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Résumé :

La survie des cellules cancéreuses dépend d’une activité énergétique et biosynthétique accrue et la
glutamine participe a de nombreux processus nécessaires a cette adaptation métabolique. Dans les
leucémies aigues myéloides (LAM), la croissance et la prolifération sont favorisées par ’activation
anormale de plusieurs voies de signalisation, et notamment par la voie mTORCL1. Les acides aminés
essentiels, et en particulier la leucine, sont indispensables a I’activation de mTORCI1. La glutamine est
captée par la cellule via le transporteur SLC1A5 et permet ensuite I’entrée de la leucine via le
transporteur bidirectionnel SLC7A5. La concentration en glutamine est donc une étape limitante dans
I’activation de mTORCI par la leucine. Nous avons étudié les effets de la privation en glutamine dans
les LAM a l’aide de différents outils (milieu sans glutamine, shARN inhibant 1’expression du
transporteur de la glutamine SLC1AD5 et la drogue L-asparaginase, qui a une activité de glutaminase
extracellulaire), et observé une inhibition de mTORCI et de la synthese protéique. L’inhibition du
transporteur SLC1A5 inhibe la pousse tumorale dans un modele de xénotransplantation. La L-
asparaginase inhibe mTORCL1 et induit une apoptose de facon proportionnelle a son activité
glutaminase et compléetement indépendante de la concentration en asparagine. La privation en
glutamine induit 1’expression de la glutamine synthase et I’autophagie, et ces deux processus peuvent
étre des mécanismes de résistance intrinseques ou acquis dans certaines lignées leucémiques.
L’apoptose induite par la privation en glutamine n’est cependant pas liée a I’inhibition de mTORCI,
puisqu’elle n’est pas diminuée par 1’utilisation d’un mutant de mTOR non inhibé par la privation en
glutamine. Nous nous sommes donc intéressés a une autre voie dépendante de la glutamine dans de
nombreux cancers, la phosphorylation oxydative. L’étape initiale du catabolisme intracellulaire de la
glutamine est la conversion de la glutamine en glutamate par des enzymes appelées glutaminases.
Différentes isoformes des glutaminases existent qui sont codées chez I’homme par les génes GLS1 et
GLS2. Le glutamate est ensuite transformé en a-cétoglutarate, intermédiaire du cycle TCA. Dans les
lignées de LAM, la privation en glutamine inhibe la phosphorylation oxydative mitochondriale. Nous
avons observé que la protéine glutaminase C (GAC), une des isoformes de GLS1, est constamment
exprimée dans les LAM mais aussi dans les progéniteurs hématopoiétiques CD34+ normaux.
L’inhibition d’expression de la GLS1 par des shARN inductibles ou bien par le composé CB-839
réduit la phosphorylation oxydative, conduisant a une inhibition de prolifération et a une induction
d’apoptose des cellules leucémiques. L’invalidation génétique de la GLS1 inhibe la formation de
tumeur et améliore la survie des souris dans un modéle de xénotransplantation. A I’inverse, le ciblage
de la GLS1 n’a pas d’effets cytotoxiques ni cytostatiques sur les progéniteurs hématopoiétiques
normaux. Ces effets anti-leucémiques sont inhibés par 1’adjonction d’a-cétoglutarate, et ceux induit
par le CB-839 sont abrogés lorsqu’est exprimé de facon ectopique un mutant GAC***** hyperactif,

attestant du role essentiel du maintien d’un cycle TCA actif dans les cellules de LAM. Enfin, nous



montrons que I’inhibition de la glutaminolyse active la voie d’apoptose mitochondriale intrinseque et
agit en synergie avec ’inhibition spécifique de BCL-2 par ’ABT-199. Ces résultats démontrent que le
ciblage spécifique de la glutaminolyse est une autre fagon d’exploiter 1’addiction a la glutamine des
cellules leucémiques de LAM et que le maintien d’un cycle TCA actif est essentiel a la survie de ces

cellules.
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Abstract:

Cancer cells survival is dependent on high energetic and biosynthetic activity, and glutamine is
involved in many metabolic processes necessary for this adaptation. In acute myeloid leukemia
(AML), growth and proliferation are promoted by activation of several signaling pathways, including
MTORCL. Essential amino acids, in particular leucine, are required for mTORC1 activation.
Glutamine enters into the cell via the SLC1AD5 transporter and then allows the input of leucine via the
bidirectional SLC7AS5 transporter. Therefore, the intracellular glutamine concentration is a limiting
step in the activation of mMTORCL1 by leucine. We studied the effects of glutamine deprivation in AML
using different tools (medium without glutamine, shRNA against the SLC1A5 glutamine transporter
and the drug L-asparaginase, which has an extracellular glutaminase activity) and observed mTORC1
and protein synthesis inhibition. SLC1A5 transporter knockdown inhibits tumor growth in a
xenotransplantation model. L-asparaginase inhibits mTORC1 and induces apoptosis in proportion to
its glutaminase activity and independently of asparagine concentration. Glutamine privation induces
the expression of glutamine synthase and autophagy, and these two processes are involved in the
resistance to glutamine privation in some leukemic cell lines. However, apoptosis induced by
glutamine privation is not related to the inhibition of MTORCL, since it is not modified in the presence
of a constitutively active mutant of mTOR. We next focused on the oxidative phosphorylation, another
glutamine dependent pathway in many cancers. The initial step of the intracellular catabolism of
glutamine is the conversion of glutamine to glutamate by enzymes called glutaminases. Different
glutaminases isoforms exist that are encoded by the GLS1 and GLS2 genes. Glutamate is then
converted to a-ketoglutarate, an essential TCA cycle intermediate. In AML cell lines, we observed that
glutamine privation inhibits mitochondrial oxidative phosphorylation. The protein glutaminase C
(GAC), an isoform of GLS1, is constantly expressed in AML but also in normal CD34 +
hematopoietic progenitors. The knockdown of GLS1 by inducible shRNA or by the CB-839
compound reduced oxidative phosphorylation, leading to proliferation inhibition and apoptosis
induction in leukemia cells. Genetic invalidation of GLS1 inhibits tumor formation and improves
survival of mice in a xenograft model. Conversely, the targeting of GLS1 has no cytotoxic or
cytostatic effects on normal hematopoietic progenitors. These anti-leukemic effects are inhibited by
the addition of a-ketoglutarate, and those induced by the CB-839 are suppressed in the presence of an
ectopically expressed GAC**** hyperactive mutant, confirming the essential role of maintaining an
active TCA cycle in AML cells. Finally, we showed that glutaminolysis inhibition induces the intrinsic
mitochondrial pathway of apoptosis and acts synergistically with the specific inhibition of BCL-2 by
ABT-199. These results demonstrate that specific targeting of glutaminolysis is another way to exploit

glutamine addiction in AML and that an active TCA cycle in essential for AML cell survival.
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INTRODUCTION

1.Généralités sur les leucémies aigués myéloides

1.1. Epidémiologie

Les leucémies aigués myéloides (LAM) sont des hémopathies malignes rares qui constituent 1 a 2%
des cancers de 1’adulte. Selon les registres francais des cancers, les LAM représentent 8.3% des
hémopathies malignes, et 28.4% des hémopathies myéloides. En France en 2012, 2800 nouveaux cas
de LAM ont été diagnostiqués, soit un taux d’incidence brut de 4.5 pour 100.000 chez I’homme et 4.3
pour 100.000 chez la femme. L’incidence de ces maladies augmente avec 1’age, puisqu’elle est de
1.8/100.000 avant 65 ans et 17.5/100.000 aprés 65 ans (Howlader, 2013). L’age médian au diagnostic
en France est actuellement de 71 ans ; le sexe ratio moyen est a 1.1, avec une incidence supérieure

chez I’homme apres 65 ans (Figure 1).

— Hommes

Taux pour 100000 personnes/années

v%qu%qu%quqqub

'L"[x’b’bb‘b(‘o‘obb/\/\‘b‘b‘-)
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Figure 1. Incidence par age des leucémies aigués myéloides en 2012. Selon I’Estimation nationale

de I’incidence des cancers en France entre 1980 et 2012
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La majorité des cas de LAM est sporadique, mais la présence d’anomalies congénitales peut
augmenter le risque de développer la maladie (syndrome de Fanconi, neutropénies congénitales,
trisomie 21...). Les facteurs de risque principaux sont I’existence antérieure d’une autre hémopathie
acquise (syndrome myéloprolifératif, syndrome myélodysplasique, hémoglobinurie paroxystique
nocturne...) et/ou les traitements par radiothérapie et chimiothérapies par inhibiteurs des
topoisomérases Il ou agents alkylants. La proportion de ces leucémies dites « secondaires » augmente
avec I’age, pour atteindre 30 a 40% des cas de LAM aprés 60 ans (Juliusson et al., 2012).
L’amélioration de la prise en charge de ces maladies a permis d’améliorer la survie globale des
patients: de moins de 10% avant 1980, la survie a 5 ans est actuellement de 25.8% tous &ges
confondus. Le pronostic des patients agés de plus de 65 ans reste cependant trés sombre, puisque la
survie a 5 ans dans cette tranche d’age n’est que de 5.6%, contre 42.8% pour les moins de 65 ans
(Howlader, 2013).

1.2. Physiopathologie

Les LAM sont définies par la prolifération anormale et non contrdlée de cellules progénitrices
myéloides bloquées dans leur différenciation. Ce processus entraine un envahissement médullaire
et/ou sanguin par ces cellules blastiques, venant perturber I’hématopoiése normale et conduisant a des

cytopénies, souvent révélatrices de la maladie.

1.2.1. Anomalies génétiques

Les LAM résultent de I’accumulation de plusieurs mutations somatiques acquises au sein d’un
progéniteur hématopoiétique. Ces mutations sont de mieux en mieux décrites grace aux techniques
modernes de séquencage et leur identification a permis de mieux comprendre la pathogénese des
LAM. Le modeéle initial décrit par Gilliland proposait un modéle de leucémogénése basé sur deux
types d’événements séquentiels (« two-hit model ») regroupant les mutations identifiées a cette époque
(Tableau 1) (Gilliland and Tallman, 2002). Les mutations de classe I, en activant des voies de
signalisation, conférent 1’avantage de prolifération et de croissance ; il s’agit par exemple des
mutations de FLT3, N-RAS, KIT ou de la fusion BCR-ABL. Les mutations de classe Il, touchant des
facteurs de transcription (PML-RARa, AMLI1-ETO, fusion du géne MLL...), conduisent au blocage
de différenciation. Dans ce modele, les mutations de classe 11 sont nécessaires mais insuffisantes pour
induire une leucémie et sont considérées comme des lésions initiatrices alors que celles de classe |
apparaissent plus tardivement dans la leucémogénése et sont coopérantes. Bien que les mutations
identifiées depuis ne correspondent pas toujours a ces classes, elles produisent schématiquement les

mémes effets. Plus récemment, 1’identification de mutations de génes impliqués dans 1’épigénétique
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(TET2 (Ten Eleven Translocation 2), DNMT3A (DNA methyl transférase), IDH1/2 (isocitrate
déshydrogénase)...) a conduit a créer une troisiéme classe, mais cette classification a été récemment
dépassée par la découverte d’autres anomalies grace au séquencage du génome de patients atteints de
LAM.

Le « Cancer Genome Atlas » est un projet ayant conduit au séquengage du génome et/ou de 1’exome
de 12 types de cancers différents, dont 200 cas de LAM (Kandoth et al., 2013). Avec environ 2600
mutations retrouvées au sein des régions codantes, les LAM présentent la plus faible fréquence de
mutations (0.8 mutations par Mb contre 1 & 8/Mb pour les autres types de tumeurs), soit en moyenne
13 mutations par patient, dont 5 mutations récurrentes (Cancer Genome Atlas Research Network,
2013). Au total, 23 génes ont été retrouvés comme étant mutés de facon significative dans les LAM.
Les auteurs proposent une nouvelle classification en 9 groupes fonctionnels, dans lesquels s’intégre la

quasi-totalité des patients (99.5% d’entre eux présentent au moins une de ces mutations) (Tableau 1).

Before 2008 2008-12 From 2013

Analysis Cytogenetic and The Cancer Genome Atlas project Prevelence in AML (%)

molecular genetic analysis

Next-generation
sequencing approaches

Class 1: transcription factor fusions— 18%
eg, t(8,21), t(16;16), t(15;17), MLL fusions

Class I: activated
signalling—eg, FLT3, KIT,
RAS mutations

Functional groups Class I: activated signalling—

eg, FLT3, KIT, RAS mutations

Class 2: nucleophosmin 1, NPM1 mutations 27%

Class 3: tumour suppressor genes— 16%
eg, TP53, WT1, PHF6 mutations

Class 4: DNA-methylation-related genes: 44%
DNA hydroxymethylation—

eg, TET2, IDH1, IDH2

DNA methyltransferases eg, DNMT3A

Class II: transcription and
differentiation—eg, t(8;21),
t(16;16), t(15;17), CEBPA,
RUNX1 mutations

Class II: transcription and
differentiation—

eg, t(8;21), t(16;16), t(15;17)
CEBPA mutations

Class 5: activated signalling genes—
eg, FLT3, KIT, RAS mutations

59%

Class 6: chromatin-modifying genes,

30%

eg, ASXL1, EZH2 mutations, MLL fusions,
MLL partial tandem duplications

Class Ill: epigenetic modifiers
—eg, TET2, DNMT3A,
ASXL1 mutations

Class 7: myeloid transcription factor genes— 22%
eg, CEBPA, RUNX1 mutations

Class 8: cohesin-complex genes— 13%
eg, STAG2, RAD21, SMC1, SMC2 mutations

Class 9: spliceosome-complex genes— 14%
eg, SRSF2, U2AF35, ZRSR2 mutations

Tableau 1. Classification génétique des LAM. Meyer et Levine, 2014,

En plus de ces mutations touchant un géne bien identifié, un autre type d’anomalie génétique a une
place importante dans la leucémogénése : la perte ou le gain de grande partie de matériel
chromosomique, parmi lesquelles la délétion 5¢, la monosomie 7 ou les trisomies 8, 11 et 13. Les
génes clés impliqués dans ces anomalies ne sont pas clairement identifiés.

Les modeles murins ont permis de mieux comprendre I’implication des mutations dans la

leucémogénese. Les souris mutées FLT3-ITD ont un phénotype de syndrome myéloprolifératif associé
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a une diminution du pool de cellules normales capables d’auto-renouvélement (Chu et al., 2012; Lee et
al., 2007). Au contraire, les souris TET2 knockout (KO) présentent une augmentation des capacités
d’auto-renouvelement des cellules souches hématopoiétiques (CSH) (Moran-Crusio et al., 2011;
Quivoron et al., 2011). Des études similaires ont montrés que la perte de DNMT3a conduisait a des
anomalies de différenciation et a I’expansion des CSH (Challen et al., 2012). Dans la grande majorité
des cas, on retrouve plusieurs anomalies ayant des effets fonctionnels différents au sein de la méme
maladie, ce qui implique la nécessité de plusieurs événements oncogéniques pour aboutir a la
leucémie. Cette hypothése est confirmée par d’autres modéles murins, dans lesquels une seule
mutation ne peut pas conduire a 1’émergence d’'une LAM (Yuan et al., 2001). Cependant, la
combinaison de seulement 2 événements lorsqu’ils sont trés complémentaires peut dans certains cas
étre suffisante, comme par exemple 1’association de la duplication en tandem de FLT3 et la mutation

de NPM1 (Mupo et al., 2013).

1.2.2. La cellule souche leucémique

La mise en évidence de ’existence d’une cellule souche cancéreuse a été rapportée pour la premiere
fois grace des modéles de xénotransplantation de cellules de patients atteints de LAM dans des souris
SCID ou NOD/SCID (Bonnet and Dick, 1997; Lapidot et al., 1994). En effet, seules quelques cellules
du pool leucémique, caractérisées par un phénotype CD34+CD38-, ont été initialement montrées étre
capables d’initier et de maintenir I’expansion du clone leucémique in vivo chez la souris. De plus, des
transplantations sériées ont montré que ces cellules possédaient des capacités d’auto-renouvelement
identiques a celle des CSH normales. Ces résultats sous-tendent 1’hypothése d’une architecture
hiérarchique des LAM, avec des cellules fonctionnellement hétérogénes maintenues par un petit
nombre de cellules souches leucémiques, capables d’initier et de maintenir la leucémogénése. Par
ailleurs, Hope et al. ont montré que plusieurs clones de cellules souches leucémiques (CSL)
coexistaient, avec des capacités d’auto-renouvelement plus ou moins importantes (Hope et al., 2004).

Le paradigme initial stipulant que la population des CSL était contenue exclusivement dans la sous—

population de phénotype CD34+CD38- a été remis en question par d’autres expériences montrant que
la sous-population CD34+CD38+ ou les cellules CD34- avaient également des capacités de prise de
greffes sériées dans des souris immunodéficientes (Felipe Rico et al., 2013). Cependant, des travaux
menés par 1’équipe de John Dick ont permis de montrer que la fréquence des CSL est différente selon
les sous-populations : CD34+CD38- (93%), CD34+CD38+ (62%), CD34-CD38- (21%) et enfin
CD34-CD38+ (8%) (Eppert et al., 2011). De nombreux marqueurs ont été testés pour améliorer
I’identification phénotypique et le suivi en maladie résiduelle des CSL, souvent en addition au modéle
CD34+CD38-. Ainsi, la positivité du CD123, de CLL1 (molécule 1 analogue a la lectine de type C)
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ou l’activit¢t ALDH (aldéhyde déshydrogénase) semblent corréler avec un caractére souche et un
pronostic plus défavorable (Cheung et al., 2007; Jordan et al., 2000; van Rhenen et al., 2007).

La CSL, comme la cellule souche hématopoiétique normale, est une cellule quiescente et
probablement plus résistante aux chimiothérapies (Costello et al., 2000; Guan et al., 2003). La richesse
en CSL semble avoir un impact pronostique puisqu’il a ét¢ montré que la capacité de prise de greffe de
cellules issues de patients présentant une LAM de risque intermédiaire dans des souris NOD/SCID
était un facteur péjoratif indépendant(Pearce et al., 2006). Un taux élevé (>3.5%) de cellules
CD34+CD38- au diagnostic diminue la survie sans rechute de 16 a 5,6 mois (van Rhenen et al., 2005).
Enfin, un profil d’expression génique des CSL a été réalisé a partir de 15 patients puis évalué sur plus
de 1000 patients inclus dans des protocoles d’études. Une expression génique de type CSL élevée était
associée a un moins bon pronostic, indépendamment du caryotype des LAM (Gentles et al., 2010). La
méme corrélation a été retrouvée par une autre équipe, avec un profil d’expression CSL identique a
celui des cellules souches hématopoiétiques normales (Eppert et al., 2011).

Les moyens thérapeutiques visant a cibler les CSL sont multiples et résultent de la découverte de leur
fonctionnement biologique. Les CSL sont situées dans la niche hématopoiétique et interagissent avec
le microenvironnement médullaire ; le blocage de cette interaction est donc une premiére possibilité.
Par exemple, I'utilisation d’inhibiteur du CXC chemokine receptor-4 (CXCR4) ou le G-SCF qui
mobilise les CSH hors de la niche sont en cours d’étude (Felipe Rico et al., 2013). Les CSL sont
également dépendantes de plusieurs voies de signalisation et facteurs anti-apoptotiques, comme les
voies NFkB, PI3K/AKT/mTOR ou BCL-2. L’utilisation d’un inhibiteur de NF«kB, le parthenolide,
conduit a la mort des CSL et diminue la prise de greffe dans des souris NOD/SCID, tout en épargnant
les CSH normales (Guzman et al., 2005). L’inhibition de mTOR par le temsirolimus potentialise les
effets du parthenolide, en inhibant la voie de réponse au stress oxydant via le facteur de transcription
NRF2 (nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2) (Hassane et al., 2010). Enfin, I’inhibition de BCL-2
par ’ABT-737 a plus d’effet sur la population CD34+CD38-CD123+ que la chimiothérapie, en
épargnant les CSH normales (Konopleva et al., 2008).

1.2.3. Lacellule souche pré-leucémique

La cellule souche pré-leucémique est la cellule normale dans laquelle 1’événement oncogénique a lieu
(appelée aussi cellule d’origine). Cette cellule présente une ou plusieurs anomalies génétiques
spécifiques des leucémies mais n’a pas encore acquis I’événement transformant. La premiére
démonstration de son existence a été la détection du transcrit AML1-ETO au sein des cellules
myéloides normales des patients en rémission (Miyamoto et al., 1996) ainsi qu’au sein des clones
érythroides et myéloides issus de culture de CSH de ces patients (Yuan et al., 2001). Depuis, plusieurs

études ont montré la présence de mutations récurrentes des LAM au sein des cellules
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hématopoiétiques normales (Busque et al., 2012; Jan et al., 2012; Shlush et al., 2014). Ces mutations
pré-leucémiques incluent des mutations «driver » comme TET2 ou DNMT3A, mais de facon
intéressante, pas la mutation FLT3-ITD et ou la mutation de NPM1 qui sont donc des mutations
secondaires.

Corces-Zimmerman et al. ont montré que les mutations touchant des genes de classe 4, 6 et 8 du
TGCA sont présentes dans les cellules pré-leucémiques, alors que les mutations de génes impliqués
dans la prolifération (classe 5) apparaissent plus tardivement et souvent dans des sous-clones (Corces-
Zimmerman et al., 2014). Shlush et al ont retrouvé uniquement la mutation de DNMT3A dans les
cellules T des patients présentant concomitamment les mutations de DNMT3A et de NPM1 au sein du
pool leucémique. Les CSH normales DNMT3A mutées, appelées donc pré-leucémiques, étaient
capables de se différencier en tous les lineages et étaient résistantes aux chimiothérapies puisque
toujours présentes a la rémission (Shlush et al., 2014). Un séquengage d’exome réalisé chez des
femmes en bonne santé agées de plus de 65 ans a permis de retrouver des mutations de TET2 chez 5%
de celles présentant une hématopoiése clonale, et ces mutations étaient associées a des anomalies
épigénétiques (Busque et al., 2012). Ces mutations sont rarement perdues ou gagnées a la rechute,
alors que les mutations de FLT3, KIT, RAS ou NPM1 sont présentes dans des sous-clones et peuvent
émerger ou disparaitre au cours de 1’évolution de la maladie (Welch, 2014).

