH1 / 132H — mut dans des études précliniques [338]. IDH305 est
en cours d'évaluation clinique en tant qu'agent unique ou en combinaison avec des
traitements standard pour la thérapie des patients atteints de gliomes progressifs 11 ou
I11, de gliomes de bas grade avec des niveaux mesurables de 2-HG, de LAM et d'autres
tumeurs malignes avancées abritant des mutations IDH1 / R132H (tableau VI).
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Les premiers résultats d'études cliniques ont demontré un potentiel anticancéreux
encourageant de I''DH305 et un profil de sécurité favorable chez les patients atteints
de LAM heébergeant un mutant IDH1 / 132H [338].

AGI-6780 est un inhibiteur allostérique a petites molécules congu pour cibler
I'IDH2 / R140Q avec IC50 = 170 nM et IC50> 100 uM pour IDH1 / 132H. Il a
diminué le niveau de 2-HG intracellulaire et extracellulaire d'une maniére dépendante
de la dose et du temps et a induit une différenciation des cellules d'érythroleucémie
humaine IDH2-mut TF-1 in vitro et des cellules LAM humaines primaires cultivées ex
vivo [339]. L'AGI-6780 a inversé I'nyperméthylation de I'ADN en plusieurs semaines,
tandis que I'hyperméthylation d’histones a été supprimée en quelques jours [340].
AGI-6780 doit encore entrer dans les essais cliniques.

AG-221 (enasidenib, CC-90007) est un inhibiteur oralement réversible et
hautement sélectif du mutant IDH2 / R140Q avec IC50 = 12 nM. L'AG-221 a réduit
les taux sériques de 2-HG et induit une différenciation myeloide des cellules blastiques
leucémiques LAM greffées a des souris immunodéficientes. L'AG-221 est
actuellement évalué dans plusieurs essais cliniques pour son utilisation dans les
tumeurs hématologiques avancées positives pour un IDH2 muté [328]. L'AG-221 a
diminué le taux de 2-HG dans la moelle, le plasma et l'urine des souris
xenotransplantées et a favorisé des avantages de survie significatifs en fonction de la
dose [341]. A I'neure actuelle, AG-221 est & I'étude dans des essais cliniques pour le
traitement de patients atteints de malignités IDH2-mut hématologiques avancées. Les
données cliniques preliminaires indiquent que la monothérapie avec I'AG-221 a
entrainé une diminution jusqu'a 98% du taux plasmatique de 2-HG, et le médicament a
éteé bien tolére [342].

Les niveaux de 2-HG chez les patients atteints de LAM IDH2-mut ont été
abaisses au niveau des volontaires sains [343]. Le traitement AG-221 a favorise la
différenciation des cellules leucémiques en cellules myéloides matures [331], et induit
un taux de réponse global objectif de 41% et une réponse compléte chez 28% des
patients atteints de LAM [331].
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Un taux de réponse global chez les patients atteints d'autres tumeurs malignes
hématologiques était de 56% [331]. De plus, I'AG-221 a été developpé cliniqguement
pour le traitement en combinaison avec la chimiothérapie standard et les agents
hypométhylants chez les patients atteints de LAM nouvellement diagnostiqués [329].

Récemment, l'inhibiteur est entré dans des essais cliniques pour le traitement de
patients atteints de tumeurs solides avancées, notamment le gliome, le chondrosarcome
et le cholangiocarcinome avec un IDH2 muteé (tableau V1).

AG-881 est une petite molécule, inhibiteur du mutant IDH1 / 2 administré par
voie orale. Des études précliniques ont indiqué que les blocs AG-881 bloquaient les
protéines IDH1 et IDH2 avec IC50 = 0,04-22nM, diminuaient le niveau de 2-HG et
traversaient la barriere hémato-encéphalique. L'AG-881 a été montré comme un
pénetrant cérebral complet et, par conséquent, peut éventuellement représenter un
agent plus efficace pour la thérapie des patients atteints de gliomes IDH1 / 2-mut
[326]. Un inhibiteur pan-IDH1 / 2 serait un médicament de deuxieme génération dans
les cancers IDH-mut [329]. L'AG-881 est actuellement a I'étude dans des essais
cliniques pour des patients atteints de tumeurs solides, y compris des gliomes et des
tumeurs hématologiques avancées hébergeant des mutations IDH1 et / ou IDH2 qui
ont progressé avant le traitement avec l'utilisation d'inhibiteurs mutants de I'IDH
[326,329]. Comme I'AG-881 a réecemment fait I'objet d'une évaluation clinique chez
les patients, aucun rapport de données n'est encore disponible (tableau VI).
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Tableau VI

: Résumé des essais cliniques avec des inhibiteurs d'isocitrate déshydrogénase
spécifiques aux isoformes [326, 329-335, 337-341, 344].
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3.5. Développement de vaccins peptidiques ciblant IDH1-R132H

Il a été démontré qu'une protéine IDH1-R132H contient un epitope immunogéne
approprié pour le développement d'un vaccin specifique aux protéines mutantes. Une
fraction des patients atteints de gliome IDH1-mut ont des anticorps spécifiques aux
isoformes et ont montré une réponse des cellules T IFN-y contre une protéine mutante
IDH1 (mutIDH1).