Ainsi, les mutations présentes dés le stade de cellule souche pré-leucémique apparaissent comme des
cibles thérapeutiques idéales, puisqu’elles sont présentes dans I’ensemble des cellules leucémiques, et
pas uniquement dans un sous clone et persistent au moment de la rémission (Corces-Zimmerman et
Majeti, 2014).
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1.3. Classification et pronostic

La classification OMS actuelle des LAM est basée sur des données cytologiques, cytogénétiques et
moléculaires (Tableau 2) (Dohner et al., 2010). Contrairement a 1’ancienne classification cytologique
FAB, elle reconnait certaines anomalies génétiques récurrentes comme des entités clinico-biologiques
a part enticre (t(15;17), (8;21), inv(16)...).

Categories

Acute myeloid leukemia with recurrent genetic abnormalities
AML with t(8;21)(922;922); RUNX1-RUNX1T1
AML with inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
APL with t(15;17)(q22;q12); PML-RARA*
AML with t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLLt
AML with t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
AML with inv(3)(q21926.2) or 1(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1
AML (megakaryoblastic) with t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
Provisional entity: AML with mutated NPM1
Provisional entity: AML with mutated CEBPA
Acute myeloid leukemia with myelodysplasia-related changest
Therapy-related myeloid neoplasms§
Acute myeloid leukemia, not otherwise specified (NOS)
Acute myeloid leukemia with minimal differentiation
Acute myeloid leukemia without maturation
Acute myeloid leukemia with maturation
Acute myelomonocytic leukemia
Acute monoblastic/monocytic leukemia
Acute erythroid leukemia
Pure erythroid leukemia
Erythroleukemia, erythroid/myeloid
Acute megakaryoblastic leukemia
Acute basophilic leukemia
Acute panmyelosis with myelofibrosis (syn.: acute myelofibrosis; acute
myelosclerosis)
Myeloid sarcoma (syn.: extramedullary myeloid tumor; granulocytic sarco
chloroma)
Myeloid proliferations related to Down syndrome
Transient abnormal myelopoiesis (syn.: transient myeloproliferative disorder)
Myeloid leukemia associated with Down syndrome
Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm
Acute leukemias of ambiguous lineage
Acute undifferentiated leukemia
Mixed phenotype acute leukemia with 1(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL 1|
Mixed phenotype acute leukemia with t(v;11923); MLL rearranged
Mixed phenotype acute leukemia, B/myeloid, NOS
Mixed phenotype acute leukemia, T/myeloid, NOS
Provisional entity: Natural killer (NK)—cell lymphoblastic leukemia/lymphoma

Tableau 2. Classification OMS 2008 des LAM. D’apreés Dohner et al., 2010
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Le premier score pronostic établi en 2000 séparait les LAM en 3 groupes de risque cytogénétiques:

favorable, intermédiaire, défavorable. Ce score a été actualisé en 2010 par 1’association European

LeukemiaNet (ELN), avec I’ajout des mutations de FLT3, NPM1 et CEBPa (Tableau 3).

Genetic group

Subsets

Favorable

Intermediate-I*

Intermediate-II

Adverse

1(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) or t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11

Mutated NPM1 without FLT3-ITD (normal karyotype)

Mutated CEBPA (normal karyotype)

Mutated NPM1 and FLT3-ITD (normal karyotype)

Wild-type NPM1 and FLT3-ITD (normal karyotype)

Wild-type NPM1 without FLT3-ITD (normal karyotype)

t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL

Cytogenetic abnormalities not classified as favorable or
adverset

inv(3)(g21926.2) or t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1

t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214

t(v;11)(v;q23); MLL rearranged

—5 or del(5q); —7; abnl(17p); complex karyotypet

Tableau 3. Stratification pronostique des LAM. D’aprés Dohner et al., 2010.

Le groupe de patients de risque « intermédiaire », qui représente une grande partie des patients

(environ 45%), constitue un groupe de risque trés hétérogene. L’étude du profil mutationnel des 18

génes fréquemment mutés dans les LAM a permis d’affiner le pronostic de ce sous-groupe et de

proposer une nouvelle classification: les LAM FLT3-ITD négatives et mutées pour NPM1+IDH1 ou

IDH2 semblent avoir un pronostic favorable ; les LAM FLT3-ITD positives et mutées pour TET2 ou

MLL ou DNMT3A ou associées a une trisomie 8 ainsi que les LAM FLT3-ITD négatives et mutées
pour TET2 ou MLL ou ASXL1 ou PHF6 ont un pronostic défavorable (Patel et al., 2012) (Tableau 4).
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Cytogenetic Mutational profiling Integrated
prognostication prognostication
Favourable An Favourable
(19% de novo AML) y (25% de novo AML)
Normal karyotype or FLT3-ITD-negative Mutant NPM1and IDH1 or IDH2
intermediate-risk
cytogenetics FLT3-ITD-negative Wild-type ASXL1, MLL, PHF6, TET2 Intermediate
(63% de novo AML) (35% de novo AML)
FLT3-ITD-negative Mutant CEBPA
or positive
FLT3-ITD-positive Wild-type MLL, TET2, and DNMT3A and
trisomy 8-negative
FLT3-ITD-negative Mutant TET2, MLL-PTD, ASXL1, or PHF6 Unfavourable
(39% de novo AML)
FLT3-ITD-positive Mutant TET2, MLL-PTD, DNMT3A,
or trisomy 8 without mutant CEBPA
Unfavourable
Any
(18% de novo AML)

Tableau 4. Classification pronostique révisée suggérée par Patel et al.

D’autres équipes ont cherché a mieux définir ce risque. Li et al. proposent également une révision de
la classification ELN, cette fois basée sur le profil d’expression génétique d’un panel de 24 genes,
établi dans 2 cohortes indépendantes (Li et al., 2013b). Un profil d’expression génique « high »
reclasse les patients ELN « favorables » en « intermédiaires » et les patients ELN « intermédiaires 1
ou 2 » en « défavorables ». Plus récemment, Pastore et al. ont proposé un score pronostic des LAM a
caryotype normal basé sur des données cliniques (age, performans status, taux de leucocytes) et
moléculaires (statut mutationnel de FLT3, NPM1 et CEBPA) (Pastore et al., 2014).

1.4. Traitement

Le traitement actuel des LAM repose sur la chimiothérapie (classiquement 1’association d’une
anthracycline et de cytarabine), suivie ou non d’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques, en
fonction de 1’age du patient et des facteurs pronostiques de la maladie. Ces traitements intensifs,
possibles uniquement chez les patients jeunes, permettent d’obtenir une rémission compléte dans plus
de 75% des cas (Burnett et al., 2011). Les protocoles conduits ces 20 derniéres années ont permis
d’affiner les traitements en fonction de la stratification pronostique ELN, afin d’optimiser les doses et
le type de chimiothérapie. Pour exemple, de fortes doses de daunorubicine améliorent le pronostic des
patients présentant une mutation de NPM1, MLL ou DNMT3A mais pas celui des patients non mutés
(Patel et al., 2012). Des données récentes ont montré 1’intérét de I’ajout du Gemtuzumab
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Ozogamycine, un anticorps monoclonal anti-CD33 couplé a la calichéamicine, qui améliore la survie
des patients de plus de 50 ans lorsqu’il est ajouté au traitement de premiere ligne classique, surtout
dans les LAM a caryotype normal (Castaigne et al., 2012).

Chez les patients plus agés, qui représentent la majorité des cas de LAM, ces traitements intensifs sont
difficilement réalisables, et un traitement palliatif leur est souvent proposé. Ainsi, des thérapies moins
toxiques et ciblées sur la cellule leucémique apparaissent intéressantes. Les agents déméthylants (5-
azacitidine, décitabine), pouvant agir en aval des mutations touchant 1’épigénétique, ont montré un
avantage de survie mais sont peu efficaces pour obtenir une rémission compléte, et pourraient avoir
leur place en traitement d’entretien (Estey, 2013). Des inhibiteurs spécifiques d’anomalies génétiques
sont en développement. Les inhibiteurs de FLT3 (sorafenib, quizartinib, crénolanib, etc...) permettent
d’obtenir une rémission complete chez environ 50% des patients FLT3-ITD, mais avec un taux de
rechute important et 1’apparition de mutations de résistance (Estey, 2013). Les inhibiteurs d’IDH1 et
IDH2 sont actuellement en cours d’études cliniques, avec des résultats trés prometteurs. 1S permettent
I’obtention de rémission compléte chez des patients en échec et induisent une différenciation des
cellules leucémiques. Plus récemment, les progres en thérapie cellulaire ont permis de mettre au point
des immunothérapies anti-cancéreuses. Les « CARs », pour « chimeric antigen receptors», sont des
molécules permettant aux lymphocytes T du patient de reconnaitre spécifiqguement un marqueur
tumoral. Les CARs développés dans les traitements des LAM ciblent le CD33 ou le CD123, mais
présentent une toxicité hématologique freinant leur développement clinique pour le moment (Gill et
al., 2014; Mardiros et al., 2013).
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2. Meétabolisme et cancer

2.1. Reprogrammation métabolique des cancers

Les cellules cancéreuses possédent des caractéristiques uniques, définies par Hanahan et Weinberg
comme les «hallmarks of cancer »: résistance a I’apoptose, maintien d’une signalisation de
prolifération, échappement aux suppresseurs de croissance, réplication infinie, etc... (Hanahan et
Weinberg, 2011). Pour étre maintenues, ces propriétés biologiques doivent étre accompagnées d’une
adaptation du métabolisme de la cellule tumorale. Par exemple, la prolifération accrue des cellules
cancéreuses nécessite un doublement rapide de leur biomasse (protéines, lipides, acides nucléiques)
avant chaque division cellulaire. Ainsi, la reprogrammation du métabolisme pourrait constituer une

nouvelle caractéristique des cancers et une cible thérapeutique (Cairns et al., 2011).

2.1.1. L’effet Warburg

Dans les années 1920, Otto Warburg a observé que les cellules d’ascite d’Ehrlich consommaient plus
de glucose que des cellules normales, et qu’elles dégradaient celui-ci en lactate via la glycolyse, méme
en condition de normoxie (Warburg, 1956a). Ce phénomeéne, appelé depuis « effet Warburg », conduit
a la synthése d’ATP via la glycolyse aérobie plutét que via la phosphorylation oxydative
mitochondriale (Figure 2). Cette observation était paradoxale, puisque cette voie de production d’ATP
est moins efficace, conduisant & la formation de 2 moles d’ATP pour une molécule de glucose alors
que la phosphorylation oxydative en produit 36. L’hypotheése de Warburg était que les cellules
cancéreuses présentent un défaut irréversible de la respiration mitochondriale, conduisant a la
fermentation du glucose en lactate pour maintenir les besoins en énergie (Warburg, 1956b). Bien que
cette hypothése soit valable dans certaines tumeurs associées a des mutations d’enzymes
mitochondriales, elle a depuis été révisée, plusieurs équipes ayant montré une intégrité du

métabolisme oxydatif des cellules cancéreuses (Moreno-Sanchez et al., 2007).
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Figure 2. Schéma général des grandes voies métaboliques. La cellule cancéreuse capte le glucose
extracellulaire et le transforme en pyruvate puis en lactate lors de la glycolyse aérobie. Les
intermédiaires de la glycolyse sont utilisés dans des voies métaboliques alternes, la voie des pentoses
phosphates et la voie de la sérine, importantes pour la synthése des acides nucléiques et 1’équilibre
redox. La dégradation du pyruvate en lactate est favorisée et celui-ci n’est plus disponible pour le
cycle tricarboxylique (TCA). La cellule utilise la glutamine pour maintenir le cycle TCA actif, via la
glutaminolyse. Les produits du cycle TCA, et notamment le citrate, conduisent & la synthése des
lipides.

De plus, la production d’ATP par le flux glycolytique pourrait en fait dépasser celle de la
phosphorylation oxydative, puisqu’elle est plus rapide, dépend d’un précurseur abondant et
disponible et qu’elle a lieu dans le cytoplasme, espace bien plus important que la mitochondrie. Ce
switch métabolique apparait donc comme une adaptation de la cellule pour maintenir des taux élevés
de croissance et de prolifération. Les différents oncogenes et les voies de signalisation identifiés dans
les cancers participent a cette adaptation, en modulant I’expression de protéines impliquées dans les

voies métaboliques.
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2.1.2. Laglycolyse
a) Régulation du flux glycolytique dans les cancers

La glycolyse est une succession de réactions enzymatiques conduisant a la dégradation du glucose en
pyruvate (Figure 3). Dans les cellules non tumorales, en présence d’oxygéne, le pyruvate entre dans la
mitochondrie pour étre transformé de facon irréversible en acétyl-CoA, intermédiaire du cycle
tricarboxylique (TCA), alors qu’en hypoxie (< 2% d’02), il est dégradé en lactate (fermentation
lactique). La glycolyse décrite par Warburg correspond a I’utilisation de la voie de la fermentation
(effet Pasteur), méme en présence d’oxygene. En plus de la production d’ATP, la glycolyse produit de
nombreux intermédiaires pour les voies de biosynthése: le glucose-6-phosphate (G6P) pour la voie des
pentoses phosphates ; le 3-phosphoglycerate pour la voie de biosynthése de la sérine (DeBerardinis et
al., 2008).

Cette utilisation anabolique du glucose est favorisée par une captation et une glycolyse accrues,
pouvant étre régulées par de nombreux oncogénes. L’entrée du glucose dans la cellule est réalisée par
des transporteurs appelés GLUT (glucose transporter) ; leur expression est augmentée par 1’oncogéne
C-MYC (Osthus et al., 2000), par la kinase AKT (v-akt murine thymoma viral oncogene) (Elstrom et
al., 2004) ou par le facteur de transcription HIFla (hypoxia inducible factor) (Macheda et al., 2005).
Leur expression est inhibée en aval de p53, soit de facon directe (GLUT 1 et 4) (Schwartzenberg-Bar-
Yoseph et al., 2004), soit par inhibition de la voie NF-xB (GLUT3) (Kawauchi et al., 2008). Les
mémes oncogénes participent a 1’augmentation de la glycolyse en régulant I’expression de ces
différentes enzymes : I’hexokinase 2 (HK2) par C-MYC (Kim et al., 2007), HIFla (Gordan et al.,
2007) et p53 (Mathupala et al., 1997) ; la phospho-fructokinase 2 (PFK2) par HIF1a (Obach et al.,
2004) ; la lactate déshydrogénase A (LDHA) par C-MYC (Shim et al., 1997) ou HIF1a (Firth et al.,
1995). La kinase AKT phosphoryle et active les enzymes HK2 et PFK2 (Majewski et al., 2004; Robey
et Hay, 2009).

En plus d’une captation accrue, il existe un ralentissement du flux glycolytique au niveau de la
derniére étape, la formation du pyruvate, permettant 1’accumulation des précurseurs en amont. Ce
blocage est réalis¢ par la réexpression, dans les cellules cancéreuses, d’une forme embryonnaire moins
efficace de I’enzyme pyruvate kinase (PK), appelée PKM2. Cette activité enzymatique réduite
participe a I’oncogenése, puisque 1’inhibition spécifique de PKM2 par un KO conditionnel dans un
modele de cancer du sein montre que les cellules non prolifératives ont réexprimé 1’isoforme non
tumorale et plus active PKML1, alors que les cellules proliférant le plus ont une activité pyruvate kinase
faible (Israelsen et al., 2013). La PKM2 peut étre phosphorylée en aval des récepteurs a activité
tyrosine kinase, comme le fibroblast growth factor receptor (FGFR), ce qui diminue son activité
(Christofk et al., 2008). Elle est également régulée transcriptionnellement, soit en aval de mTORC1

(mammalian target of rapamycin complexe 1) soit par HIFlo (Sun et al., 2011), soit en aval de C-

29



MYC par les heterogeneous nuclear ribonucleoproteines (hnRNPS) qui permettent son épissage
préférentiel par rapport a PKM1 (David et al., 2010).

Au total, I’entrée et la premiére étape de la glycolyse sont augmentées, alors que la derniére étape est
diminuée, ce qui a pour conséquence une accumulation des différents métabolites utilisés dans les

voies anaboliques couplées a la glycolyse.
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Figure 3. Régulation de la glycolyse dans les cancers. Le glucose entre dans la cellule par le
transporteur GLUT puis est utilisé rapidement par 1’hexokinase 2 (HK2) pour former du glucose-6-
phosphate, premiere étape de la glycolyse, qui conduit a la formation du lactate, excrété par le
transporteur MCT. Les différentes enzymes impliquées dans la glycolyse sont régulées par différents
oncogenes (en rouge) afin de promouvoir I’effet Warburg. La dégradation du pyruvate mitochondrial
est inhibée par HIFla et le cycle TCA est maintenu actif par I’utilisation de la glutamine. PFK :
phospho-fructokinase ; PKM2 : pyruvate kinase 2 ; PDH : pyruvate déshydrogénase ; PDK : pyruvate
déshydrogénase kinase ; RTK : récepteurs a activité tyrosine kinase.

b) La voie des pentoses phosphates

La voie des pentoses phosphates est une branche de la glycolyse, indépendante du taux d’oxygene,
initiée au niveau du premier intermédiaire de la glycolyse, le glucose-6-phosphate (Figure 4). Elle
remplit 3 rbles cellulaires principaux, importants notamment pour les cellules proliférant rapidement :
- la production de NADPH a partir du NADP+. Le NADH est un cofacteur essentiel a la
glutathion réductase, qui permet le maintien de 1’état redox de la cellule et la lutte contre le stress
oxydatif. Il participe également & la synthese des acides gras et du cholestérol.

- la formation de ribose-5-phosphate, précurseur des acides nucléiques.
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- la formation de 1’érythrose-4-phosphate, précurseur des acides aminés aromatiques.

Le facteur de transcription p53 est un modulateur important de la voie des pentoses phosphates. En
plus d’augmenter la synthése de G6P par ’HK2, il inhibe la PFK1 via la protéine TIGAR (TP53
induced glycolsis and apoptosis regulator) (Bensaad et al., 2006) et augmente 1’activité de la G6PDH
(glucose-6-phosphate déshydrogénase), soit directement (jiang nat cell biol 2011), soit par
I’intermédiaire des protéines ATM (ataxia telangiectasia mutated) et hsp70 (heat shock protein 70)
(Cosentino et al., 2011; Jiang et al., 2011). Cependant, les personnes présentant une mutation de la
G6PDH ne semblent pas protégées contre les cancers ou hémopathies malignes (Cocco et al., 1998;
Ferraris et al., 1988).
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Figure 4. Voie des pentoses phosphates. La glycolyse peut étre déviée au niveau de sa premiére
étape par le shunt des pentoses phosphates. GEBPDH : glucose-6-phosphate déshydrogénase, 6PGDH :
6-phosphogluconate déshydrogénase, NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, AG :
acides gras

¢) Lavoie de biosynthése de la sérine

Une autre branche issue de la glycolyse impliquée dans les cancers est la formation de sérine a partir
du 3-phosphoglycérate. La sérine participe a la synthése de phosphatidylsérine, de cystéine et de
glycine. La glycine a un rdle fondamental dans la synthése des bases puriques, via le métabolisme des
folates, ainsi que dans la synthese de glutathion (Amelio et al., 2014). La voie de biosynthese de la
sérine se déroule en 3 étapes, faisant intervenir 3 enzymes : la 3-phosphoglycérate déshydrogénase
(PHGDH), la phosphosérine aminotransférase 1 (PSAT1) et la phosphosérine phosphatase (PSPH). En
utilisant un screening d’interférence ARN de 133 enzymes du métabolisme in vivo dans le cancer du
sein, Possemato et al. ont identifié la PHGDH comme étant une enzyme clé : sa suppression inhibe la
prolifération en diminuant d’anaplérose glutaminique du cycle TCA via ’alpha-cétoglutarate (aKG)
(Possemato et al., 2011). En effet, I’activation de cette voie permet a I’enzyme PSAT1 de transformer
le glutamate en aKG, intermédiaire du cycle TCA. Une étude métabolomique utilisant un marquage

isotopique du glucose a montré I’augmentation de cette voie dans différentes lignées cancéreuses
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(Locasale et al., 2011). Cette enzyme est aussi retrouvée surexprimée dans un certain nombre de

meélanomes et cancers du sein (Locasale, 2013).
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Figure 5. Voie de biosynthése de la sérine. La synthese de la sérine intégre des métabolites de la
glycolyse et de la glutaminolyse, et permet de générer de 1’alpha-cétoglutarate, des acides aminés non
essentiels et participe a la synthése des bases purigues et du glutathion. PHGDH : 3-phosphoglycérate
déshydrogénase ; PSAT1 : phosphosérine aminotransférase 1, PSPH : phosphosérine phosphatase.

d) La dégradation du pyruvate

Lors de la derniere étape de la glycolyse, le pyruvate est dégradé en lactate par 1’enzyme LDH,
utilisant le cofacteur NADH pour former du NAD+ (nicotinamide adénine dinucléotide). La NAD+
générée lors de cette réaction est un cofacteur important pour les premieres étapes de la glycolyse, la
synthése des bases pyrimidiques et participe a la réparation de I’ADN par la poly-ADP-ribose
polymérase (PARP) (Icard et al., 2014). L’expression de la LDHA est sous la dépendance de C-MYC
et HIF 1o (Firth et al., 1995; Shim et al., 1997). Le lactate sort ensuite de la cellule par un transporteur
(monocarboxylate transporter (MCT)) et permet I’acidification du milieu extracellulaire, favorisant
angiogenese et formation de métastases (Kato et al., 2013). L’expression des transporteurs MCT
(principalement MCT1 et MCT4) est retrouvée augmentée dans de nombreux cancers (Pinheiro et al.,
2010). MCT1 est inhibé par p53 (Boidot et al., 2012), alors que la transcription de MCT4 est activée
en condition d’hypoxie par HIF1a (Ullah et al., 2006).

La dégradation du pyruvate en lactate est favorisée par ’inhibition de la pyruvate déshydrogénase
(PDH) par la PDH kinase 1 (PDK1) dans de nombreux cancers, majorant la déconnexion
glycolyse/cycle TCA. En effet, deux équipes ont montré 1’activation de la PDK1 en aval de HIF1a afin
de promouvoir I’utilisation du pyruvate vers la glycolyse aérobie au détriment de la respiration

mitochondriale (Kim et al., 2006; Papandreou et al., 2006).
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2.1.3. Lecycle TCA

Le réle principal du cycle TCA dans les cellules en prolifération est de fournir des intermédiaires pour
la biosynthese des lipides, protéines et acides nucléiques. Ceci constitue une différence importante par
rapport aux cellules non prolifératives, qui utilisent les intermédiaires du cycle TCA principalement
pour générer de I’ATP via la chaine respiratoire mitochondriale. Ainsi dans les cellules cancéreuses,
on observe, en plus de la synthése d’ATP, un efflux continu des intermédiaires du cycle vers les voies
de biosynthése, phénoméne appelé cataplérose. Par exemple, le citrate est dévié du cycle pour la
synthése des lipides, 1’oxaloacétate et ’aKG pour la synthése protéique. Un cycle TCA tronqué est
donc nécessaire a la prolifération cellulaire (DeBerardinis et al., 2008). Pour maintenir un cycle actif,
la cellule doit compenser les pertes liées a la cataplérose, en utilisant des voies alternes pour
synthétiser les intermédiaires du cycle. La source principale d’anaplérose est le métabolisme des
acides aminés, et en particulier de la glutamine, lors de la glutaminolyse (développée dans la partie 3).
Une autre source possible d’anaplérose est la synthése directe d’oxaloacétate a partir du pyruvate, par
la pyruvate carboxylase (PC). L’activité enzymatique de la PC est augmentée dans des lymphocytes en
prolifération (Curi et al., 1988), mais est plut6t retrouvée diminuée dans les cancers (DeBerardinis et
al., 2008). Cependant, une étude réalisée dans un modéle de glioblastome montre son importance dans

le maintien du cycle TCA actif lorsque le métabolisme de la glutamine est inhibé (Cheng et al., 2011).

2.1.4. Métabolisme du citrate et lipogenése

Composant principal des membranes lipidiques, les acides gras sont essentiels pour maintenir la
prolifération rapide des cellules cancéreuses. De nombreuses études ont montré que, dans les cancers,
les acides gras utilisés provenaient surtout d’une synthése de novo, plutdét que de la dégradation de
lipides extracellulaires (Lin et al., 2013; Zaidi et al., 2012). Le métabolite clé de la lipogenése est le
citrate, produit soit par la citrate synthase a partir de 1’oxaloacétate (OAA) et 1’acétyl-CoA dans le
cycle TCA, soit, en cas de défaut mitochondrial ou d’hypoxie, a partir de 1’isocitrate provenant de la
glutaminolyse (Figure 6) (Metallo et al., 2012; Mullen et al., 2012; Wise et al., 2011).
Le citrate mitochondrial est exporté dans le cytoplasme et dégradé en OAA et Acétyl-CoA par I’ATP-
citrate lyase (ACLY) (lcard et al., 2012). L’ACLY a un role majeur en cancérogénése, puisque son
inhibition par interférence ARN ou par des inhibiteurs supprime la prolifération et induit la
différenciation de plusieurs lignées de cancers in vitro et in vivo (Hatzivassiliou et al., 2005). Elle est
retrouvée surexprimée dans de nombreux cancers (Zaidi et al., 2012). Elle est activée par
phosphorylation en aval de la voie PI3K (phosphatidyl-inositol 3-kinase )/AKT (Bauer et al., 2005).
L’acétyl-CoA produit permet ensuite la synthese des acides gras a partir du malonyl-CoA par la
protéine ACC (acétyl-CoA carboxylase), ou du cholestérol a partir de ’HMG-CoA (3-hydroxy-3-
méthylglutaryl-coenzyme A). L’association a 1’oncogéne RAS de 1’enzyme HMGCR
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(hydroxymethylglutaryl coenzyme A reductase) accelére la transformation de fibroblastes murins,
soulignant I’importance de cette voie en cancérogénése (Clendening et al., 2010). L’activité de
I’ACLY pourrait également avoir un réle dans I’expression des génes, I’acétyl-CoA produit étant
également utilisé pour I’acétylation des histones (Wellen et al., 2009).

Les genes des enzymes impliqués dans la biosynthése des lipides possédent des séquences régulatrices
specifiques, reconnues par des facteurs de transcription appelés SREBP, pour sterol regulatory
element-binding protein. Ces SREBPs sont activés par différents oncogénes, notamment mTORC1
(Diivel et al., 2010; Porstmann et al., 2005) ou la protéine p53 mutée (Freed-Pastor et al., 2012).
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Figure 6. Métabolisme du citrate. Le citrate produit dans la mitochondrie par le cycle TCA ou dans
le cytosol a partir de la glutamine en cas de défaut mitochondrial ou d’hypoxie est dégradé en acétyl-
CoA par I’ATP-citrate lyase (ACLY); celui-ci est utilisé dans 3 voies métaboliques : la synthése du
cholestérol, celle des acides gras (AG) et I’acétylation des histones. OAA : oxaloacétate, CS : citrate
synthase, ACC : acétyl-CoA carboxylase, HMG-CoA : 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A,
IDH : isocitrate déshydrogénase.

2.1.5. Glutaminolyse

La glutaminolyse est la voie catabolique qui conduit a la dégradation de la glutamine en glutamate
puis en aKG, afin de maintenir le cycle TCA actif. Son fonctionnement et ses mécanismes de

régulation dans les cancers sont développés plus loin.
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2.2. Mutations de génes impliqués dans le métabolisme

En plus de participer a 1’oncogenese, certaines altérations métaboliques peuvent étre a I’origine du
processus de transformation. C’est le cas des cancers associés a des mutations d’enzymes
mitochondriales : la succinate déshydrogénase (SDH), la fumarate hydratase (FH) ou les isocitrates

déshydrogénases (IDH) (Figure 7).

2.2.1. Mutations de la succinate déshydrogénase

La SDH est un complexe enzymatique de la membrane interne mitochondriale, qui lie le cycle TCA a
la chaine respiratoire mitochondriale en oxydant le succinate en fumarate et en transférant 2 électrons
au coenzyme Q. Des mutations de la SDH sont retrouvées dans 10 a 70% des paragangliomes
sporadiques ou familiaux et dans certains cas de phéochromocytomes (Bardella et al., 2011). Elles
entrainent une augmentation du succinate cytosolique, qui inhibe les prolyl hydroxylases, ce qui
stabilise HIF 1a et active un métabolisme glycolytique. Le succinate accumulé peut par ailleurs inhiber
les dioxygénases dépendantes de 1I’aKG (Jumonji-C histone déméthylase (JHDM), TET2, etc), ce qui
entraine des dérégulations épigénétiques. Les cellules déficientes pour SDH présentent également une
augmentation de la production des espéces réactives de I’oxygene (ROS) et donc un stress oxydatif

(Wallace, 2012).
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Figure 7. Cycle TCA et chaine respiratoire : principales enzymes mutées dans les cancers.
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2.2.2. Mutations de la fumarate hydratase

Les mutations homozygotes du géne de la FH sont associées a des léiomyomes utérins et cutanés, ainsi
gu’a des formes agressives de cancers du rein (Picaud et al., 2011). La FH converti le fumarate en
malate, et sa mutation entraine une accumulation de fumarate et de succinate et induit une diminution
marquée de malate et de citrate. En plus de ’effet sur HIFla 1i¢ a I’augmentation du succinate,
I’accumulation de fumarate peut activer la voie de réponse au stress oxydant régulée par NRF2, en

inactivant son régulateur KEAP1 (kelch-like ECH-associated protein 1) (Wallace, 2012).

2.2.3. Mutations des isocitrates déshydrogénases

Les cellules eucaryotes expriment 3 isoformes différentes de la protéine IDH : la forme IDH1 est
cytosolique alors que les formes IDH2 et 3 sont mitochondriales. Les protéines IDH1 et 2 catalysent la
décarboxylation oxydative réversible de I’isocitrate en aKG en utilisant le NADP+ comme co-substrat
alors qu’IDH3 utilise le NAD+ lors d’une réaction irréversible. L’aKG produit par IDH1 dans le
cytosol est nécessaire au fonctionnement de nombreuses dioxygénases, notamment JMDH et TET2,
impliquées dans les processus de méthylation des histones et de ’ADN. Le NADPH est important
dans le maintien de 1’équilibre d’oxydo-réduction via le glutathion et est un cofacteur important de la
synthése des lipides a partir du citrate. L’aKG produit par IDH3 assure le fonctionnement du cycle
TCA et de la chaine respiratoire, alors qu’IDH2 apparait plutét comme un modulateur, permettant
d’adapter cette réaction en fonction des conditions énergétiques (DeBerardinis et al., 2008). Par
exemple, la réaction inverse, ¢’est-a-dire la carboxylation réductive de I’aKG en isocitrate par IDH2

est favorisée en condition d’hypoxie, et assure la synthése lipidique (Metallo et al., 2012).
a) Mutations IDH et cancers

Depuis quelques années, des mutations hétérozygotes des isoformes 1 et 2 ont été décrites dans
plusieurs types de cancers, alors qu’aucune mutation d’IDH3 n’a été retrouvée. La premi¢re mutation
décrite d’IDH1 est la mutation d’une arginine en position 132, découverte lors du séquencage d’une
cohorte de patients atteints de glioblastomes multiformes (Parsons et al., 2008). Des études ultérieures
ont établi que la mutation d’IDH1 en R132 représentait 70% des gliomes de 1’adulte de grade II et II1
et 80% des glioblastomes. Lorsque ces mutations sont absentes, beaucoup de patients présentent une
mutation d’IDH2 sur le codon analogue R172. Les mutations d’IDH1/2 représentent donc au total
presque 90% des cas dans ces tumeurs (Losman et Kaelin, 2013).
L’identification des mutations d’IDH dans les hémopathies a été faite lors du séquencgage de 187
LAM, retrouvant la mutation IDH1 en R132 dans 15 cas, dont 16% de LAM a caryotype normal
(Mardis et al., 2009). Selon les études, les mutations d’IDH1 ou 2 sont retrouvées en fréquence égale
et en moyenne dans 10 a 20% des LAM (Im et al., 2014). Une mutation d’IDH2 différente de celle
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retrouvée dans les gliomes existe dans les hémopathies myéloides, la mutation de 1’arginine 140. Cette
mutation est plus fréquente que la mutation en R172. Les mutations d’IDH sont aussi présentes dans
les syndromes myéloprolifératifs et myélodysplasiques, mais pourraient étre associées a la progression
d’un clone leucémique (Tefferi et al., 2010). Par ailleurs, les lymphomes angio-immunoblastiques
présentent dans 10 a 40% des cas des mutations d’IDH (IDH2 uniquement) (Cairns et al., 2012).
Cinquante pour cent des chondrosarcomes et 20% des cholangiocarcinomes présentent des mutations
d’IDH1 (Losman et Kaelin, 2013).

b) Mutants IDH et oncogenése

Plusieurs équipes ont étudi¢ le role de ces mutations dans 1’oncogenese, in vitro et in vivo.
L’expression des protéines mutées IDH1 ou 2 augmente la prolifération des astrocytes et de la lignée
érythroleucémique TF-1 (Koivunen et al., 2012; Losman et al., 2013), et leur confére une
indépendance aux facteurs de croissance (Losman et al., 2013). Elle bloque la différenciation dans
plusieurs modeles : la différenciation en réponse a 1’érythropoiétine (EPO) de la lignée TF-1 (Losman
et al., 2013), la différenciation myéloide des cellules de moelle osseuse murine (Figueroa et al., 2010;
Patel et al., 2012) ou la différenciation adipocytaire (Lu et al., 2012).

Les mutations d’IDH]1 et 2 sont situées dans les sites actifs et conduisent a la formation d’une protéine
IDH ayant plus d’affinité pour le NADPH et moins pour I’isocitrate. Cette néo-enzyme catalyse une
réaction nouvelle : la formation de (R)-2HG ((R)-2-hydroxyglutarate) a partir du NADPH et de ’aKG
(Dang et al., 2009; Ward et al., 2010). Cette molécule est qualifiée d” « oncométabolite », puisqu’elle
reproduit a elle seule les effets retrouvés sur la prolifération et la différenciation cellulaire (Losman et
al., 2013; Lu et al., 2012). Le (R)-2HG est retrouvé dans le sang et les urines des patients atteints de
LAM et de tumeurs neurologiques IDH mutées en quantités augmentées (Choi et al., 2012; Gross et
al., 2010). Malgré ces effets oncogéniques in vitro, la présence de la protéine IDH mutante n’est pas
suffisante a la transformation in vivo. La méme équipe a mis au point un modéle murin de knockin
conditionnel d’IDH1 R132H dans le cerveau ou le systéme hématopoiétique. L’expression d’IDHI
R132H dans le cerveau entraine une mort périnatale par hémorragie cérébrale, sans développement de
tumeur (Sasaki et al., 2012). Celui réalis¢ dans le systéme hématopoiétique n’engendre pas de
leucémie mais les souris présentent un enrichissement de la moelle en cellules progénitrices
immatures, associé a une anémie et une splénomégalie par érythropoiése extra-médullaire (Sasaki et
al., 2012). L’expression d’IDH2 R140 produit a peu prés le méme phénotype, mais sans impact sur les
cellules progénitrices (Kats et al., 2014). Ainsi, les mutations d’IDH seules ne semblent pas suffisantes
a la leucémogénese, mais nécessitent la coopération d’autres éveénements mutationnels. La co-
expression de FLT3-1TD et IDH2 R140 conduit a la formation rapide de leucémie chez la souris (Kats
etal., 2014).
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C) Mécanismes d’action des mutants d’IDH

Plusieurs hypothéses expliquant les mécanismes d’action des mutants d’IDH ont été proposées, et

participent, seules ou en interaction, a I’oncogenese.
i. Les altérations épigénétiques

L’effet le plus étudié des mutations d’IDH 1/2 est ’effet compétitif du (R)-2HG sur les enzymes
dioxygénases dépendantes de 1’aKG qui participent aux modifications épigénétiques. En effet, les
cellules des gliomes ou des LAM IDH mutées présentent un profil particulier d’hyperméthylation de
I’ADN (Figueroa et al., 2010; Turcan et al., 2012). L’implication de deux dioxygénases a été étudiée
dans I’oncogenése liée a la mutation d’IDH :

- TETZ2, qui est une enzyme qui hydroxyle les 5-méthylcytosines, participant a la déméthylation
de ’ADN. Son activité catalytique est inhibée par le (R)-2HG (Koivunen et al., 2012; Xu et
al., 2011) et le KO de TET2 dans la lignée TF-1 récapitule les effets de la mutation R132H ou
du (R)-2HG (Losman et al., 2013). De fagcon importante, les mutations des IDH et de TET2
sont mutuellement exclusives dans les LAM et les profils de méthylation des LAM pour ces
deux types de mutations sont proches (Figueroa et al., 2010).

- JHDM : cette famille d’histones déméthylases regroupe plus de 30 protéines régulant
I’épigénétique. L’addition de (R)-2HG augmente les marques de méthylation des histones, et
peut inhiber I’activité de plusieurs JHMD, notamment KMD4 (Lu et al., 2012). Lorsque le
mutant IDH1 R132H est exprimé par «knockin » conditionnel dans le compartiment
my¢éloide, les cellules présentent un profil d’hyperméthylation des histones (Sasaki et al.,
2012).

ii. L’effet sur HIF1a et les prolyl hydroxylases

Une autre famille de dioxygénases dépendantes de I’aKG est au contraire activée par le (R)-2HG, les
EgIN prolyl-4-hydroxylases. Elles inhibent la protéine HIFla en 1’hydroxylant, permettant sa
reconnaissance par la protéine von Hippel-Lindau E3 ubiquitin ligase (VHL) et sa dégradation vers le
protéasome. Ainsi, les mutations d’IDH pourraient altérer la réponse a 1’hypoxie médiée par HIF1a.
L’inhibition de EgIN1 peut reverser le phénotype des cellules TF-1 mutées pour IDH1 (Losman et al.,
2013).

iii. Autres hypotheses

Une étude métabolomique réalisée dans des cellules d’oligodendrogliome mutées IDH1/2 montre des
altérations meétaboliques, notamment une diminution des intermédiaires du cycle TCA, du
métabolisme de la choline et du glutathion (Reitman et al., 2011). Les mutations d’IDH pourraient

ainsi illustrer la cancérogénése selon Warburg, avec une altération du métabolisme mitochondrial
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comme événement primitif. Par ailleurs, en plus de I’effet sur le glutathion, la réaction médiée par les
protéines IDH mutées utilise le NADPH, ce qui pourrait le rendre moins disponible pour la cellule
dans son role d’antioxydant. Cependant le ratio NADP+/NADPH dans la moelle des souris
« knockin » pour IDH1 R132H n’a pas été retrouvé modifié (Sasaki et al., 2012).

2.24. SIRT6

En dehors de ces mutations, un lien direct entre altération du métabolisme et transformation
oncogénique a été mis en évidence par 1’étude de I’histone déacétylase SIRT6, qui appartient a la
famille des sirtuines. Le KO du gene SIRT6 dans des cellules MEF (mouse embryonic fibroblast)
augmente leur prolifération et induit la formation de tumeur lorsqu’elles sont transplantées dans des
souris SCID (Sebastian et al., 2012). Ces cellules présentent un métabolisme glycolytique augmenté et
I’inhibition de PDK1, qui détourne le pyruvate de la glycolyse vers le cycle TCA, inhibe la prise des
tumeurs. SIRT6 apparait comme un co-répresseur transcriptionnel de C-MYC et de HIF 1o, puisque la
perte de SIRT6 entraine la réactivation de I’expression de génes contrdlés par ces 2 facteurs,

notamment les génes d’enzymes de la glycolyse, de la glutaminolyse et des protéines ribosomiques.

2.3. Ciblage du métabolisme des cancers

L’intérét accru pour I’étude du métabolisme des cancers a conduit au développement de nombreux
inhibiteurs ciblant les différentes altérations métaboliques identifiées. Ces médicaments sont
actuellement en cours d’études précliniques et/ou cliniques, avec pour certains des résultats

egncourageants.

2.3.1. Ciblage du métabolisme du glucose
a) Premiéres étapes du métabolisme du glucose

Le composé ayant le développement clinique le plus avancé est le 2DG (2-déoxyglucose-phosphate),
molécule analogue du glucose. Apres captation par la cellule via les GLUTSs, il est phosphorylé par
I’HK a la place du glucose. Le 2DG-6-P formé inhibe les GLUTs, I’HK et la PGI (phosphoglucose
isomérase, enzyme qui transforme le G-6-P en F-6-P)), blogue la voie des pentoses phosphates a sa
premiére réaction, et inhibe également la N-glycosylation des protéines, ce qui active le stress du
réticulum endoplasmique par I’accumulation de protéines malformées et modifie I’expression de
récepteurs a la surface cellulaire (Zhang et al., 2014). Le 2-DG apparait donc comme un bon outil pour

cibler le métabolisme glycolytique puisqu’il inhibe la glycolyse sur plusieurs niveaux. Il est bien toléré
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seul ou associé a la chimiothérapie ou la radiothérapie, mais les quelques essais cliniques de phase I/11
réalisés a ce jour n’ont pas retrouvé un effet antitumoral important (Raez et al., 2013; Singh et al.,
2005; Stein et al., 2010).

Des inhibiteurs de I’HK, le 3-bromopyruvate, le methyl jasmonate ou la lonidamide, ont été testés en
phase précliniques ou cliniques, mais leur utilisation pour cibler la glycolyse est limitée par leur
manque de spécificité (Galluzzi et al., 2013). Le 3PO, un inhibiteur de la 6-phosphofructo-2-kinase
(PFKFB3), enzyme activatrice de la PFK, a un effet anti-tumoral in vitro et in vivo dans plusieurs
modeéles de cancers, et est actuellement en essai de phase | (Clem et al., 2013). Enfin, des inhibiteurs
de GLUTI1 ont été testés uniquement en études précliniques chez 1’animal: le STF-31 inhibe la
croissance du cancer du rein (Chan et al., 2011) et le WZB117 celle du cancer pulmonaire (Liu et al.,
2012b).

b) Meétabolisme du pyruvate

Une étape clé dans la reprogrammation métabolique est ’utilisation du pyruvate pour la synthése du
lactate plutot que par la mitochondrie. Deux enzymes majeures régulent cette réaction et constituent
des cibles intéressantes dans les cancers, les protéines PKM2 et PDK1. Deux fagons différentes de
moduler PKM2 sont a I’étude, ’activation ou I’inhibition. Plusieurs molécules activatrices existent,
qui permettent de stabiliser PKM2 sous forme de tétraméres actifs, non phosphorylables par les
tyrosines kinases. Ces activateurs inhibent la formation de lactate, les voies de biosyntheses en amont
de PKM2 et ont un effet antiprolifératif in vivo et permettent de reprogrammer la cellule vers une
oxydation du glucose (Anastasiou et al., 2012; Walsh et al., 2010). Plusieurs molécules inhibitrices
sont en cours d’identification mais aucune n’a pour le moment été testée en études précliniques
(Vander Heiden et al., 2010).

Le dichloroacétate (DCA) inhibe PDK1 et est utilisé en clinique dans les acidoses lactiques
héréditaires. Il induit ’apoptose de plusieurs lignées cancéreuses (poumon, sein, glioblastome) et
inhibe la pousse tumorale dans un modele de xénotransplantation de cellules de cancer pulmonaire
(Bonnet et al., 2007). Ces résultats ont conduit la méme équipe a réaliser une étude de phase I/l dans
les cancers du sein et du poumon, arrétée précocement en raison d’une toxicité imputable au DCA.