Des peptides englobant la région modifiée ont été présentés sur des complexes
majeurs d'histocompatibilite (CMH) de classe 11 et ont induit des réponses spécifiques
CD4 + T-helper-1 (TH1) contre une IDH1 modifiee. Le criblage des bibliotheques de
peptides autour de la région modifiée de I'DH1-R132H a été effectué pour identifier
les peptides qui induiraient une réponse d'interféron-y (IFN-y) dans les cellules T.

Un vaccin peptidique consistant en un peptide 20-meres a été dérivé de I'lDH1-
R132H. La vaccination peptidique de souris humanisées (transgéniques pour les
molécules MHCI et 11 humaines) avec des tumeurs IDH1-R132H a entrainé l'induction
de réponses immunitaires antitumorales spécifiques et la restriction de la croissance de
tumeurs syngéniques exprimant IDH1-R132H. L'appauvrissement en lymphocytes T a
abrogé la réduction de la croissance tumorale IDH1-mut aprés la vaccination
peptidique IDH1 [345].

Une bonne éfficacité similaire du vaccin mutlIDH1 a été démontrée dans un
modeéle murin GL261, dans lequel une immunisation de souris portant des gliomes
mutlIDH1 / R132H GL261 a été réalisée. Les souris avec des gliomes IDH1-GL261,
mais non-parentaux GL261, ont survécu a des contrbles plus longs que les controles
avec des peptides mutIDH1; 25% d'entre eux ont été guéris. La vaccination avec des
peptides a entrainé un nombre plus élevé de cellules T CD8 + périphériques, des
niveaux plus éleves d'IFN-y et la présence d'anticorps anti-mIDH1. Une régulation a la
hausse intratumorale de I'IFN-y, du Granzyme-B et de la Perforine-1, ainsi qu'une
régulation a la baisse du TGFB2 et de I'lL (interleukine) -10 suggerent une
augmentation de I'immunité antitumorale [346].
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Il a été suivi d'un essai clinique (NOA-16) du vaccin peptidique IDH1 ciblant
I'IDH1-R132H pour évaluer l'innocuité et la tolérabilité, ainsi que les reponses
immunitaires au vaccin chez des patients atteints de gliomes malins IDH1-R132H
[347].

Les premiers résultats ont montre que NOA-16 démontrait l'innocuité et
I'immunogénicité d'un vaccin peptidique mutant IDH1-R132H chez des patients
atteints d'astrocytomes malins IDH1-R132H nouvellement diagnostiqués [348]. Ces
résultats encourageants ont fourni une preuve solide qu'un vaccin IDH1-R132H
spécifique d'une mutation peut représenter une nouvelle stratégie thérapeutique fiable
pour les tumeurs mutantes IDH1-R132H [349].
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V1. Conclusion

Le cycle de Krebs, également connu sous le nom de cycle d'acide citrique, est
une suite de réactions enzymatiques qui relache I'énergie des hydrates de carbone, des
graisses, et des protéines. Il produit également les précurseurs d’acides amines et le
dinucléotide de I'adénine nicotinamide réduit (NADH). C'est la voie métabolique
primaire pour tous les procédés aéerobies en tissu animal. Chez les eucaryotes, le cycle
de Krebs a lieu dans la mitochondrie alors que chez les procaryotes, il se produit dans
le cytosol.

Plusieurs raisons justifient le renouveau d’intérét que connait le métabolisme du
cycle de Krebs. D’une part le cycle de Krebs participe a la fois au catabolisme et a
I’anabolisme, c’est une véritable plague tournante du métabolisme. Il est dit
amphibolique. D’autre part, les anomalies liées aux mutations des enzymes du cycle

de Krebs sont peu connues mais leurs conséquences sont parfois létales.

Parmi les enzymes clés du cycle de Krebs, on trouve la Succinate
déshydrogeénase qui catalyse I’oxydation du Succinate en Fumarate. Elle a un réle
important dans le métabolisme cellulaire el la méthylation d’ADN. Cette enzyme est
connue maintenant comme suppresseur de tumeur alors que ses mutations ont été
identifiées dans des anomalies neurodégéneératives notamment dans les formes

familiales des pheochromocytomes et des paragangliomes.