(Garon et al., 2014).
c) Meétabolisme du lactate

La derniére étape de la glycolyse, ¢’est-a-dire la formation et I’efflux du lactate, est également étudiée
comme cible pharmacologique. L’inhibition de LDHA par une molécule spécifique inhibe la
croissance des tumeurs dépendantes de KRAS et de ’EGFR (Xie et al., 2014a). L’AZD3965, un
inhibiteur du transporteur MCT1, retarde la croissance tumorale chez la souris et est actuellement en

étude de phase | dans les cancers solides (Sonveaux et al., 2008).
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2.3.2. Ciblage du métabolisme lipidique

Le ciblage de la synthese lipidique est également une approche séduisante pour le traitement des
cancers. Plusieurs inhibiteurs de la FASN (fatty acid synthase) ont été testés in vitro et in vivo :
’orlistat inhibe la croissance tumorale dans des modeles de xénotransplantation de cancers solides et
augmente la chimiosensibilité au cisplatine des lymphomes T (Agostini et al., 2014; Kant et al.,
2014) ; la cerulenin inhibe la formation de métastases de cancer pulmonaire chez la souris (Murata et
al., 2010) et le TVB2640 est un inhibiteur de la FASN actuellement en cours d’essai de phase I
L’inhibition de ’ACLY est aussi a 1’é¢tude, puisque son invalidation par shARN inhibe la pousse
tumorale et induit la différenciation glandulaire des cancers pulmonaires xénotransplantés ; elle induit
par ailleurs la différenciation érythroide de la lignée K562 in vitro (Hatzivassiliou et al., 2005; Migita
et al., 2008). Le SB-204990, inhibiteur spécifique, a été testé chez la souris et reproduit ces effets dans
un modele de cancer du poumon (Hatzivassiliou et al., 2005).

2.3.3. Ciblage de la glutaminolyse

Plusieurs inhibiteurs de la glutaminolyse sont actuellement développés en études précliniques et
cliniques. Leurs caractéristiques et effets sont détaillés plus loin (partie 3).

2.3.4. Les inhibiteurs spécifiques d’IDH1/2

La découverte des mutations d’IDH1 et IDH2 dans les LAM et les tumeurs gliales a été rapidement
suivie de I’identification, par screening haut débit, d’inhibiteurs spécifiques des enzymes mutés. Deux
molécules sont actuellement en cours d’essai de phase I/Il dans les hémopathies myéloides (LAM et
syndromes myélodysplasiques) et les tumeurs solides mutées pour IDH1 ou 2. L’ AGI-6780, inhibiteur
d’IDH2 R140Q, diminue la production de (R)-2HG et induit la différenciation de la lignée
érythroleucémique TF-1 et de cellules primaires de LAM in vitro (Wang et al., 2013a). L’AGI-5198
est un inhibiteur d’IDH1 R132H testé initialement dans les tumeurs gliales (Rohle et al., 2013). A
faible doses, il inhibe la production de (R)-2HG et la croissance tumorale in vivo. Utilisé a forte dose,
il inhibe la méthylation des histones en H3K9 et induit I’expression de génes de différenciation.
D’autres inhibiteurs d’IDH1 sont en cours de développement préclinique. Le ML-309 est un inhibiteur
d’IDH1 R132H qui bloque la synthése de (R)-2HG de fagon réversible mais présente peu d’effets
cytotoxiques dans les tumeurs gliales (Davis et al., 2014). L’HMS-101 inhibe la formation de colonies
de progéniteurs leucémiques dans les LAM mutées pour IDH1 R132, mais n’a pas d’effet sur les

cellules normales CD34+ (Chaturvedi et al., 2013).
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3.1. Glutamine et cancerMétabolisme de la glutamine

3.1.1. Schéma général

Avec le glucose, la glutamine est le deuxiéme substrat majeur du métabolisme des cancers, puisqu’elle
permet de satisfaire les besoins en énergie et en macromolécules. Elle est ’acide aminé (AA) non
essentiel le plus abondant de 1’organisme et le plus consommé par les cellules tumorales (Daye et
Wellen, 2012). La glutamine sérique transporte 1’azote sous forme non toxique entre les tissus. L’azote
est utilisé pour la synthése des nucléotides, des hexosamines et d’autres AA, alors que la chaine
carbonée est métabolisée pour former le glutamate, lui-méme précurseur du glutathion et des
intermédiaires du cycle TCA (Figure 8).
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Figure 8. Schéma général du métabolisme de la glutamine. La glutamine (gIn) entre dans la cellule
par le transporteur SLC1AD5, puis est soit échangée par le transporteur SLC7A5/3A2 pour permettre
I’entrée de leucine, soit dégradée pour permettre la synthése d’AA non essentiels. La glutaminase
(GA) hydrolyse la gln en glutamate et le groupement azote en y est alors utilisé pour la synthese
nucléotidique et celle des hexosamines. L’azote en a est utilisé soit a partir de la gln, soit a partir du
glutamate pour la synthése d’AA non essentiel via une réaction de transamination par des enzymes
appelées aminotransférases. Le squelette carboné du glutamate participe a la synthése du glutathion
pour maintenir 1’équilibre redox ou est a nouveau hydrolysé en o par la glutamate déshydrogénase
(GDH) pour former I’a-cétoglutarate (aKG), intermédiaire du cycle TCA.

Dans les cancers, la glycolyse aérobie détourne le glucose du cycle TCA, et la glutamine devient alors
indispensable pour maintenir la production d’ATP et de lipides nécessaires a la croissance. Dans

plusieurs types cellulaires, notamment le foie et les muscles, la glutamine peut étre synthétisée a partir
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du glutamate par la glutamine synthétase (GS). Cette enzyme est présente de facon inconstante dans
les tissus normaux et aussi dans les cancers, et la glutamine est alors importée du milieu extracellulaire

par des transporteurs membranaires.

3.1.2. Transport de la glutamine

L’entrée de glutamine dans la cellule se fait de fagcon active et fait intervenir des transporteurs
spécifiques. Les AA neutres, comme la glutamine, peuvent étre transportés par 4 familles principales
de transporteurs : les systémes dépendants du Na* A, ASC et N et le systéme L, indépendant du Na".
Ces transporteurs sont classés selon leur distribution dans les différents tissus et leur affinité pour les
AA. Chez ’homme, plusieurs transporteurs de la glutamine ont été identifiés, le SLC1A5 (Solute
linked carrier family 1 member A5), le SLC7A5 et le SLC38A2 étant les principaux transporteurs
impliqués dans le métabolisme des cancers. En revanche, le transporteur mitochondrial de la glutamine

n’a pas encore été identifié.
a) Le transporteur SLC1A5

SLC1AD5, appelé aussi ASCT2 (pour alanine sérine cystéine transporteur 2), est un transporteur
appartenant a la famille SLC1, qui comprend aussi 5 transporteurs du glutamate et un autre
transporteur de la glutamine, le SLC1A4. Le géne SLC1Ab5, situé sur le chromosome 19, a été isolé en
1996 a partir de placenta humain (Kekuda et al., 1996). Il code pour une protéine de 541 AA,
présentant 9 domaines transmembranaires. Il est exprimé dans de nombreux tissus sains : rein, intestin,
cerveau, poumon, muscle, placenta et pancréas (Pochini et al., 2014). Dans la lignée d’hépatome
HepG2, la glutamine peut réguler 1’expression d’ASCT2 en activant un complexe transcriptionnel se
fixant sur sa région promotrice (Bungard et McGivan, 2005). Son expression est également régulée en
aval de plusieurs voies de signalisation : par I’EGF (epidermal growth factor) via les MAPK, par la
voie PI3K et par les Rho-GTPases dans les cellules intestinales (Avissar et al., 2008), et également par
I’insuline et I’IGF via PI3K, les kinases SGK et PKB/AKT dans un mod¢le d’ovocyte de xénope
(Palmada et al., 2005). La régulation de SLC1AS5 la plus clairement identifiée dans les cancers est celle
exercée par I’oncogene C-MYC. Wise et al. ont montré, dans un modéle de tumeurs gliales, que
I’expression du transporteur était inhibée lors de ’invalidation de C-MYC et que la protéine MYC
interagirait directement avec la région promotrice du géne SLC1A5 (Wise et al., 2008). Ces derniéres
années, une surexpression de ce transporteur a été retrouvée dans les cancers par plusieurs équipes, et
constitue souvent un marqueur de mauvais pronostic (colon (Witte et al., 2002) ; poumon (Hassanein
et al., 2013; Shimizu et al., 2014) ; mélanome (Wang et al., 2014a) ; langue (Toyoda et al., 2014)).
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b) Les autres transporteurs de la glutamine

Deux autres transporteurs de la glutamine sont retrouvés surexprimés dans les cancers par rapport aux
tissus normaux, le SLC7A5 et les SNATSs (Sodium-Coupled Neutral Amino Acid Transporter) (Fuchs
et Bode, 2005).

Le co-transporteur SLC7AS5 permet I’efflux de glutamine en échange d’un AA (principalement la
leucine, mais aussi le tryptophane, la phénylalanine, la thréonine ou I’histidine). Il s’agit d’une
protéine de 507 AA appartenant au systeme L, indépendant du Na+, et qui fonctionne en hétérodimére
avec la protéine SLC3A2 (appelée aussi 4F2c ou CD98). La protéine SLC7A5 est exprimé par presque
tous les tissus sains (Pochini et al., 2014) et par de nombreux cancers ou elle constitue le plus souvent
un marqueur de mauvais pronostic (myélome (Isoda et al., 2014), prostate (Kaira et al., 2012; Patel et
al., 2013; Segawa et al., 2013) ; foie (Li et al., 2013a) ; mesothéliome (Kaira et al., 2011) ; sein
(Furuya et al., 2012) ; canaux biliaires (Yanagisawa et al., 2014) ; pharynx (Toyoda et al., 2014)). En
revanche, sa régulation est encore peu connue.

Enfin, les transporteurs SNATs ou SLC38 regroupent plusieurs protéines qui appartiennent aux
systemes A et N (SNATL, 2, 3, 5 et 7). Leur implication dans les cancers est peu connue. SNAT1 est
présent dans les cancers gastriques (Xie et al., 2014b), hépatiques (Kondoh et al., 2007) et mammaires,
ou son expression est corrélée a un stade avanceé et a la phosphorylation de la kinase AKT (Wang et
al., 2013b). L’inhibition de SNAT2 dans la lignée de cancer du sein MCF7 a un effet antiprolifératif
(Pinilla et al., 2011) et SNAT3 est un marqueur de malignité des tumeurs gliales (Sidoryk et al., 2004).

3.1.3. Synthese de la glutamine : la glutamine synthétase

La glutamine synthétase (GS) est la seule enzyme permettant la formation de la glutamine. Elle est
présente et active dans tous les tissus sauf I’intestin et le rein, et est produite en plus grande quantité
par le foie, le muscle et les astrocytes. La GS est codée par le géne GLUL (glutamate amonia ligase)
situé en 1923 (Clancy et al., 1996). Elle est constituée de 8 sous-unités comportant chacune un site de
fixation pour le glutamate, I’ammonium et I’ATP. De rares cas de mutations congénitales de GLUL
inactivant 1’activit¢ de la GS ont été rapportés : les patients présentent des troubles neurologiques
séveres le plus souvent létaux (Haberle et al., 2005). Dans les tumeurs hépatiques, son expression est
régulée en aval de la voie Wnt/Bcaténine et en coopération avec I’oncogéne MET (Yuneva et al.,
2012). Les cancers du sein de type luminal, non sensibles a la privation en glutamine, expriment
fortement la GS (Kung et al., 2011). Enfin, la GS est un marqueur de bon pronostic dans le
glioblastome, puisque les patients présentant une expression forte de la GS ont une survie globale

prolongée (Rosati et al., 2013).
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3.2. Role de la glutamine dans la synthése protéique

La glutamine joue un rdle important dans la synthese protéique, et ceci a 2 niveaux : comme donneur
d’azote pour la synthése d’AA non essentiels (AANE), et comme activateur indirect de la traduction

viamTORCI1.
3.2.1. Syntheése des AANE

La glutamine, et surtout le glutamate, sont donneurs d’azote pour la synthése de plusicurs AANE :
I’alanine, I’aspartate, et la sérine (Figure 8). Cette réaction est catalysée par les transaminases (alanine
aminotransférase (ALAT) ; aspartate aminotransférase (ASAT), phosphosérine transaminase...), qui
utilisent le groupement azoté en a et le transférent aux cétoacides. La glutamine est également
cofacteur dans la synthése d’asparagine a partir d’aspartate par I’asparagine synthase. Au total, la
glutamine et le glutamate sont précurseurs de la synthése de presque tous les AANE (a I’exception de

la tyrosine) et ont donc un réle majeur dans les synthéses protéiques.

3.2.2. Reégulation du complexe mMTORCL1

La glutamine a été récemment décrite comme nécessaire a 1’activation du complexe mTORC1 par les
AA (NickKlin et al., 2009). Cette voie étant frequemment dérégulée dans les cancers et notamment dans
les LAM (Récher et al., 2005a; Tamburini et al., 2008), la glutamine pourrait avoir un role

oncogénique via mTORCL et la traduction.
a) Lecomplexe mTORCL1 : généralités

La protéine mTOR est une sérine/thréonine kinase de 280KDa appartenant a la famille des PI3K
related protein (PIKK). MTOR existe au sein de deux complexes multiprotéiques distincts, mMTORC1
et mMTORC2. MTORC1 comprend mTOR, regulatory associated protein of mTOR (raptor),
mammalian lethal with SEC13 protein 8 (mLST8), AKT/PKB substrate 40 kDa (PRAS40) et DEP
domain containing mTOR-interacting protéin (Deptor). Raptor est indispensable au fonctionnement de
la kinase puisqu’elle permet la formation du complexe mTORCI et le recrutement des substrats qui
vont étre phosphorylés par mTORC1. PRAS40 et Deptor ont des propriétés inhibitrices alors que
mLST8 ne semble pas indispensable au fonctionnement du complexe (Hara et al., 2002; Kim et al.,
2013a). Le complexe MTORC2 comporte les protéines Rictor (pour Raptor-independent companion of
mTOR), mSinl, mLST8, Protorl et Deptor et active entre autres la protéine kinase AKT qu’il

phosphoryle sur la tyrosine 308 et participe a la formation du cytosquelette d’actine.
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i. Régulation

MTORCL agit comme un intégrateur de différents sighaux cellulaires permettant ou non croissance et
prolifération : il est activé par les facteurs de croissance et les AA et inhibé par la baisse du niveau
d’énergie ou d’oxygene (Figure 9). Les mécanismes d’activation de mTORCI en aval des facteurs de
croissance sont bien caractérisés : I’activation du récepteur conduit a I’activation de la voie PI3K qui
phosphoryle la kinase AKT ; AKT phosphoryle et inhibe le complexe hétérodimérique tuberous
sclerosis complex protein 2 (TSC2)-TSC1 qui posseéde une activité GTPase pour Ras homolog
enriched in brain (Rheb), activateur direct de mTORC1. Au total, la voie PI3K-AKT permet
I’activation de mTORCI. La deuxiéme voie de modulation la plus décrite est I’inhibition de mTORCI1
par la baisse d’énergic. Lorsque le ratio AMP/ATP augmente, la sérine-thréonine kinase AMP-
activated protein kinase (AMPK) est activée et réegule négativement mTORCL1 en phosphorylant deux
substrats : TSC2 (activé par phosphorylation sur la serine 1345) et Raptor (sa phosphorylation entraine
sa liaison a la protéine 14-3-3) et induit la dissociation du complexe (Gwinn et al., 2008; Inoki et al.,
2003). Enfin, la troisieme voie d’activation la plus récemment décrite est celle en aval des AA,

détaillée plus loin.
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Figure 9. La voie mMTORCL1. La sérine thréonine kinase mTOR s’associe a Raptor, mLST8, PRAS40
et Deptor pour former le complexe mMTORC1. MTORCL est activé en aval de plusieurs signaux extra
et intracellulaires. La fixation de facteurs de croissance a leurs récepteurs active la voie PI3K/AKT,
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AKT inhibe I’hétérodimére TSC1/TSC2 lui-méme activateur de Rheb ce qui permet I’activation de
MTORCL. Un ratio AMP/ATP éleve active la kinase AMPK, qui inhibe mTORC1 soit directement par
phosphorylation de Raptor, soit via TSC2. Enfin, les AA sont indispensables a 1’activation de
MTORC1. MTORCL1 intégre ces signaux pour promouvoir la biosynthése : activation de la synthése
protéique via p70S6K1 en 4EBPI, activation de la synthese lipidique et inhibition de I’autophagie.
AA: acides aminés, mTOR : mammalian target of rapamycine, PI3K : phosphatidylinositol-3-kinase,
AKT: PKB, protein kinase B, TSC: tuberous sclerosis complex, Rheb: small G protein Ras homologue
enriched in brain, mLST8 : mammalian lethal with SEC13 protein 8, PRAS40 : proline-rich Akt
substrate of 40-kDa, Raptor: regulatory associated protein of mTOR, Deptor: DEP domain
containing mammalian target of rapamycin (mTOR)-interacting protein, AMPK: Adenosine
monophosphate-activated protein kinase, p70S6K1: p70 ribosomal S6 kinase 1, 4EBP1: eukaryotic
initiation factor 4E binding protein 1, ULK: unc51-like kinase 1, ATG: autophagy related gene

ii. Cibles et fonctions

MTORCL1 posséde de nombreux substrats impliqués dans la synthése protéique, la biosynthese des
lipides et des nucléotides et dans 1’autophagie. Ses principaux substrats directs sont les protéines p70
ribosomal S6 kinase 1 (p70S6K1) et eukaryotic initiation factor 4E binding protein 1 (4EBP1).
MTORCIL active la sérine-thréonine kinase p70S6K1 par phosphorylation sur la thréonine 389, qui
phosphoryle a son tour de nombreux substrats, parmi lesquels la protéine S6 ribosomale (rpS6),
composante de la sous-unité ribosomique 40s, indispensable a la traduction des protéines. P70S6K1
module également la synthése des bases pyrimidiques en régulant I’activité du complexe enzymatique
CAD (carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspartate transcarbamoylase, dihydroorotase) par
phosphorylation directe sur la serine 1859 (Robitaille et al., 2013; Ben-Sahra et al., 2013).

La deuxiéme protéine impliquée dans la traduction en aval de mTORC1 est 4EBP1, qui est un
répresseur traductionnel puisqu’elle inhibe le complexe d’initiation de la traduction en se fixant sur
I’eukaryotic initiation factor 4E (elF4E) a la place d’eIF4G. Une fois phosphorylée sur 3 sites (dans
I’ordre chronologique : Thr 37/46, Ser 65 puis T70), 4EBP1 se détache d’eIF4E ce qui permet la
traduction des ARNm munis d’une structure cap dans leur partie 5’ terminale (Gingras et al., 2001).
MTORCI1 est responsable du premier événement de phosphorylation, qui est lui-méme indispensable
aux 2 autres et a I’inhibition compléte de 4EBP1.

Deux autres substrats de mTORCL bien décrits sont unc51-like kinase 1 (ULK) et autophagy related
gene 13 (ATGI13), protéines impliquées dans I’autophagie. En les phosphorylant, mTORCI inhibe la
formation du complexe ULK-ATG13 indispensable a la premiére étape de 1’autophagie, la formation
du phagophore. MTORCL régule également plusieurs protéines impliquées dans le métabolisme
lipidique dont le facteur de transcription SREBP1), Lipin-1 (régulateur négatif de SREBP1) (Peterson
etal., 2011) et PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptor y) (Laplante and Sabatini, 2009).
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iii. Régulation de mTORCL1 en aval des AA

La premiére observation suggérant un lien entre la disponibilité en AA et mMTORC1 a été faite en 1995
sur des hépatocytes dans lesquels la privation en AA entrainait une déphosphorylation de p70S6K1
(Blommaart et al., 1995). Deux équipes ont ensuite confirmé cette observation, en montrant
I’activation de mTORC]1, de la p70S6K1 et I’initiation de la traduction par les AA, par un mécanisme
non connu mais inhibé par de fortes doses de rapamycin (Hara et al., 1998; Wang et al., 1998). Parmi
tous les AA, la privation en leucine et en arginine avaient le plus d’effet sur I’activité kinase de
p70S6K1 (Hara et al., 1998). Ce contr6le semble en partie indépendant de TSC2 puisque la privation
en AA inhibe mTORCL1 dans des cellules TSC2-/- (Smith et al., 2005), mais pas autant que dans des
cellules TSC2 +/+ (Gao et al., 2002).

En 2008, la découverte du r6le des protéines Rag a permis d’avancer dans les mécanismes de
régulation de mTORC1 (Figure 10). Les protéines Rag appartiennent a la famille des Rag GTPases qui
comprend 4 membres : RagA, RagB, RagC et RagD. Elles fonctionnent en hétérodiméres : RagA ou
RagB liant RagC ou RagD. Chez la drosophile, les protéines Gtrlp et Gtr2p sont les homologues de
RagA/B et RagC/D respectivement. Pour étre actifs, les dimeres doivent se présenter sous la forme
RagA/B-GTP et RagC/D-GDP (ou Gtrlp-GTP et Gtr2p-GDP). Deux équipes ont montré, chez
I’homme et la drosophile, que la présence de RagA/B sous forme activée liant le GTP était nécessaire
et suffisante a 1’activation de mTORCI par les AA (Kim et al., 2008b; Sancak et al., 2008). En effet,
mTORCI est inhibé méme en présence d’AA quand RagA ou RagB sont constitutivement inactifs
(donc liant GDP), et activé méme en absence d’AA quand RagA ou RagB sont constitutivement actifs
(donc liant GTP). En revanche, les mutants inactifs de RagC et RagD n’auraient pas d’effet drastique,
et pourraient agir comme co-stimulateurs, renfor¢ant 1’effet des RagA/B (Sancak et al., 2008). De plus,
les AA augmentent la forme RagA/B GTP par rapport a la forme GDP.

Les Rag n’activent pas directement mTORC]1 mais agissent sur sa localisation en interagissant avec la
protéine Raptor (Sancak et al., 2008). En présence d’AA et de protéines Rag actives, mTORCI,
initialement réparti de facon diffuse dans le cytoplasme, est relocalisé a la membrane du lysosome, ou
il peut interagir avec son activateur Rheb, qui y est présent de facon constitutive (Bar-Peled et al.,
2012). Au contraire, en condition de privation en AA, les RagA/B-GDP recrutent TSC2 au lysosome
pour inhiber Rheb et donc mTORC1 (Demetriades et al., 2014).

Entre 2010 et 2013, I’équipe de Sabatini a identifié plusieurs partenaires régulatant I’activité des
protéines Rags. Le premier est un complexe multiprotéique baptisé Ragulator, situé a la membrane du
lysosome au contact des Rag, indispensable a la régulation de mTOR par les AA (Bar-Peled et al.,
2012; Sancak et al., 2010). Le Ragulator comporte 5 protéines (p18, p14, MAPK scaffold protein 1
(MP1), C7orf59 et hepatitis B virus X interacting protein (HBXIP), codés par les génes LAMTOR 1 a
5 respectivement), identifiées par immunoprécipitation puis spectrométrie de masse a partir des

protéines Rag taguées. Ces protéines régulent 1’activation de mTORCI1 de 2 fagons : elles ont une
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activité GEF (guanine exchange factor) pour RagA/B-GDP et les maintiennent au lysosome proche de
mTORCI. En présence d’AA, le Ragulator active et libére les RagA/B-GTP qui permettent alors
I’activation de mTORCI1. En plus de ce complexe activateur, un autre complexe régulateur appelé
GATOR a été décrit en 2013 (Bar-Peled et al., 2013). GATOR est composé de 2 sous-unités,
GATOR1 (DEPDCS5, Nprl2, et Nprl3) et GATOR2 (Mios, WDR24, WDR59, SehlL, et Secl3);
GATOR?2 inhibe GATORL1 qui lui-méme inhibe mTORCI, puisqu’il a une activité GTPase pour
RagA/B. L’inhibition des composants de GATOR1 rend mTORCI1 actif malgré une privation en AA.

Enfin, la protéine Folliculine (FLCN) et son partenaire FNIP1 (folliculin interacting protein) ont été
identifié comme ayant une activité GAP pour RagC/D (Tsun et al., 2013). Contrairement a d’autres
¢tudes, la protéine RagC liée au GDP est dans ce modéle indispensable a 1’association mTORC1-Rag

et a I’activation de mTORCI1 a la suface du lysosome.
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Figure 10. Régulation de mTORC1 par les AA. En absence d’AA, le complexe mTORCI1 est
localisé de fagcon diffuse dans le cytoplasme, loin de son activateur Rheb. Les protéines Rag et le
ragulator sont inactifs : RagA/B lient le GDP alors que les Rag C/D lient le GTP, ce qui permet la
localisation de TSC2 au lysosome. La présence d’AA est pergue par le Ragulator via la v-ATPase, ce
qui active les Rag et permet le recrutement de mTORC1 au lysosome et son activation par Rheb. La
leucine est percue par la LRS qui active les Rag. La glutamine augmente 1’énergie intracellulaire en
aval du cycle TCA, ce qui active MTORCI via le complexe TTT/RUBL1/2 ou par I’aKG par un
mécanisme non connu. GIn : glutamine, Leu : leucine, aKG : alpha-cétoglutarate, TSC : tuberin
sclérosis complex, LRS : leucyl-tARN synthétase.
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La méthode de détection de la quantité d’AA disponibles pour activer ou non mTORCI reste encore
inconnue. Elle pourrait avoir lieu dans le lysosome, puisque une fraction purifiée de lysosome est
capable de recruter la protéine Raptor en présence d’AA (Zoncu et al., 2011). Par screening d’ARN
interférence de génes connus pour avoir un role dans les fonctions lysosomales, Zoncu et al. ont
identifié la vacuolar H+-adenosine triphosphatase (v-ATPase) comme étant indispensable a
I’activation de mTORCI] par les AA. La v-ATPase est une pompe a protons qui permet 1’acidification
de la lumiére lysosomale. Sa partie cytosolique V1 est responsable de 1’hydrolyse de I’ATP, qui
entraine la rotation du domaine membranaire VO et le transport de protons dans le lysosome. Son
inhibition spécifique par la concanavaline A ou par interférence ARN d’une de ses sous unités rend
impossible 1’activation de mTORCI par les AA. De plus, elle interagit directement avec le Ragulator
(pl4 et pl18), et cette interaction est diminuée en présence d’AA. Le flux d’AA lysosomal pourrait
également étre régulé par un autre type de transporteur, de la famille des proton-assisted amino-acid
transporters (PAT). PAT1 est un transporteur intracellulaire, décrit comme pouvant étre localisé a la
surface lysosomale, et dont I’inhibition par ARN interférence empéche 1’activation de mTORCI1 par
les AA (Heublein et al., 2010).

Enfin, un mécanisme différent et indépendant du lysosome a été proposé simultanément par deux
équipes, dans lequel le niveau de leucine est détecté via la leucyl-tARN synthétase (LRS), enzyme qui
charge la leucine sur son ARN de transfert (Bonfils et al., 2012; Han et al., 2012). Chez le mammifére,
une LRS fonctionnelle est indispensable a I’activation de mTORCI par les AA et agit comme GAP
pour RagD (Han et al., 2012). Chez la levure, le mécanisme est différent puisque la LRS hydrolyse
Gtrl, ’homologue de RagA/B (Bonfils et al., 2012).

iv. Régulation de mTORCL1 par la glutamine

Bien que n’activant pas directement mTORC1, le métabolisme de la glutamine a un réle majeur dans
sa régulation. L’entrée de glutamine dans la cellule par le transporteur SLC1AS5 permet ensuite 1’entrée
de la leucine par le transporteur bidirectionnel SLC7A5/SLC3A2. La leucine étant indispensable a
I’activation de mTORCI par la voie des AA, I’absence de glutamine ou I’inhibition des transporteurs
inactive mTORC] et induit 1’autophagie (Nicklin et al., 2009). Ce mécanisme d’activation semble
indépendant de la glutaminolyse, puisque la présence de glutamate ou d’aKG ne permet pas dans ce
modele d’activer mTORCI par les AA, contrairement a la glutamine. Cependant, deux équipes ont
retrouvé une connexion directe entre mTORC1 et glutaminolyse, en aval de la glutamine et
indépendamment de la leucine. Duran et al. ont montré que I’inhibition des enzymes glutaminase (GA)
ou glutamate déshydrogénase (GDH) diminuait la charge en GTP de RagB, conduisant a la
délocalisation de mTORC1 du lysosome (Duran et al., 2012). Dans cette étude, la leucine était
nécessaire a ’activation mTORCI1 en tant que régulateur allostérique de la GDH, et I’aKG seul
pouvait activer mTORCI. Dans I’autre mode¢le proposé par Kim et al., I’ATP fourni par le cycle TCA

en aval de la glutaminolyse ou de la glycolyse permet la stabilisation de mMTORC1 indépendamment
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de PAMPK ou de TSC2 (Kim et al., 2013b). La privation simultanée en glutamine et glucose
délocalise mTORC1 du lysosome méme en présence d’un mutant actif de RagB. Le complexe TTT-
RUVBL1/2 a été identifi¢ par screening d’ARN interférence comme étant le lien entre I’ATP et
mTORCI. En présence d’ATP, le complexe protéique TTT (composé de Tel2, Ttil, et Tti2) s’associe
aux RUVBL1/2 ATPases, ce qui permet I’interaction de mTOR avec Tel2 d’une part et RagB d’autre
part. Cependant, la localisation forcée de mTORC1 au lysosome par une protéine chimérique Raptor-
Rheb, qui confére une activation constitutive de mTORC1 méme en condition de privation en AA, ne
rend pas son activation indépendante du niveau d’énergie. Les auteurs montrent que le complexe TTT-

RUVBL1/2 permet la dimérisation de mTORC1, indispensable & son activité catalytique.
¢) Roéle de mTORCL1 dans les LAM

Plusieurs études ont montré qu’il existe une activation de mTORCL1 dans les LAM (Récher et al.,
2005b; Tamburini et al., 2008; Xu et al., 2003), de facon indépendante de la voie PI3K/AKT, puisque
I’inhibition de spécifique de la voie PI3K dans des cellules primaires de LAM n’inhibe pas la
signalisation mTORC1. MTORCL pourrait étre activé en aval de Lyn (Dos Santos et al., 2008) ou
résulter d’une dérégulation de TSC2 par hyperméthylation de son promoteur (Xu et al., 2009), mais le
mécanisme exact d’activation n’est pas encore identifié. Dans un modele murin, la déplétion de TSC1
entraine une augmentation de la prolifération des cellules souches hématopoiétiques et leur entrée en
cycle accompagnée d’une diminution de leur capacité de repopulation a long terme (Chen et al., 2008;
Gan et al., 2008). Lorsque la protéine Raptor est délétée dans des cellules transformées par 1’oncogene
MLL-AF9, les souris présentent une diminution du nombre de cellules blastiques dans le sang
périphérique en rapport avec une apoptose importante. Cependant, mMTORC1 n’est pas indispensable a
la leucémogénese, puisque la réexpression de Raptor permet la réexpansion du clone leucémique,
soulignant la persistance d’une cellule souche leucémique dans la population Raptor -/- (Hoshii et al.,
2012).

Plusieurs inhibiteurs de mTORC1 sont actuellement en cours d’évaluation en phase clinique, en
association ou non avec la chimiothérapie. Il s’agit soit d’inhibiteurs spécifiques de mTORC1, comme
le sirolimus (rapamycine), soit d’inhibiteurs moins spécifiques, a activité inhibitrice de D’activité
kinase de mTOR, touchant également mMTORC2 ou I’activité PI3K/Akt (AZD8055, PP242, NVP-
BEZ235, etc). La rapamycine, qui est un inhibiteur allostérique de mTORCL, a uniquement un effet
antiprolifératif probablement parce qu’elle ne permet pas d’inhiber les phosphorylations de la protéine
cible 4EBP1 et n’inhibe donc pas complétement la traduction (Tamburini et al., 2009). Chez les
patients, son association avec la chimiothérapie pourrait toutefois améliorer la réponse au traitement
(Park et al., 2013). Les inhibiteurs de deuxiéme génération, ou Torkinhib, inhibent complétement la
phosphorylation des substrats de MTORCL1 en agissant sur son activité catalytique et induisent une

apoptose plus marquée in vitro mais possiblement parce qu’ils inhibent aussi fortement le complexe
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MTORC2 ou la PI3K (Chapuis et al., 2010; Willems et al., 2012). lls sont actuellement en cours
d’essais de phase I/11.

Le ciblage de mTORCL1 par la voie des AA, indépendante de PI3K, pourrait donc constituer une autre
approche intéressante dans les LAM.

3.3. La glutaminolyse

3.3.1. Utilisation des produits de la glutaminolyse

Aprés son entrée dans la cellule, la glutamine est rapidement dégradée pour étre utilisée dans de
nombreuses voies anaboliques et métaboliques. La premiere étape nécessaire a ces voies est la
transformation de la glutamine en glutamate et en ammonium par les glutaminases lors de la
glutaminolyse. Cette réaction permet de produire le glutamate a partir du squelette carboné alors que

I’azote en gamma est utilisé dans la voie des hexosamines et la synthése des bases (Figure 8).
a) Voie des hexosamines

Le groupement amide (azote en y) de la glutamine peut étre ajouté au fructose-6-phosphate par la
glutamine-fructose-6-phosphate amidotransférase pour former du glucosamide-6-phosphate, premiere
étape de la voie de synthése des hexosamines (glucosamide dans ce cas). Le produit final de cette voie,
I’uridine diphosphate N-acetylglucosamine (UDP-GIcNACc), est utilisé comme substrat pour les
réactions de N- et O-glycosylations. La N-glycosylation a lieu dans le réticulum endoplasmique et
consiste a ajouter un groupement glucidique sur un résidu asparagine des protéines en cours de
traduction. L’O-glycosylation est réalisée dans 1’appareil de Golgi par I’enzyme O-linked N-
acetylglucosamine transferase (OGT) et correspond également a 1’ajout d’un sucre, mais cette fois sur
les thréonines et/ou sérines des protéines, sur des sites pouvant également étre phosphorylés. Cette
modification post-traductionnelle a un réle majeur car elle peut modifier les fonctions protéiques
comme I’activité catalytique, la localisation ou la fonction transcriptionnelle. Dans les cancers, ’OGT
ainsi que des genes de la voie des hexosamines sont retrouvés surexprimés (Itkonen et al., 2013) et de
nombreuses protéines impliquées dans le métabolisme ou 1’épigénétique sont O-glycosylées (Hanover

et al., 2012; de Queiroz et al., 2014).
b) Synthése des acides nucléiques

L’azote en y de la glutamine est également utilisé dans la synthése des acides nucléiques. Les bases
pyrimidiques et puriques contiennent respectivement 1 et 2 groupements amides issus de la glutamine.
L’utilisation accrue de glutamine par les cellules cancéreuses pourrait étre 1ié en partie a son réle dans
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la synthése de ’ADN pour maintenir les cellules en prolifération. Dans un modele de fibroblastes
transformés par KRAS, la privation en glutamine entraine un blocage des cellules en début de phase S,
et la prolifération est restaurée par 1’ajout de nucléotides (Gaglio et al., 2009). Par ailleurs,
I’expression de I’enzyme glutaminase varie au cours du cycle cellulaire, avec une expression plus forte

pendant la phase S qui diminue ensuite en G2/M (Colombo et al., 2010).
c) Lutte contre le stress oxydatif par le glutathion

Le glutathion (GSH) est un tripeptide composé d’une molécule de glutamate, d’une cystéine et d’une
glycine (y-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine). Sa synthese a lieu dans le cytosol et se fait en deux
étapes : la formation de y-glutamyl-cysteine par la y-glutamate-cysteine ligase puis 1’ajout de glycine
par la GSH synthétase. La glutamine a un r6le majeur dans la formation du glutathion, puisque le
glutamate sert également a importer la cystine extracellulaire, précurseur de la cystéine, via le co-
transporteur SLC7A11, et que la disponibilité en cystéine est le facteur limitant de la formation du
GSH. Le glutathion existe sous forme réduite (GSH) ou oxydée (GSSG) et permet de protéger la
cellule contre le stress oxydant induit par les ROS.

d) Cycle TCA

Enfin, le glutamate issu de la glutaminolyse peut étre transformé en aKG par ’enzyme glutamate
déshydrogénase (GDH) ou par les transaminases (ASAT et ALAT). Dans les cancers, comme vu
précédemment, ['utilisation préférentielle du pyruvate pour la syntheése de lactate rend la glutamine et

ses intermédiaires nécessaires au maintien d’un cycle TCA actif.

3.3.2. Les glutaminases

L’hydrolyse de la glutamine en glutamate a été décrite pour la premiére fois par Krebs en 1935, qui
décrivait I’existence d’au moins deux types de glutaminases (GA), différentes par leur propriétés
biochimiques et leurs localisations tissulaires : la « brain ou kidney type » et la « liver type » (Krebs,
1935). L’identification précise de ces enzymes n’a été faite qu’a partir des années 1980, d’abord chez
le rat puis chez ’homme. Actuellement, deux types de GA comportant chacune plusieurs isoformes
sont identifiées : la Kidney-type GA (KGA, appelée aussi plus simplement GLS1) et la liver-type GA

(LGA, appelée aussi GLS2), qui sont codées par deux génes différents.
a) LaKGA (ou GLS1, gene GLS)
i. Structure

La GLS1 est codée par le gene GLS et son locus a été découvert en 1989 sur le chromosome 2 (Mock

et al., 1989). Le cDNA a été isolé par hasard en 1998 a partir d’une librairie de cerveau humain et
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identifié grace a son homologie avec le cDNA de rat (Nagase et al., 1998). En 1999, I’équipe de N.
Curthoys a réalisé le clonage de la GLS1 humaine et découvert 3 isoformes ayant I’extrémité N-
terminale commune et issues d’épissages alternatifs, qu’ils ont appelées KGA, glutaminase C (GAC)
et GAM (Elgadi et al., 1999). La KGA et la GAC sont des protéines de respectivement 669 aa et 598
aa. La GAM a une séquence de 169 aa uniquement, dont les 72 premiers sont clivés lors de 1’entrée
dans la mitochondrie, laissant une protéine tronquée de moins de 11kDa ne pouvant a priori pas avoir
de fonction glutaminase. Cette isoforme est retrouvée uniquement dans le cceur et le muscle
squelettique, tissus a activité glutaminase limitée. Cet épissage préférentiel pourrait représenter un
moyen de limiter la glutaminolyse dans ces tissus.

Les structures cristallographiques des deux autres protéines (KGA et GAC) ont été réalisées et ont
permis de mieux comprendre leurs fonctions (Cassago et al., 2012; DelLaBarre et al., 2011; Ferreira et
al., 2013; Thangavelu et al., 2014) (Figure 11). Les 16 premiers résidus représentent une séquence
d’adressage a la mitochondrie. Entre les résidus 144 et 149, on retrouve un motif LXXLL
correspondant a une Nuclear Receptor Box (NR box) dont le role n’est pas connu. Le domaine
enzymatique est situé entre les résidus 249 et 535, puis leurs séquences différent a partir de I’AA 550
La KGA comporte 3 domaines de répétition ankyrine entre les résidus 556 et 656, puis une KEN box
et une D box (séquencse potentiellement reconnues par 1’ubiquitine ligase Anaphase-Promoting
Complex (APC/C)). L’extrémité C-terminale de la GAC ne présente pas de séquence particuliére. Les
deux isoformes sont actives a 1’état de tétrameres, formés en présence de phosphate inorganique a
partir de diméres inactifs (Godfrey et al., 1977). Les sites d’interaction pour former les diméres et les
tétrameres sont situés dans la partie catalytique. La GAC activée forme ensuite une superstructure
polymérique composée de multiples tétraméres (Ferreira et al., 2013).

1-16 144-149 249 535 550 556 656 669
peptide NR box domaine glutaminase répétitions
signal ankyrine

KEM box D box

1-16 144-149 249 535 550 598

GAC 1 N

1-16 144-149 169

GAM

Figure 11. Structures des 3 isoformes de la glutaminase 1. NR box: Nuclear Receptor Box
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ii. Fonction

Le KO du gene GLS chez la souris a permis de mieux comprendre les fonctions de 1’enzyme (Masson
et al.,, 2006). La glutamine est responsable de 70% de la synthése de glutamate au niveau des
neurones, et la GLS1 est indispensable a la transmission synaptique glutamatergique. En effet, les
souris GLS-/- présentent des troubles du comportement entrainant 1’absence de lactation associés a des
troubles respiratoires a type d’hypoventilation, entrainant leur décés 36h aprés leur naissance. Les
souris hétérozygotes sont viables et présentent uniquement des troubles modérés des fonctions
hippocampiques et une insensibilité aux drogues pro-psychotiques (Gaisler-Salomon et al., 2009). Ces
résultats sont obtenus par des équipes travaillant dans le domaine de la neurologie et I’effet de la
déplétion de GLS sur d’autres fonctions biologiques n’a pas été analysé. Le role de la GLS1 est décrit
dans d’autres organes : elle permet la dégradation de I’ammoniaque par le rein (Curthoys and Watford,

1995) et est nécessaire a la prolifération des cellules intestinales (McCauley et al., 1999).

iii. Expression tissulaire normale et tumorale

Les deux isoformes de la GLS1, KGA et GAC, sont fonctionnelles et ont une répartition tissulaire
différente. La KGA est surtout retrouvée dans les tissus non tumoraux avec une expression ubiquitaire
mais plus marquée dans le rein, le cerveau, I’intestin et le poumon. La GAC est présente dans des
cellules normales (cerveau, coeur, pancréas, placenta, poumon) mais est surtout retrouvée surexprimée
dans de nombreux types de cancers (cerveau, sein, colon, prostate poumon, lymphome B). Dans le
poumon, les 2 isoformes sont exprimées a 1’état normal mais seule la GAC est surexprimée dans les
cancers, alors que la KGA a une expression diminuée (van den Heuvel et al., 2012). La GAC est
surexprimée dans les tumeurs cérébrales de haut grade (glioblastomes multiformes et astrocytomes
anaplasiques) par rapport aux cellules gliales normales, alors que 1’expression de la KGA ne varie pas
(Szeliga et al., 2005). Enfin, alors que les deux isoformes sont surexprimées dans les cancers du sein
par rapport au tissu sain, et ceci de fagon proportionnelle au grade histologique (Cassago et al., 2012),
seule la GAC est surexprimée dans les cancers du sein triple négatifs (c¢’est-a-dire sans expression de
récepteurs hormonaux ou d’HER2) (Gross et al., 2014).

Les deux enzymes ont des propriétés enzymatiques différentes pouvant expliquer 1’expression
préférentielle de la GAC dans les cancers. En effet, les deux GLS1 sont actives uniquement en
présence de phosphate inorganique (Pi), mais D’affinit¢ de la GAC pour la glutamine est treés
augmentée a des concentrations en Pi élevées (Cassago et al., 2012). Le Pi est utilisé par I’ATP
synthase lors de la production d’ATP et doit donc s’accumuler lorsque le cycle TCA et la chaine
respiratoire sont inhibés, comme c’est le cas en hypoxie. Bien que le taux exact de Pi dans les
mitochondries des cellules cancéreuses n’ait jamais été précisément mesuré, 1’expression préférentielle

de la GAC par rapport a la KGA pourrait étre un mécanisme d’adaptation pour renforcer 1’anaplérose

55



glutaminique. De plus, I’extrémité C-terminale de la GAC pourrait participer a la stabilisation des
tétrameres et expliquer I’activité enzymatique plus importante de cette isoforme (DeLaBarre et al.,
2011).