Le complexe a-cétoglutarate déshydrogénase qui catalyse la décarboxylation
oxydative de l'a-cétoglutarate en Succinyl-CoA avec production de NADH+H" et
dégagement de CO, participe a I’adaptation du métabolisme mitochondrial et a la
structure des besoins bioénergétiques. En plus, il contribue a la reprogrammation

métabolique et épigéneétique des cellules cancereuses.
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L’isocitrate  déshydrogénase catalyse Il'oxydation de [lisocitrate en
Oxalosuccinate, elle catalyse également la décarboxylation de I'‘Oxalosuccinate,
instable, en a-cétoglutarate avec déegagement de CO,. Elle comporte trois genes IDH1,
IDH2, IDH3 mais seules les genes IDH1/2 ont été étudiés pour leurs relations avec des

cancers spécifiqguement les leucémies aigues et les gliomes.

Ces différentes anomalies des enzymes citées rompent la continuité et I’équilibre
du cycle de Krebs, ce qui perturbe la balance du métabolisme cellulaire interne. Cela
altére I’état géneral des patients ce qui rend primordial une surveillance continue en

cas de suspicion surtout pour les anomalies familiales a prédisposition genétique.

Avec la description des différents phénotypes associés aux mutations dans les
génes des enzymes du cycle de Krebs, il est rapidement apparu que les fonctions et les
caractéristiques de ce cycle, ainsi que le role des intermédiaires meétaboliques qu’il

inter-convertit, étaient loin d’étre réductibles au schéma traditionnellement admis.
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Résumé

Titre : les anomalies du cycle de Krebs.
Auteur : Yasmina Gaoual.
Rapporteur : Pr Saida TELLAL.

Mots clés : Cycle de Krebs — anomalies- Succinate déshydrogénase- o cétoglutarate
déshydrogénase — isocitrate déshydrogénase.

Le cycle de Krebs est une plaque tournante qui permet la production de I’énergie, il est
le point de jonction des différentes voies métaboliques. Son équilibre et sa continuité
nécessite I’intégrité des enzymes intervenant a chaque étape du cycle. Les enzymes
mediateurs participant & ce métabolisme jouent un role de carburant qui initie et stabilise le
déroulement du cycle.

Les dysfonctionnements du cycle de Krebs liés aux mutations de certaines enzymes qui
possedent un rdle clé au sein du cycle ainsi que dans sa régulation donnent des anomalies et
des phénotypes métaboliques qui peuvent aboutir dans la majorité des cas a des cancers.
Prenant le cas des enzymes les plus pertinentes du cycle qui sont :

La Succinate déshydrogénase qui participe a la méthylation de I’ADN, son
accumulation assume une majeure partie de la responsabilité liée aux développements de
cancers. Le complexe a cétoglutarate déshydrogénase qui contribue a adapter le métabolisme
mitochondrial aux besoins bioénergétiques. En plus, les mutations des genes IDH1/IDH2 de
I’isocitrate déshydrogénase sont associées a un mauvais pronostic vital. Ces pathologies
alterent la balance générale de I’organisme en perturbant le métabolisme cellulaire.

Le taux des recherches concernant les mutations des enzymes du cycle de Krebs est
augmenté avec le nombre croissant des anomalies associées a ces mutations et leur relation
avec plusieurs types de cancers notamment les leucémies aigues, les paragangliomes, les
gliomes et surtout les formes familiales du phéochromocytome. Il est ainsi indispensable de
maintenir I’intégrité et I’équilibre de ces enzymes pour garder a la fois le bon métabolisme
cellulaire et prévenir les anomalies liés a leurs dysfonctionnements.

116



Abstract

Title : Krebs cycle abnormalities
Author : Yasmina Gaoual
Rapporteur : Pr Saida TELLAL

Keywords : Krebs cycle - anomalies - Succinate dehydrogenase - o ketoglutarate
dehydrogenase - isocitrate dehydrogenase.

The Krebs cycle is a platform for energy production and the junction point of different
metabolic pathways. Its balance and continuity requires the integrity of the enzymes involved
at each stage of the cycle. The mediating enzymes participating in this metabolism plays a
fuel role which initiates and stabilizes the course of the cycle.

The dysfunctions of the Krebs cycle linked to mutations of certain enzymes which play
a key role within the cycle as well as in its regulation give rise to abnormalities and metabolic
phenotypes which can lead in the majority of cases to cancers. Taking the case of the most
relevant enzymes of the cycle which are :

Succinate dehydrogenase which participates in the methylation of DNA, its
accumulation assumes a major part of the responsibility related to the development of cancers.
The complex o ketoglutarate dehydrogenase which helps to adapt the mitochondrial
metabolism to bioenergetic needs. In addition, mutations in the IDH1 / IDH2 genes of
isocitrate dehydrogenase are associated with a bad vital prognosis. These pathologies alter the
general balance of the organism by disrupting cellular metabolism.

The rate of research concerning mutations in the enzymes of the Krebs cycle is
increased with the growing number of anomalies associated with these mutations and their
relationship with several types of cancer, in particular acute leukemias, paragangliomas,
gliomas and especially familial forms of pheochromocytoma. It is also essential to maintain
the integrity and balance of these enzymes in order to both maintain a good cellular
metabolism and prevent abnormalities linked to their dysfunctions.
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