Par ailleurs, la KGA ne semble pas étre constamment localisée a la mitochondrie dans les cancers. En
effet, Cassago et al. ont montré que la KGA était retrouvée dans le cytosol dans des lignées de cancer
du sein, du poumon et de la prostate, alors que la GAC y est mitochondriale. Les auteurs font
I’hypothése que la présence en C-terminal de domaines de répétition ankyrine uniquement sur la KGA
pourrait expliquer la rétention cette isoforme en dehors de la mitochondrie, ces domaines étant connus
pour favoriser les interactions protéines-protéines et participer a la régulation transcriptionnelle
(Cassago et al., 2012).

iv. Reégulation

Les mécanismes de régulation de 1’expression et de 1’activité enzymatique des deux isoformes de
GLS1 ne sont pas encore bien connus. Dans les cellules rénales normales, ’ARNm de la GLS1 est
augmenté en réponse a ’acidose grice a une séquence de type « pH-response element » située en
3’UTR, qui permet la fixation de la pH-RE binding protein (Laterza et Curthoys, 2000). La GLS1 est
également régulée en aval du TGFB via la voie ERK/p38MAPK (Andratsch et al., 2007). La KGA est
exprimée de facon différente en fonction des phases du cycle cellulaire. Elle est augmentée en milieu-
fin de phase G1 puis reste élevée pendant toute la phase S (Moncada et al., 2012). Cette expression
serait régulée par le complexe E3 ubiquitine ligase APC/C-cadherin 1 (cdhl), diminué en milieu de
phase G1 (Colombo et al., 2011). APC/C-Cdhl cible des protéines présentant une séquence KEN box
(Lys-Glu-Asn) ou D box (Arg-XX-Leu-XX-asp), et entraine leur dégradation par le protéasome. Ce
mécanisme de régulation ne concernerait que la KGA, la GAC n’ayant pas de séquence KEN ou D
box. La GAC peut étre détruite par la sérine protéase mitochondriale Lon en réponse a un agent
toxique, I’acide diphenylarsinique (DPAA). Dans une lignée d’hépatocarcinome, le DPAA dissocie les
tétrameres de GAC, ce qui entraine leur reconnaissance et leur dégradation par la protéase Lon, par
I’intermédiaire de la protéine Hsp70 mitochondriale (Kita et al., 2012).

Le mécanisme de régulation le plus clairement identifié¢ fait intervenir I’oncogeéne C-MYC. Dans des
lignées de lymphome B et de cancer de prostate, Gao et al. ont montré que 1’expression de la GAC
était contrélée par C-MYC de facon indirecte, via les miARN 23a/b (Gao et al., 2009). Cette
observation est étayée par Rathore et al., qui ont montré dans la lignée leucémique Jurkatt que la
glutamine entrainait la localisation nucléaire de la sous-unité p65 de NF-«xB, qui se lie au promoteur
du miR23a et I’inhibe, permettant I’expression de la GLS 1 (Rathore et al., 2012).

La GAC est également activée par le facteur de transcription NF-xB en aval des Ras homolog gene
family (Rho) GTPase (Wang et al., 2010). Les Rho-GTPases sont des petites protéines G de la

superfamille Ras, comprenant notamment les protéines RhoA, RhoC ou Cdc42 (cell division control
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protein 42 homolog), ayant un rdle dans de nombreuses activités cellulaires (migration par le
cytosquelette d’actine, trafic intracellulaire, etc.) et impliquées dans la prolifération tumorale. Dans
des fibroblastes transformés par Dbl (activateur des Rho-GTPases), I’activité glutaminase de la GAC
est indispensable a la tumorigéneése, par I’intermédiaire de NF-«xB.

Une autre équipe a montré que I’activité glutaminase de la KGA transfectée dans des cellules HEK-
293 était régulée positivement par 1’Epidermal Growth Factor (EGF) via la voie Raf-Mek-Erk, sans
modifier son expression protéique (Thangavelu et al., 2012). Dans ce modéle, il n’y a pas de
régulation par d’autres activateurs de MEK, comme le PDGF, le TGFB ou le FGF. Les auteurs
proposent une régulation par phosphorylation, puisque 1’activité de la KGA est réduite en présence de
la phosphatase PP2A. L’hypothése d’une régulation par phosphorylation est également proposée par
Wang et al. en aval de NF-«xB.

Enfin, au cours des encéphalopathies liées au VIH ou en réponse a I’IFNa, 1’activité glutaminase est
augmentée dans les cellules microgliales, via I’activation du facteur de transcription STAT1. STAT],
actif et phosphorylé, se fixe sur le promoteur de la GLS1 et augmente son expression (Zhao et al.,
2013).

b) La LGA (ou GLS2, gene GLS2)

Bien que décrite initialement dans le foie, la deuxieéme glutaminase décrite par Krebs a été clonée pour
la premiére fois a partir de cellules de lignée de cancer du sein (ZR-75), et appelée Liver-type GA pour
son homologie avec la LGA du rat (Gémez-Fabre et al., 2000). Elle est codée par le géne GLS2
localisé sur le chromosome 12 et est aussi présente dans le cerveau, le pancréas et le foie (Aledo et al.,
2000). Le géne GLS2 est constitué de 18 exons et 17 introns, les exons 3 a 18 présentant une grande
homologie avec la KGA. Deux transcrits ayant des sites d’initiation de la transcription et des
séquences promotrices différentes ont été identifiés et codent pour deux protéines fonctionnelles : une
isoforme longue appelée GAB, correspondant a la LGA initialement clonée dans la lignée ZR-75
(exons 1 a 18, 602 aa) et une isoforme courte appelée LGA (exons 2 a 18, 565 aa) (Martin-Rufian et
al., 2012; de la Rosa et al., 2009). La répartition d’expression des deux isoformes en fonction des
tissus n’est pas encore bien connue chez I’homme. Chez le rat, la LGA est plus exprimée dans le foie
alors que la GAB est I’isoforme retrouvée dans le cerveau. Le résultat inverse est retrouvé chez la
souris (Martin-Rufian et al., 2012).

Cette glutaminase a une activité enzymatique identique a la GLS1 mais présente des propriétés
biochimiques différentes, puisqu’elle n’est pas dépendante du taux de Pi et n’est pas inhibée par le
glutamate. Sa localisation subcellulaire exacte en fonction des tissus n’est pas bien connue. Elle
posséde une séquence peptidique d’adressage a la mitochondrie et une NR box sur I’exon 1. Elle est
localisée a la fois dans la mitochondrie et dans le noyau des cellules neuronales et astrocytaires
(Cardona et al., 2014; Olalla et al., 2002).
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Contrairement a la GLS1, la GLS2 est retrouvée dérégulée dans de nombreux cancers, ou elle a
probablement un rdle suppresseur de tumeur. Dans le cancer du colon, I’hépatocarcinome ou le
glioblastome, son expression est diminuée par rapport aux cellules normales, possiblement par
hyperméthylation de son promoteur (Szeliga et al., 2005; Zhang et al., 2013). Dans ces modeles, la
réexpression de 1’enzyme par un vecteur lentiviral diminue la prolifération de cellules cancéreuses
(Martin-Rufian et al., 2014; Szeliga et al., 2014). L’effet suppresseur de tumeur de la GLS2 reposerait
principalement sur son rdle antioxydant. En effet, deux équipes ont montré que la GLS2 était régulée
directement par p53 et participait a sa fonction suppresseur de tumeur en augmentant la synthese du
glutathion et en diminuant les ROS (Hu et al., 2010; Suzuki et al., 2010). Cette fonction anti-tumorale
pourrait également passer par un effet différenciant, puisque la GLS2 permet la différenciation des
cellules de I’épiderme en aval de p63 (Giacobbe et al., 2013) et des cellules neuronales en aval de p73
(Velletri et al., 2013). Dans un modéle d’hépatocarcinome, la surexpression de GLS2 diminue la
prolifération des cellules tumorales et inhibe la voie PI3K/AKT, étape indispensable a son effet anti-
tumoral (Liu et al., 2014). Ce réle anti-tumoral est cependant débattu, puisque la GLS2 est exprimée
dans la lignée de cancer du foie HepG2 et que son inhibition par un inhibiteur biochimique diminue la
viabilité cellulaire via I’activation d’AMPK (Lee et al., 2014).

3.4. Métabolisme de la glutamine dans les cancers

3.4.1. Utilisation de la glutamine par les cellules cancéreuses

La glutamine est importante pour la croissance et la survie dans la plupart des cancers et sa
consommation dépasse celle des autres AA. Cependant, la part de chacune des voies d’utilisation de la
glutamine décrites ci-dessus en fonction des différents cancers n’est pas bien connue. En 2007,
1’équipe de DeBerardinis a réalisé un marquage sur carbone et azote (**C et **N) du glucose et de la
glutamine et étudié leur devenir dans une lignée de glioblastome, modeéle cellulaire proliférant
rapidement (DeBerardinis et al., 2007). Ils ont tout d’abord constaté un effet Warburg important, avec
une production de lactate a partir du glucose. Une partie du glucose est cependant utilisée pour la
synthése du citrate via I’acétyl-CoA et la PDH, le groupement carboné du citrate provenant de la
glutamine via ’OAA. Le marquage au °C de la glutamine montre surtout que la majorité du carbone
utilisé par les intermédiaires du cycle TCA vient de I’anaplérose glutaminique. Une grande partie du
carbone issu de la glutamine est retrouvé dans le lactate extracellulaire et provient du cycle TCA via le
malate. La glutaminolyse est donc trés active dans ces cellules, et le marquage au >N permet de voir
que ’aKG est produit a la fois par la GDH et ’ALAT, puisque I’azote marqué est retrouvé dans le
pool d’ammoniaque et d’alanine. L’alanine peut ensuite étre utilisée dans les voies de biosynthése

d’acides nucléiques et de protéines. Cette étude constitue un exemple d’utilisation de la glutamine par
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un certain type de cancer (neurologique, lignée délétée pour p53 et ne présentant pas d’activation
constitutive d’AKT) mais n’est pas applicable a tous les cancers.

Un autre exemple de cancer dans lequel le métabolisme de la glutamine est bien étudié est le cancer du
sein, qui présente la particularité d’avoir un métabolisme de la glutamine différent en fonction du type
histologique. Les cellules de type « luminales » peuvent survivre sans glutamine alors que les cellules
de type « basales » sont trés dépendantes de la glutamine pour leur survie (Kung et al., 2011). Cette
différence est sous tendue par le fait que les cellules luminales expriment fortement la glutamine
synthase et la GLS2, alors que les basales les expriment peu mais ont une activité GLS1 importante.
Les cellules de cancer du sein basales, qui sont souvent triple négatif, sont ainsi dites auxotrophes pour
la glutamine, c’est-a-dire qu’elles sont incapables synthétiser la quantité nécessaire a sa
consommation. Ces cellules utilisent une grande partie de la glutamine pour permettre 1’entrée de la
cystéine par le co-transporteur XCT (échange glutamate intracellulaire/cystéine extracellulaire), afin de

synthétiser du glutathion pour combattre le stress oxydant (Timmerman et al., 2013).

3.4.2. Régulation du métabolisme de la glutamine

La dépendance a la glutamine d’un cancer varie donc en fonction du type histologique et des
anomalies génétiques. Ainsi, les oncogénes peuvent modifier le métabolisme et rendre la cellule
cancéreuse plus ou moins dépendante a la glutamine (Figure 12). Plusieurs oncogénes forts ou

suppresseurs de tumeurs participent a ces modifications, notamment MYC, KRAS, PI3K/AKT ou p53.
a) MYC

Le proto-oncogéne MYC est un facteur de transcription appartenant a la famille des génes MYC,
comprenant MYC, MYCN et MYCL. Il est activé dans de nombreux cancers, par amplification génique
directe (trisomie 8, etc...), par translocation impliquant le locus MYC comme dans le lymphome de
Burkitt ou par activation en aval de voies de signalisation, comme les voies MEK-ERK ou
PI3K/AKT/mTORCI1. L’expression de MYC modifie la dépendance a la glutamine. En effet,
I’induction de MY C dans des fibroblastes les rend plus sensibles a la privation en glutamine, alors que
les cellules n’exprimant pas MYC proliférent normalement (Yuneva et al., 2007). L’étude
métabolomique d’une lignée de lymphome en condition « low » MYC (MYC endogéne) ou « high »
MYC (surexpression ectopique) montre une hyperactivation du cycle TCA, associée a une
augmentation de la glutaminolyse bien supérieure a 1’augmentation de la glycolyse dans les cellules
« high » MYC (x4 versus x1.2) (Murphy et al., 2013). De la méme facon, des lignées de lymphome ou
de cancer de prostate qui surexpriment MY C sont beaucoup plus sensibles & la privation en glutamine

qu’a la privation en glucose (Gao et al., 2009).

59



La glutamine semble surtout utilisée pour maintenir un cycle TCA actif, puisque 1’effet de la privation
en glutamine est prévenu par I’ajout des métabolites de cycle TCA. En revanche, dans 1’étude de
Yuneva et al., la mort cellulaire n’était pas liée a ’inhibition de mTORCI, a la baisse d’ATP ou au
stress oxydant (Yuneva et al., 2007). Lorsque MYC est surexprimé dans la lignée de lymphome P493-
6, le marquage au °C et N de la glutamine montre qu’elle est rapidement hydrolysée en glutamate.
Celui-ci est alors utilisé pour maintenir le cycle TCA actif via I’aKG. En hypoxie ou en condition de
privation en glucose, le cycle TCA reste actif uniquement grace a la glutamine, et celle-ci sert
également a la synthese du glutathion (Le et al., 2012). MYC induit également la biosynthese des
prolines a partir du glutamate (Liu et al., 2012a).

Cette utilisation de la glutamine est sous tendue par la surexpression de protéines impliquées dans
chaque étape de son métabolisme. L’expression de MYC dans des fibroblastes embryonnaires murins
augmente la captation de glutamine ainsi que I’expression de I’ARNm du transporteur SLC1AS5 (Wise
et al., 2008). Ce transporteur, ainsi que SNAT2 et le co-transporteur SLC7AS5, sont aussi retrouvés
surexprimés en aval de MYC dans d’autres mode¢les (Gao et al., 2009; Qing et al., 2012).
L’augmentation de la glutaminolyse lorsque MYC est surexprimé est corrélée a 1’induction de la
transcription du géne de la GLS1 de fagon indirecte, via les miR23a/b (Gao et al., 2009; Wise et al.,
2008). Cependant, les effets de MYC sur le métabolisme de la glutamine peuvent varier en fonction du
type histologique. Lorsque MYC est surexprimé dans un modéle de cancer du poumon, la GS et la
GLS1 sont induites, alors que la méme surexpression dans le cancer du foie diminue la GS et la GLS2,
au profit de GLS1 (Yunevaet al., 2012).

b) KRAS

KRAS est une GTPase de la famille Ras, mutée ou amplifiée dans de nombreux cancers, aboutissant a
I’activation constitutive de voies de signalisation. L’analyse des flux métaboliques montre que les
cellules de cancer du pancréas présentant une activation de KRAS ont un métabolisme
glucose/glutamine découplé, avec une glycolyse accrue, un métabolisme oxydatif diminué et
I’utilisation de glutamine vers les voies de biosynthése (acides aminés, nucléotides, glutathion)
(Gaglio et al., 2011). Dans ces cellules, I’hyperactivation de KRAS reprogramme le métabolisme de la
glutamine vers une voie non canonique, privilégiant la transamination du glutamate via I’ASAT plutot
que vers la synthése d’aKG par la GDH (Son et al., 2013). Ce modele semble tissu-spécifique, puisque
I’induction de KRAS dans des fibroblastes entraine la surexpression des deux enzymes, ASAT et
GDH. Par ailleurs, la privation en glutamine de fibroblastes transformés par KRAS entraine un arrét
du cycle cellulaire en phase S, et cet effet antiprolifératif est reversé par I’ajout de nucléotides (Gaglio
et al., 2009).
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c) PI3K/AKT et mTORC1

Alors que la voie PI3K/AKT active la glycolyse, elle n’a a priori pas d’effet sur le métabolisme de la
glutamine. En effet, ’utilisation d’un inhibiteur d’AKT ou des PI3K (de la IA) dans des cellules de
gliome n’inhibe pas la captation de glutamine. En revanche, Csibi et al. ont montré que mTORC1
controlait la glutaminolyse dans des fibroblastes embryonnaires murins TSC2-/-. Ce contrble est
réalis¢é a deux niveaux différents. D’une part la GDH est augmentée en aval de mTORCI1 via
I’inhibition de SIRT4: MTORC1 activé promeut la dégradation par le protéasome de CAMP-
responsive element-binding (CREB) 2, ce qui inhibe la transcription de SIRT4, sirtuine mitochondriale
activatrice de GDH (Csibi et al., 2013). D’autre part, mMTORCI, via la p70S6K 1, entraine la traduction
de MYC par la phosphorylation d’elF4B, ce qui augmente I’expression de la GLS1 (Csibi et al.,
2014).

d) Régulation par des suppresseurs de tumeurs
i. Famille p53

La famille p53 comporte 3 membres : TP53, TP63 et TP73 (ou p53, p63 et p73). 1l s’agit de facteurs
de transcription impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires (apoptose, cycle cellulaire,
différenciation). Comme décrits précédemment, les 3 protéines de la famille p53 ont été décrites

comme régulant positivement la GLS2.
ii. Protéine du rétinoblastome (Rb)

Les facteurs de transcription Rb (Rb-1, Rbll and Rbl2) sont des suppresseurs de tumeur retrouvés
mutés dans de nombreux cancers. Rb-1 agit en s’associant au facteur de transcription E2F pour
recruter des complexes corépresseurs de la transcription comme les histones déacétylases (Clem et
Chesney, 2012). Ses cibles les mieux décrites sont des protéines impliquées dans le contréle du cycle
cellulaire, mais également des régulateurs du métabolisme comme C-MYC, HIF-1o ou RAS. Le KO
de Rb-1 ainsi que le triple KO des génes Rb dans des cellules MEF entraine une reprogrammation du
métabolisme de la glutamine : augmentation de I’import de glutamine et de la glutaminolyse
(Reynolds et al., 2014). Cette régulation serait a la fois transcriptionnelle (pour SLC1A5) et post-
transcriptionnelle (pour GLS1), mais les mécanismes précis ne sont pas décrits et pourraient faire

intervenir le facteur de transcription MYC.
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Figure 12. Régulation du métabolisme de la glutamine. La glutamine entre dans la cellule par le
transporteur SLC1AD5 puis est rapidement hydrolysée en glutamate par la KGA dans le cytoplasme ou
par la GAC ou la GLS2 dans la mitochondrie. Le glutamate est transformé en aKG par les
transaminases ou par la GDH puis entre dans le cycle TCA. La glutamine permet également I’entrée
de leucine et I’activation de mTORC1. Ce métabolisme est régulé par de nombreuses voies impliquées
en cancérogénese (en rouge) et peut étre inhibé par des molécules pharmacologiques a tous les niveaux
(en bleu). L-ase : L-asparaginase, KGA : kidney type glutaminase, GAC : Glutaminase C, GLS2 :

glutaminase de type 2 ou LGA, GDH : glutamate déshydrogénase, ASAT : aspartate aminotransférase,
ALAT : alanine aminotransférase, IDH : isocitrate déshydrogénase.

3.4.3. Ciblage thérapeutique du métabolisme de la glutamine

Le métabolisme de la glutamine apparait donc comme une cible thérapeutique intéressante dans les

cancers. Plusieurs inhibiteurs, ciblant son métabolisme de fagon directe ou indirecte, sont actuellement
en cours d’études.
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a) Inhibition des transporteurs membranaires
i. Import de glutamine

Dans les cancers, I’'import de glutamine du milieu extracellulaire se fait principalement par deux
transporteurs : le SLC1AS et SNAT2. L’inhibition de la captation de glutamine par utilisation d’AA
analogues en concentration élevée inhibe la croissance de lignées de cancer du foie (Pawlik et al.,
2000). Cette constatation a conduit a la synthése d’un inhibiteur pharmacologique du transporteur
SLC1A5, le GPNA (gamma-I-Glutamyl-p-Nitroanilide) (Esslinger et al., 2005). L’inhibition du
transporteur par ARN interférence ou par le GPNA inhibe la croissance et induit I’apoptose de lignées
de cancers du poumon et du foie (Fuchs et al., 2007; Hassanein et al., 2013). L’inhibition de la
captation de glutamine inhibe mTORC1 dans les deux cas, bien que la corrélation entre inhibition de
mTORCI et apoptose ne soit pas démontrée. Par ailleurs, le GPNA augmente 1’import de certaines
molécules par le transporteur MCT1. L’inhibition de I’import de glutamine par le GPNA stabilise
MCT1 et favorise la captation de I’inhibiteur de la glycolyse 3-bromopyruvate (Cardaci et al., 2012).
La benzylsérine est un autre inhibiteur du SLC1A5 ayant un effet antiprolifératif in vitro dans le
mélanome (Wang et al., 2014a). L’inhibition du transporteur SNAT2 par le Me-AlIB a un effet
antiprolifératif modeste dans la lignée de cancer du sein MCF7 (Pinilla et al., 2011).

ii. Co-transport glutamine/leucine

Plusieurs inhibiteurs du co-transporteur SLC7A5 ont été étudiés, principalement in vitro. L’acide 2-
aminobicyclo-(2,2,1)-heptane-2-carboxylique (BCH) a été synthétisé en 1969 pour inhiber les
transporteurs du systéme L, et inhibe LAT1, LAT2, et LAT3 (Christensen et al., 1969). Son utilisation
comme agent anti-tumoral n’a été étudiée que dans les années 2000, suite a 1’étude de Nicklin
montrant 1’effet de I’inhibition de LAT1 sur mTORC1 (Nicklin et al., 2009). Le BCH a un effet tres
variable selon les modéles , avec un effet uniqguement antiprolifératif dans la plupart des cas (ORL
(‘Yamauchi et al., 2009) ; sein (Shennan et Thomson, 2008) ; ovaire (Fan et al., 2010), prostate (Wang
et al., 2011). Une seule étude retrouve un effet pro-apoptotique, dans des lignées de cancer ORL,
sarcome et gliome (Kim et al., 2008a) et le BCH n’a pas d’effet in vitro sur des lignées de mélanome
(Wang et al., 2014b). Utilisé en association, il renforce les effets des chimiothérapies cisplatine et
melphalan (Shennan and Thomson, 2008; Yamauchi et al., 2009). Son rdle antiprolifératif est
principalement associé a 1’inhibition de mTORCI1 (Fan et al., 2010; Yamauchi et al., 2009).

Un autre inhibiteur, spécifique de LATI et plus efficace pour inhiber I’import de leucine a été
développé, le KYT-0353 (appelé aussi JPH203) (Oda et al., 2010). Il induit I’apoptose de plusieurs
lignées de cancer ORL et réduit la croissance des tumeurs dans un modele de xénotransplantation de

lignées de cancer colique dans la souris NUDE (Oda et al., 2010; Yun et al., 2014).
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b) La L-asparaginase

L’effet antitumoral de la L-asparaginase (L-ase) a été découvert au début des années 1960, dans des
sérums de cobayes ayant une efficacité contre le lymphome du rat (Broome, 1963). Elle est
actuellement utilisée dans le traitement de premiére ligne des leucémies aigués lymphoblastiques
(LAL) et des lymphomes de type NK. Il existe deux types de L-ases utilisées en clinique et issues de
deux bactéries différentes : la Kidrolase® (ou Oncaspar® pour la forme pégylée) issue d’Escherichia
coli et ’Erwiniase® issue d’Erwinia chrysanthemi. Son efficacité dans les LAL est expliquée par
I’absence d’expression d’asparagine synthase (ASNS) en réponse a la déplétion en asparagine dans ces
cellules (Chan et al., 2014). En plus de son activité asparaginase, la L-ase posseéde une activité
glutaminase, plus importante pour I’Erwiniase® que pour la Kidrolase®.

Plusieurs ¢tudes ont remis en question ’effet anti-asparagine seul sur ’efficacité de la L-ase.
Premiérement, certaines LAL présentent une augmentation de I’ASNS en réponse a la L-ase, et cette
augmentation n’est pas corrélée a la réponse thérapeutique (Appel et al., 2006). Par ailleurs,
I’augmentation de I’ASNS ne modifie pas les effets de la L-ase sur le cycle cellulaire dans des LAL
TEL-AML1 (Krejci et al., 2004). Bien que considérée initialement comme responsable uniquement
des effets secondaires de la L-ase, I’activité glutaminase semble donc aussi impliquée dans son
efficacité anti-tumorale, méme dans les LAL. En effet, les deux activités sont importantes pour la
cytotoxicité (Offman et al., 2011), et le relargage de glutamine par les adipocytes participe a la
résistance a la L-ase (Ehsanipour et al., 2013). Enfin, I’inhibition de la glutamine synthétase augmente
I’apoptose en réponse a la L-ase dans un modéle de sarcome chez le rat (Rotoli et al., 2005). Ces
résultats sont controversés par d’autres études, qui montrent au contraire 1’absence de supériorité et la
toxicité des L-ases a activité glutaminase (Distasio et al., 1982). Une L-ase sans activité glutaminase
développée a partir de Wolinella succinogenes a la méme efficacité antitumorale mais moins de
toxicité hépatique. Cet effet est tissu-spécifique et passerait pas 1’absence de phosphorylation de e¢iF2a
(Eukaryotic Initiation Factor 2) par la kinase GCN2 (general control nonderepressible 2) au niveau du
foie mais pas du pancréas (Reinert et al., 2006).

L’intérét de 1’utilisation de la L-ase dans les LAM a été étudié dans les années 1980, principalement
en association avec 1’aracytine. En effet, les premiers tests en monothérapie étaient plutdt décevants,
avec une rémission complete (RC) chez 4 patients sur 32 (Clarkson et al., 1970). L’association avec
I’aracytine haute dose avait des résultats plus encourageants. Une étude préliminaire chez 13 patients
présentant des LAM réfractaires permettait d’obtenir une RC chez 9 patients sur 13 (Ross et Capizzi,
1984). Une étude du CALGB randomisant 195 patients atteints de LAM réfractaires ou en rechute a
montré un taux de réponse supérieur chez les patients réfractaires de tous ages et chez les patients en
rechute agés de plus de 60 ans (Capizzi et al., 1988). Ce résultat a motivé un essai identique en
premiére ligne, et le taux de RC avoisinait celui obtenu par chimiothérapie conventionnelle. Dans ces

études, I’effet synergique de la L-ase et de I’aracytine était expliqué par I’activité glutaminase de la L-
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ase, qui dépléte les cellules en nucléotide dCTP, les rendant plus sensibles a ’aracytine (Capizzi et
White, 1988).

La sensibilité a la L-ase des différents sous types de LAM selon la classification FAB a été étudiée in
vitro. Une premiére étude montre une sensibilité supérieure des LAM 5 par rapport aux LAM 1, 2 et 4,
de des LAM ayant une activité ASNS de base inférieure (Dibbers et al., 2000; Zwaan et al., 2000).
Une deuxieme étude trouve une sensibilité des LAM 1, 4 et 5, avec les LAM 1 aussi sensibles que des
LAL (Okada et al., 2003).

¢) Inhibition de la glutaminolyse
i. Inhibiteurs biochimiques

La meilleure compréhension du métabolisme dans les cancers a conduit a la recherche d’outils
thérapeutiques ciblant la glutamine et notamment la glutaminolyse, pierre d’angle de cette voie

métabolique. Ainsi, plusieurs inhibiteurs ont été identifiés ou synthétisés ces derniéres années.

- Le BPTES (bis-2-(5-phenylacetamido-1,2,4-thiadiazol-2-yl) éthyl sulfide)
Le BPTES est une molécule synthétisée en 2002 qui inhibe les deux isoformes de la GLS1 mais n’a
pas d’effet sur la GLS2 ou la GDH (Robinson et al., 2007). Le BPTES se lie de fagon allostérique a la

GLS1 et entraine la formation de tétraméres inactifs. Les études en cristallographie de la structure de

la GAC et de la KGA en présence de BPTES ont été réalisés par deux équipes différentes et ont
permis de montrer que, dans les deux cas, le BPTES se fixait a 1’interface de dimeres de GLS1 au
niveau d’une poche allostérique, entrainant un changement conformationnel d’une boucle clé située
pres du site catalytique (DeLaBarre et al., 2011; Thangavelu et al., 2012). Le tétramére formé est alors
incapable de fixer le Pi ou de constituer la superstructure polymérique active (Ferreira et al., 2013). Ce
composé n’est cependant pas utilisable comme outil thérapeutique puisqu’il est peu soluble dans 1’eau.
Une molécule analogue, forme tronquée dérivée du BPTES et plus soluble a été récemment
synthétisée (Shukla et al., 2012).

- Le composé 968

Ce composé a été découvert par screening d’une banque de petites molécules capables d’inhiber la
transformation de fibroblastes par les Rho-GTPase (Wang et al., 2010). II s’agit d’une molécule de la
famille des dibenzophenanthridines qui inhiberait uniquement la GAC, son effet sur la KGA n’ayant
pas été étudié. Les études enzymatiques montrent qu’il inhibe la GAC de fagon allostérique et non
compétitive avec la glutamine (Katt et al., 2012). La structure cristallographique de la GAC associee
au 968 n’a pas encore pu étre réalisée, et son mécanisme d’action exact n’est donc pas encore bien

connu. Il est inactif sur les tétrameres de GAC déja activés par la Pi mais inhibe la formation de
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tétrameres lorsqu’il est ajouté méme quelques secondes avant (Katt et Cerione, 2014). Tout comme le

BPTES, le 968 est peu soluble dans 1’eau et donc pas utilisable en clinique.

- LeCB-839
Cet inhibiteur est le dernier né des inhibiteurs de la GLS1 et posséde 1’avantage d’étre utilisable en
clinique. II inhibe a la fois la KGA et la GAC et n’a pas d’effet sur la GLS2. Il inhibe I’activité
glutaminase de fagon temps dépendante et est moins réversible que le BPTES (Gross et al., 2010). Ses
mécanismes d’action précis ne sont pas encore connus. Trois essais de phase I le testant dans les
cancers solides et les hémopathies malignes lymphoides et myéloides ont débuté depuis mars 2014
(NCT02071862, NCT02071888 et NCT02071927).

- Autres inhibiteurs des glutaminases

Le DON (6-diazo-5-oxo-L-norleucine) est un analogue de la glutamine qui inhibe la KGA et la GAC
en se fixant sur son site actif (Shapiro et al., 1979). Il n’est cependant pas du tout spécifique puisqu’il
inhibe les autres enzymes utilisant la glutamine, comme la glutamine synthétase et les transaminases
(Thangavelu et al., 2014). 1l est par ailleurs moins efficace pour inhiber la KGA que le BPTES (Lee et
al., 2014).

L’analogue du glutamate CK (L-2-amino-4-0xo-5- chloropentanoic acide) a été également décrit
comme inhibant la KGA en se liant a son site actif, mais n’a pas été plus exploré (Shapiro et al., 1978).
Le zaprinast, un inhibiteur des phosphodiestérases, a été identifié comme inhibant la production de 2-
HG et s’avére étre un inhibiteur de glutaminase (Elhammali et al., 2014). D’autres inhibiteurs
(’ebselen, la chelerythrine et I’apomorphine) ont été identifiés par screening mais n’ont pas encore été
particulierement investigués (Thomas et al., 2013). Les alkyl benzoquinone (notamment la molécule
AV-1) inhibent les deux types de GLS 1 et 2, avec un effet 10 fois plus important sur I’isoforme GAB
de la GLS2 que sur la KGA (Lee et al., 2014).

- Inhibition de ’hydrolyse du glutamate

La deuxiéme étape de la glutaminolyse, c’est-a-dire la formation d’aKG a partir du glutamate, peut
aussi étre inhibée. L’activité enzymatique de la GDH est inhibée par ['utilisation d’EGCG
(epigallocatechin gallate). 1l s’agit d’une molécule extraite du thé vert, possédant des propriétés
antioxydantes et antitumorales connues depuis longtemps, et fonctionnant entre autre en inhibant la
GDH (Choo et al., 2010). Une autre fagon d’inhiber cette étape est d’utiliser un inhibiteur des

transaminases, comme 1’amino oxyacetate (AOA).
ii. Effet antitumoral de I’inhibition de la GLS1

De nombreuses études utilisant ces inhibiteurs ou des ARN interférences ont montré 1’intérét de

I’inhibition de la GLS1 dans les cancers avec une inhibition de la prolifération et une induction
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d’apoptose dans plusicurs mode¢les (prostate, lymphome B, sein, poumon,...), in vitro ou in vivo, avec
des particularités pour chacun. Les effets des différents modes d’inhibition ainsi que le modéle
tumoral utilisé sont colligés dans le tableau 3. Par exemple, I’inhibition de la GAC inhibe la croissance
des lignées de cancer du poumon non a petites cellules alors que I’inhibition de la KGA n’a pas
d’effet. L’inhibition de la GLS1 en association avec d’autres agents antitumoraux a été peu étudiée :
elle synergise avec la metformine dans le cancer de prostate (Fendt et al., 2013) ou avec 1’arsenic
trioxide dans le gliome (Martin-Rufian et al., 2014).

Outils Cible Type cellulaire Conditions Effet Référence
SiARN GLS1 Cancers c-myc+ (Prostate, in vitro antiprolifératif Gao, 2009
SiARN et BPTES GLS1 gliome IDH1 muté in vitro antiprolifératif Seltzer, 2010
inhibiton de la transformation induite
X Cancers Rho-GPTase+, in vitro et in vivo par Rho, de la clonogénicité,
968, siARN GAC et/ou KGA . K e o Wang, 2010
Lymphome, Sein (lymphome) antiprolifératif et diminution dela
taille des tumeurs xénotranplantées
968 GAC Cancer du sein in vitro apoptose Simpson, 2012
SiARN KGA Gliome in vivo apoptose Martin-Ruffian, 2012
ffet antiprolifératif i GAC
siARN GAC et KGA Cancer du poumon in vitro ettetan lpr(? Ih(_e:;a, fTquesi Van den Heuvel, 2013
inhibée
968, BPTES GLS1 Cancer de prostate in vitro antiprolifératif Fendt, 2013
Cellules primaires LAM . . e .
BPTES GLS1 ) ex vivo antiprolifératif Emadi, 2013
mutées IDH
) L L. apoptose et diminution de la taille
CB-839 GLS1 Cancer du sein invitro etin vivo ) ) Gross, 2014
des tumeurs xénotranplantées

Tableau 5. Effet antitumoral des inhibiteurs de GLS1.

Le cas des maladies a mutations d’IDH est particuli¢crement intéressant. En effet, Seltzer et al. ont
montré que I’inhibition de la GLS1 par le BPTES inhibait préférentiellement les gliomes présentant la
mutation d’IDH1 R132H (Seltzer et al., 2010). Le BPTES entraine une modification du métabolisme,
avec une augmentation de la formation de citrate, mais cependant pas d’effet sur le taux de 2-HG. De
facon contradictoire, le 968 ou un siARN de la GLS1 inhibent la synthese de 2-HG dans deux lignées
de cancer du sein (Terunuma et al., 2014). Dans les LAM, I’utilisation du BPTES sur 10 échantillons
de cellules primaires mutées ou non pour IDH1 ou 2 semble inhiber préférentiellement la prolifération
des LAM mutées pour ces génes (Emadi et al., 2013).

Les mécanismes précis expliquant I’effet antitumoral de I’inhibition de la GLS1 ne sont pas toujours
bien identifiés. Dans le cancer du sein, le 968 inhibe la transcription de génes anti-apoptotiques ou
pro-métastases comme BCL2, CCND1 ou MYC (Simpson et al., 2012). Cette inhibition passe par une
modification épigenétique : le 968 diminue la méthylation sur lysine 4 des histones au niveau du
promoteur de ces genes. Dans la lignée d’ostéosarcome U20S, le BPTES ou des shARNs visant la
GLS1 et la GDH inhibent mTORC1 en empéchant la formation de Rag-GTP et induisent de
I’autophagie (Durén et al., 2012). MTORCI est aussi inhibé par I’utilisation de I’inhibiteur AV-1 (Lee
etal., 2014).
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4. Métabolisme des LAM

Comme les autres cancers, les cellules de LAM ont un métabolisme adapté aux besoins de biosynthése
accrue. L’intérét croissant pour le métabolisme permet actuellement de mieux identifier les

mécanismes de cette reprogrammation dans ces pathologies.

4.1. Métabolisme des cellules souches hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) restent a 1’état quiescent dans la niche hématopoiétique
et ont un métabolisme adapté a cet environnement hypoxique, qui détermine également la balance
quiescence/prolifération et différenciation. Les CSH normales utilisent la glycolyse plutdt que la
phosphorylation oxydative pour assurer leurs besoins en énergie.

Une étude métabolomique ses CSH murines montre que celles-ci ont un métabolisme trés différent des
cellules sanguines plus matures, avec une glycolyse favorisée par la surexpression de la pyruvate
déshydrogénase kinase (PDK) (Takubo et al., 2013). La PDK inhibe la pyruvate déshydrogénase,
empéchant ainsi ’entrée du pyruvate vers le cycle TCA. Cette surexpression est favorisée par HIF1a,
lui-méme induit par le facteur de transcription Meisl (Simsek et al., 2010). L’inhibition de PDK ou de
HIFla diminue les capacités d’auto-renouvelement des CSH, soulignant I’importance de la glycolyse
pour maintenir les propriétés de cellule souche. Cette préférence peut étre expliquée par la moindre
toxicité de ce processus, la phosphorylation oxydative conduisant a la production de ROS. Les KO des
enzymes PKM2 ou LDHA dans la moelle de souris altérent les capacités de repopulation a long terme
des CSH murines, mais seule la déplétion de LDHA diminue le taux de cellules souches aprés
retransplantation (Wang et al., 2014c). Dans les deux modéles, ’inhibition de la glycolyse induit une
augmentation de la respiration mitochondriale, mais de fagon plus importante pour le KO de LDHA.
Celle-ci est alors accompagnée d’une production élevée de ROS, et son inhibition par ajout de N-
acétyl-cystéine réverse I’effet sur la CSH.

La B-oxydation des acides gras participe également aux besoins en énergie et est indispensable au
caractére souche, puisque son inhibition induit la différenciation cellulaire (Ito et al., 2012).

L’absence de phosphorylation oxydative est une caractéristique importante pour la quiescence
cellulaire. L’inhibition de la phosphatase mitochondriale PTEN-like Ptpmt1 dans la moelle des souris,
qui inhibe la respiration mitochondriale, inhibe la différenciation alors qu’elle augmente le pool de
CSH (Yu et al., 2013). L’augmentation des besoins en énergie lors de ’entrée en différenciation

dépendrait donc en partie de la réactivation de la phosphorylation oxydative.
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Figure 13. Métabolisme des CSH. Warr et Passegué, 2013.

Récemment, 1’équipe de N. Taylor a montré 1I’importance du métabolisme de la glutamine pour le
devenir et la spécification des CSH (Oburoglu et al., 2014). En effet, I’inhibition du transporteur de la
glutamine SLC1A5 empéche la différenciation érythroide et entraine les cellules vers une
différenciation myélo-monocytaire. Ce phénotype est reversé par 1’ajout d’acides nucléiques mais pas
par celui d’aKG. Dans ce cas, la glutamine est donc indispensable a la synthése des bases plutét qu’a

la phosphorylation oxydative.

4.2. Meétabolisme des LAM

Contrairement aux cellules hématopoiétiques normales, les cellules leucémiques présentent une
glycolyse et une phosphorylation oxydative actives. La mesure du nombre de mitochondries dans des
chloromes par rapport aux cellules médullaires normales chez la souris montre un nombre plus
important de mitochondries. Ces mitochondries ont la capacité d’utiliser la glutamine pour respirer, ce
qui démontre I’existence d’une enzyme a activité glutaminase dans les mitochondries (Abou-Khalil et
al., 1983). Des études plus récentes ont confirmé ce résultat par plusieurs méthodes. La quantification
de I’ADN mitochondrial ou le marquage au Mitotracker de cellules de LAM (CD34+, CD38+ et aussi
CD34+, CD38-) par rapport aux cellules normales demontrent une augmentation de la masse
mitochondriale (Skrti¢ et al., 2011). Cette augmentation s’accompagne d’une respiration
mitochondriale accrue (par mesure de la consommation en oxygene) et d’une sensibilité particuliere

des cellules de LAM a I’inhibition de la traduction mitochondriale par la tigécycline.
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L’inhibition du complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale par la metformine inhibe la
consommation en oxygene, la production d’ATP par la mitochondrie et augmente le flux glycolytique
(Scotland et al., 2013). Dans cette étude, la sensibilit¢ & la metformine dépend des lignées et
notamment de leur capacité a utiliser le glucose pour produire I’ATP (effet Pasteur), lui-méme corrélé
a la phosphorylation d’AKT. L’utilisation de 2-DG ou d’un inhibiteur d’AKT rend les lignées les plus
résistantes a nouveau sensibles a la metformine.

Les cellules de LAM ont une glycolyse accrue, qui serait augmentée par la présence des cellules
stromales (Samudio et al., 2008). En effet, la co-culture de lignées en présence de cellules
stromales augmente la production de lactate, mais sans augmenter la captation du glucose. Ce
phénomene est lié au découplage mitochondrie/glycolyse, via la surexpression de la protéine UCP2
(uncoupling protein 2). Cette protéine est située a la membrane interne mitochondriale et provoque un
court-circuit dans le gradient de protons. Ceci diminue le potentiel de membrane mitochondrial et
oriente le cycle TCA vers les voies anaplérotiques, expliquant le maintien de la respiration
mitochondriale et I’excés de production de lactate sans surconsommation de glucose. La méme équipe
a montré que la B-oxydation des acides gras participait a la phosphorylation oxydative en fournissant
I’acétyl-CoA a la place du pyruvate, la glutamine étant probablement 1’autre métabolite indispensable
pour fournir I’oxaloacétate (Samudio et al., 2010; Vélez et al., 2013).

La glycolyse et la glutaminolyse semblent donc étre des cibles intéressantes dans les LAM.
L’inhibiteur de la glycolyse 2-DG induit I’apoptose et inhibe la pousse des tumeurs dans un modéle de
xéno-transplantation de lignées de LAM a la souris (Suganuma et al., 2010; Tsunekawa-Imai et al.,
2013). De fagon importante, les KO de PKM2 et de LDHA diminuent I’initiation et la maintenance
des leucémies induites par les oncogénes MLL-AF9 ou BCR-ABL (Wang et al., 2014c). L’inhibition
du métabolisme de la glutamine (par privation en glutamine ou inhibition de la formation d’aKG par
I’EGCG ou I’AOA) dans 4 lignées cellulaires montre un effet sur la viabilité et la prolifération, corrélé
a ’expression de la GLS1 (Goto et al., 2014).

Contrairement au « bulk » des cellules de LAM, les cellules souches leucémiques (CSL) semblent
avoir des caractéristiques plus proches des CSH. En effet, Lagadinou et al. ont montré que les CSL
était caractérisées par une faible production de ROS (Lagadinou et al., 2013). Les cellules « ROS-
low » présentent une glycolyse et une consommation en oxygene diminuées mais indispensables a leur
survie. Elles surexpriment la protéine anti-apoptotique BCL-2 dont I’inhibition par inhibiteurs
pharmacologiques (BH3 mimétiques de type ABT-737 ou ABT-199) diminue la phosphorylation
oxydative a la fois dans le bulk leucémique et dans la population ROS-low et induit leur apoptose.
Celles-ci ne sont cependant pas capables d’augmenter la glycolyse en réponse a cette inhibition et le
ciblage de la respiration mitochondriale pourrait donc étre particulierement intéressante dans la

population de CSL.
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RESULTATS

PARTIE I: Etude de l'implication de la Gln dans
I'activation de mTORC1 dans les LAM

Dans la premiere partie de mon travail de thése, j’ai étudié ’implication de la voie des AA dans
I’activation de mTORC1 observée dans les LAM. En effet, plusieurs travaux antérieurs réalisés dans
mon laboratoire d’accueil avaient montré I’existence d’une activation constitutive de mTORC1 dans la
majorités des échantillons primaires de LAM, qui n’était pas retrouvée dans des cellules CD34+
normales (Tamburini et al., 2008). Les travaux de Nicklin et al (Nicklin et al., 2009) avaient démontré
par ailleurs I’importance de deux AA, la leucine et la glutamine, dans 1’activation de mTORCI1 dans
des cellules HEK-293, ce qui nous a conduits a étudier cette voie comme cible thérapeutique
potentielle dans les LAM.

Nous avons tout d’abord vérifié que ces 2 AA étaient bien essentiels a 1’activation de mTORC1 dans
les LAM en cultivant les cellules dans des milieux déplétés en ces AA. La privation en gln et/ou leu
conduit bien a I’inhibition rapide de mTORCI1 dans des lignées et la plupart des cellules primaires de
LAM. La privation en gln seule induit une mort cellulaire caspase-dépendante dans les LAM, mais n’a
pas d’effet sur la viabilité des cellules CD34+ normale dans des conditions de culture identiques.

Nous avons ensuite utilisé plusieurs outils ciblant I’entrée de gln dans la cellule. L’inhibition du
transporteur de la gln SLC1AS5 par un shARN inductible par la doxycycline permet de reproduire les
effets fonctionnels de la privation en gln, inhibe complétement la pousse tumorale dans un modéle de
xénotransplantation de cellules leucémiques et améliore la survie des souris.

Il n’existe pas cependant a I’heure actuelle d’inhibiteur de ce transporteur utilisable en clinique, et
nous avons donc poursuivi nos travaux en utilisant un deuxiéme outil, la L-asparaginase. En effet, ce
médicament, déja bien connu et utilisé de fagon courante dans le traitement de LAL, a également une
activité glutaminase, et permet de mimer les effets d’une privation brutale des cellules en gln. Nous
avons observé une inhibition de I’activité de mTORCI1 en présence de L-ase proportionnelle a la
dégradation de la gln extracellulaire. Cet effet est indépendant de 1’activité asparaginase de cette
drogue puisque la privation en asn n’a aucun effet fonctionnel sur les blastes de LAM. La L-ase induit
donc une importante mort cellulaire par apoptose qui est aussi inversement proportionnelle au taux de
gln extracellulaires et inhibe la synthése protéique via la suppression de la phosphorylation du

répresseur de la traduction 4EBP1 en aval de mTORCL.
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Nous nous sommes ensuite intéressés a deux éventuels mécanismes de résistance intrinséque ou acquis
a la privation en gln: ’expression de la glutamine synthase (GS) et ’autophagie. La privation en gln
par culture dans un milieu déplété ou par exposition a la L-ase induit I’expression protéique de la GS
(qui n’est pas exprimée de base) dans les cellulaires primaires et dans les lignées de LAM, et son
inhibition d’expression concomitante par shARN permet de diminuer I’apoptose dans une seule lignée
(MV4-11) sur les 4 testées. L’autophagie apparait étre un mécanisme de résistance plus intéressant. En
effet, la privation en gln par nos différents outils induit une autophagie massive, notamment ne
présence de l-ase et son inhibition par des ShARN anti-beclin ou anti-ATG5 augmente
significativement I’apoptose dans la lignée OCI-AML3.

Ces résultats ont fait ’objet d’une publication dans Blood dont je suis co-premiere auteur, ci apres et
en annexe 1 pour les données supplémentaires (Willems L et Jacque N et al., 2013), d’un éditorial
associ¢ a cette publication (Annexe 2) et d’un éditorial dans la revue Oncoscience qui sera

prochainement indexée sur Pubmed (Annexe 3).

72



PARTIE II: Etude de la glutaminolyse dans les
LAM

Les effets pro-apoptotiques que nous avons observés lors de la privation en glutamine des cellules
leucémiques sont bien supérieurs a ceux que 1’on peut observer en inhibant mTORCI1 avec les
inhibiteurs classiques, la rapamycine ou les Torkinhibs (Chapuis et al., 2010; Tamburini et al., 2008;
Willems et al., 2012).

Pour savoir si I’inhibition de mTORCL était impliquée dans la mort cellulaire induite par la privation
en gln, nous avons utilisé un mutant de mTOR (MTORSL1+IT) qui maintient le complexe mTOR
activé en I’absence d’AA. Nous avons observé un taux d’apoptose identique que le complexe
mTORCL1 soit inhibé ou non en situation de privation en glutamine alors méme que les cellules
exprimant le mutant mTORSL1+IT conservent bien une activation détectable de la voie mTORC1,
comme en témoigne la phosphorylation de la p70S6K sur la thréonine 389 en situation de privation

(figure 14).
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Figure 14. L'apoptose induite par la privation en gln n'implique pas mTORC1. A. Le mutant de mTOR
SL1+IT est induit par la doxycycline dans la lignée MOLM-14 et la phosphorylation de p70S6K1 est étudiée en
privation en gin. B. La lignée MOLM-14 SL1+IT est cultivée sans gln ou en présence de L-ase, et I’apoptose est
étudiée par marquage annexine V.
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Ces résultats nous ont donc conduits a étudier plus précisément le métabolisme de la gln dans les
LAM afin de déterminer la voie métabolique exacte utilisée par ces cellules dont I’inhibition conduit
aux effets pro-apoptotiques et anti-prolifératifs observés en cas de privation en cet AA.

Dans un premier temps, nous avons étendu I’étude de 1’apoptose en condition de privation en gln a 11
lignées de LAM et avons observe une mort cellulaire constante mais hétérogene selon ces lignées. De
facon intéressante, cette mort cellulaire est totalement inhibée lorsque les cellules sont cultivées en
présence d’aKG, le métabolite essentiel du cycle TCA situé en aval de la glutaminolyse.

Nous nous sommes donc intéressés plus précisément au role de la gln dans le maintien d’un cycle
TCA et d’une phosphorylation oxydative actifs. Comme attendu, nous montrons que la gln est
indispensable a la respiration mitochondriale des cellules leucémiques puisque la consommation en
oxygene, étudiée avec I’appareil Seahorse XF96 d’analyse de flux métaboliques, est totalement
inhibée en condition de privation en gin, a la fois en situation basale et en présence d’un agent
découplant mitochondrial qui permet d’engager les réserves respiratoires mitochondriale de la cellule.
L’ajout d’aKG permet de maintenir la phosphorylation oxydative des cellules leucémiques en absence
de gin.

Nous avons ensuite approfondi ce résultat en étudiant spécifiquement la glutaminolyse dans les LAM.
L’enzyme responsable de ce processus dans les LAM est I’isoforme courte de la GLSI1, la GAC.
Celle-ci est la GA la plus exprimée au niveau protéique et ARNm dans toutes les cellules primaires et
dans les lignées de LAM testées, alors que la KGA 1’est a faible niveau ou de fagon inconstante et que
la GLS2 ne I’est pas du tout. Nous avons aussi montré que le profil d’expression des GA est identique
dans les progéniteurs hématopoiétiques normaux CD34+ ce qui indique que I’expression ou la
surexpression de la GAC n’est pas un fait observé dans les LAM a I’inverse de ce qui est décrit dans
d’autres pathologies tumorales ou des surexpressions de GAC peuvent étre rapportées. L’inhibition de
la glutaminolyse par deux shARN inductibles par la doxycycline ciblant les deux isoformes de la
GLS1 ou par une inhibition pharmacologique par le composé CB-839 (Calithera Biosciences) permet
d’inhiber la respiration mitochondriale, réduit de facon drastique la prolifération et induit de
I’apoptose dans la majorité des lignées de LAM testées. Ces effets sont également observés dans des
cellules primaires alors que les cellules CD34 normales, bien qu’elles expriment la GAC a un niveau
similaire, ne sont pas sensibles a I’inhibition de la glutaminolyse en termes d’induction d’apoptose ou
d’inhibition de leur prolifération.

Enfin, la mort cellulaire observée est déclenchée par une apoptose mitochondriale intrinseque, puisque
le premier événement de la cascade apoptotique est la dépolarisation de la membrane mitochondriale.
Nous avons donc testé logiquement les effets de ’inhibition de la glutaminolyse en association avec
I’inhibition de BCL-2 par I’ABT-199 afin de réaliser un priming mitochondrial et avons pu observer
I’induction d’une réponse apoptotique synergique entre ces deux approches thérapeutiques dans deux

lignées sensibles.
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Ces résultats sont développés dans Darticle ci-dessous et en annexe 4 pour les données

supplémentaires, en cours de soumission a la revue Blood.
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Abstract

Cancer cells require glutamine to adapt to increased biosynthetic activity. Limiting
step of intracellular glutamine catabolism involves its conversion to glutamate by
glutaminase (GA). Different GA isoforms are encoded by human GLS1 or GLS2
genes. We show that glutamine level controls mitochondrial oxidative
phosphorylation (OXPHOS) in AML cells. Glutaminase C (GAC) is the GA isoform
most prominently expressed in AML. Genetic GLS1 knockdown or pharmacological
inhibition by the drug CB-839 reduces OXPHOS, leading to proliferation arrest and
apoptosis of leukemic cells, without cytotoxic activity against normal human CD34+
progenitors. Strikingly, GLS1 knockdown inhibits tumor formation in a mouse
xenotransplantation model. Anti-leukemic activity of CB-839 was abrogated by the
expression of a GACK®?® hyperactive allele and by the addition of the TCA cycle
product a-ketoglutarate, attesting for the critical nature of GLS1 function in AML
survival. Finally, glutaminolysis inhibition activates mitochondrial apoptosis and
synergistically sensitizes leukemic cells to priming with the BCL-2 inhibitor ABT-199.
These results show that targeting glutamine addiction through GALS1 inhibition offers

new therapeutic perspectives in AML.

Introduction

Cancer cells survival is dependent on sustained biosynthetic activities promoted by
increased nutrients uptake such as glutamine. Energy production required for
metabolism depends on glycolysis rather than mitochondrial oxidative
phosphorylation (OXPHOS) (Warburg effect), leading to lactate production from
glucose®. However, mitochondrial functions in cancer cells remain intact?, allowing
tricarboxyclic acid (TCA) cycle intermediates to feed biosynthetic pathways.
Consequently, cancer cells may become addicted to glutaminolysis — a limiting step
of TCA cycle — as glutamine represents a major source of carbon molecules
sustaining tumor growth-facilitating metabolic pathways®. The gatekeeper enzyme of
glutaminolysis is glutaminase (GA), which catalyzes hydrolysis of glutamine to
glutamate. In a second step, glutamate dehydrogenase (GDH) or transaminases

produce a-ketoglutarate (aKG) from glutamate to feed the TCA cycle. In mammalian
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cells, the GA family comprise two isoforms encoded by GLS known as kidney (K-
type) glutaminase (KGA) and glutaminase C (GAC) and globally referred to as
GLS1*°. GLS1 and essentially GAC are increased in many cancers compared to
normal tissues and targeted inhibition proved antitumor effects®®. Besides, GLS2
encodes two liver (L-type) isoenzymes: LGA and GAB, collectively referred to as
GLS2 12, GLS2 is a p53 target gene with tumor suppressive functions™>**.

We previously showed that targeting glutamine uptake has robust anti-leukemic
activity in acute myeloid leukemia (AML) and we suggested an implication of the
mTORC1 signaling pathway downstream glutamine addiction in this context™.
However, little is known on mitochondrial metabolism in AML. Primary AML cells
have an increased mitochondrial mass and oxygen consumption compared to normal
hematopoietic cells and targeting mitochondrial translation has antileukemic effects™®.
Inhibition of mitochondrial respiratory chain complex | by metformin reduces oxygen
consumption and induces cytotoxicity in AML'’. Moreover, leukemic stem cells
(LSCs) characterized by low reactive oxygen species (ROS) are addicted to
OXPHOS rather than glycolysis as OXPHOS targeting using BCL-2 inhibitors results
in apoptotic cell death that cannot be compensated by increased glycolysis®®.

We report here that GLS1 and specially the GAC isoform is the major GA
isoform expressed at the protein level in AML. Using genetic and pharmacological
approaches we show that GLS1 inhibition reduces oxygen consumption rate (OCR),
leading to cell proliferation inhibition and apoptosis. In a mouse xenotransplantation
model of AML, doxycycline-inducible GLS1 knockdown reduces tumor growth and
extends survival. Finally, glutaminolysis inhibition activates a caspase-dependent
mitochondrial apoptotic pathway and synergizes with BCL-2 inhibition by CB-839.
Our current results show that targeting glutaminolysis represents an interesting

strategy to exploit glutamine addiction of AML cells as a therapeutic modality.

Material and methods
Human Primary Samples

Patients and healthy donors provided a written informed consent in accordance with
the declaration of Helsinki and approval was obtained from the Cochin Hospital
Institutional Ethic Committee. Bone marrow (BM) or peripheral blood (PB) samples
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with > 70% blast cell content were obtained from 31 patients with newly diagnosed
AML whose characteristics are provided in Supplemental Table 1. The CD34+
fraction enriched in hematopoietic progenitor cells (HPC) from BM healthy donors or
umbilical cord blood were purified using MIDIMACS immunoaffinity columns (Milteny

Biotech, Bergish Badgash, Germany).
Cell Lines and Reagents

We used MOLM-14, MV4-11, MOLM-13, OCI-AML2, OCI-AML3, HL60, K562, HEL,
THP-1, U937 and KG1A AML cell lines, whose main characteristics are listed in
Supplemental Table 2. Cells were cultured in RPMI with glutamine (Gibco 61870, Life
technologies® Saint Aubin, France) or glutamine-free RPMI (Gibco 21870),
supplemented with 10% dialyzed Fetal Bovine Serum (FBS) with or without 4 mM
glutamine, as indicated. CB-839 was provided by Calithera Bioscience (San
Francisco, CA, USA). Compound 968 was from Merck Millipore (Darmstadt,
Germany). BPTES (SML0601) and dimethyl-aKG (34963-1) were from Sigma (St.
Louis, MO, USA). Z-IETD-FMK (caspase 8 inhibitor) was from R&D systems
(Minneapolis, MN, USA) and the Q-VD-OPh pan-caspase inhibitor (SML0063) was
from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). ABT-199 (GDC-0199) was from Selleck
Chemical (Houston, TX, USA).

Western Blotting

Whole-cell extracts and WB were performed as described®. Antibodies against
PARP, cleaved-caspase-3, caspase 8, p2l1 and p27 were obtained from Cell
Signaling Technology (Beverly, MA, USA); anti-B-actin and anti-GLS2 (HPA038608)
antibodies were from Sigma-Aldrich; anti-GAC antibody (19958-1-AP) and anti-GLS1
(20170-1-AP) were from Proteintech (Manchester, UK). Anti-P85 antibody was raised

in-house.
Proliferation assays

Cells were seeded at 5x10%/ml on day 0 and counted using trypan blue staining after
3, 5and 7 days.

Apoptosis assay
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Apoptosis was quantified by annexin V-PE (Becton Dickinson Biosciences, Le Pont
De Claix, France) or TMRE (ab113852 Abcam, Paris, France) staining by flow

cytometry.
Lentiviral vectors

GLS1 [TCRN0000045630 (shRNA#5) and TCRN0000045632 (shRNA#7)] and non-
targeted (control) shRNAs were purchased from Open Biosystems and cloned into a
pLKO-Tet-On inducible or pLKO.1 plasmids (plasmid #21915% and #8453%;
Addgene, Cambridge, MA). The GAC***®* and GAC"' alleles were cloned from
pcDNA hGAC vectors # into the pInducer plasmid?®.

Metabolic assays

Intracellular ATP levels were quantified by a luminescence-based cellular assay
(CellTiter-Glo®, Promega, Madison, WI, USA). Oxygen consumption was measured
using the Seahorse XF96 extracellular flux analyzer as reported®. Briefly, 2x10° cells
per condition were seeded in 96-well XF96 well plates coated with BD Cell-Tack
(Becton Dickinson Biosciences) and loaded with serum-free unbuffered Dulbecco's
Modified Eagle's Medium with (102365-100) or without glutamine (102353-100). After
1 h incubation (37°C without CO,), steady-state and post-intervention analysis (after
0.25; 0.5 and 1uyM CCCP or 10uM antimycine) were recorded. Glutamate, malate

and citrate concentrations were measured as reported®,
AML xenografts in nude mice

MOLM-14 transduced with a doxycycline (Dox)-inducible GAC shRNA or a control
shRNA were subcutaneously injected into nude mice as reported’®. Mice were
treated with Dox ad libitum every day for 20 days starting at d1 (n=10). Tumor growth
was measured three times per week. All experiments were conducted in accordance
with the guidelines of the Association for Assessment and Accreditation of Laboratory

Animal Care International.
Statistical analysis

All data are expressed as mean values with standard deviations. Statistical
significance in the differences between experimental groups was determined using
the Student’s t-test; *P<0.05, *P<0.01 and **P<0.001 using Prism software
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(GraphPad, La Jolla, CA, USA). Experiments done in AML cell lines were performed
at least three times separately. Synergistic effects were evaluated using Chalice

analyzer online.

Results
Glutamine controls mitochondrial OXPHOS in AML

We previously reported that inhibition of glutamine uptake has anti-leukemic effects in
AML™. We extended this observation to a panel of 11 AML cell lines cultured with or
without glutamine. Glutamine removal significantly induced apoptosis in all AML cell
lines tested (figure 1A). As glutamine feeds the TCA cycle in many cancers, we
hypothesized that apoptosis induced upon glutamine removal resulted from TCA
cycle inhibition. In support of that, the TCA cycle intermediate a-ketoglutarate (aKG)
prevented glutamine removal-induced apoptosis in OCI-AML2 and MOLM-14 cell
lines (Figure 1B). Across 6 different AML cell lines, we observed a rapid decrease in
intracellular ATP content upon glutamine removal (Figure S1). OCI-AML2 and
MOLM-14 cell lines were cultured with or without glutamine and we observed a
significant OCR decrease — as measured by a Seahorse XF96 analyzer — indicative
of OXPHOS inhibition in glutamine-deprived AML cells (Figure 1C). The effect of
glutamine privation on OCR was blunted by co-incubation with aKG in these cell lines
(Figure 1D). These results indicate that AML cells are addicted to glutamine-

dependent TCA cycle.

The GAC protein is prominently expressed among GA and controls OCR in
AML

We studied the expression of KGA, GAC and GLS2 proteins in 26 primary AML
samples, 11 AML cell lines, and 4 normal CD34+ hematopoietic progenitor cells
(HPCs) (Figure 2A and S2A). Across these samples, the GAC isoform of GLS1 was
constantly expressed while KGA was barely detectable and GLS2 was absent
(Figures 2A and S2A). Similar results were observed at the mRNA level (data not
shown). We utilized two Dox-inducible hairpins (ShRNA#5 and shRNA#7) targeting

both GLS1 isoforms. GLS1 knockdown induced in MOLM-14 and OCI-AML2 cells
81



reduced baseline and CCCP-induced OCR (Figure 2B), indicative of lowered
OXPHOS metabolism. Similar results were observed in HL-60 cell line but not in OCI-
AML3 (Figure S2B). We then tested the effects of 3 GSL1 inhibitors on OCR. CB-
839%* and BPTES? inhibit both isoforms whereas compound 968 is supposed to be
GAC-specific®. In OCI-AML2, CB-839 but not BPTES or compound 968 inhibited
baseline OCR (Figure 2C). After mitochondrial uncoupling by CCCP, both CB-839
and BPTES reduced OCR in contrast to compound 968. Similar results were
observed in MOLM-14 cell line (Figure S2C). In addition to OCR modulations in OCI-
AML2, CB-839 and BPTES, but not compound 968, decreased intracellular
concentrations of glutamate, malate and citrate which suggests that these
compounds are good tools to target glutaminolysis and TCA cycle (Figure 2D). In
OCI-AML2, aKG reversed CB-839-induced inhibition of OCR both at the baseline and
after decoupling, demonstrating that OCR suppression was related to CB-839-
induced glutaminase inhibition in this context (Figure 2E). Similar results were
obtained in MOLM-14 cell line (Figure S2D). OCI-AML2 cells were transduced with
Dox-inducible GACYT or GACK®**®* alleles (Figure 2F). GACK®% allele encodes a
fiber-prone superactive form of GAC which is insensitive to BPTES?!. Expression of
the GAC*** mutant in OCI-AML2 cells promoted resistance to CB-839 in terms of
impact on the OCR (Figure 2G). Overall, these results indicate that targeting

glutaminolysis impacts mitochondrial respiration and OCR.

Targeting glutaminase activity inhibits AML cell proliferation

Expression of shGLS1#5 and shGLS1#7 hairpins was induced in AML cell lines
(OCI-AML2, MV4-11, MOLM-14, HL-60 and OCI-AML3) by Dox. Upon GLS1
knockdown, decreased cellular proliferation was observed in all conditions with a
more dramatic effect in OCI-AML2 (Figures 3A-B and Supplemental Figure 3A). Cell
proliferation was partially restored by co-incubation with aKG (Figure 3C). Among 10
distinct AML cell lines, the CB-839 compound reduced cellular proliferation (Figure
3D) which was blunted by co-incubation with aKG in OCIl-aML2, HL-60, MOLM-14
and MV4-11 cell lines (Figure 3E and S3B). In agreement with proliferation blockade,

we observed an accumulation of p21°P* and P27"** proteins in 2 cell lines treated
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with CB-839 (Figure S3C). In contrast, CB-839 did not reduce cellular proliferation
across 4 different CD34-enriched HPCs samples (Figure 3F).

GLS1 controls AML survival through the TCA cycle

We observed apoptosis — as attested by annexin V staining — in 5 different AML cell
lines upon GLS1 knockdown and particularly in OCI-AML2 (Figure 4A) and apoptosis
was reduced in cells co-incubated with aKG (Figure S4A). In normal CD34+ HPCs,
GLS1 knockdown did not resulted in significant apoptosis (Figure 4B). shGLS1#5-
expressing or control shRNA-expressing MOLM-14 cells were xenografted to NUDE
mice. Dox-induced GLS1 knockdown prevented tumor growth and extended mice
survival (Figures 4C-D). The anti-leukemic activity resulting from GAC inhibition by
CB-839 was then tested on 11 AML cell lines and CB-839 induced apoptosis in 7 of
them (Figure 4E). This pro-apoptotic activity was reversed by co-incubation with aKG
in OCI-AML2 and HL-60 cells (Figure 4F). Similarly, ectopic expression of the
superactive GAC***®* mutant preserved cell viability in CB-839-treated OCI-AML2
cells (Figure 4G). CB-839 also induced apoptosis in primary AML samples but not in
normal CD34+ HPCs (Figure 4H). These results indicate that GLS1 inhibition targets

leukemic but not normal hematopoietic cells.

GLS1 inhibition induces mitochondrial apoptosis and sensitizes leukemic cells
to priming with ABT-199

In OCI-AML2 cells, GLS1 inhibition correlated to mitochondrial depolarization as
shown by an decreased proportion of TMRE-positive cells in CB-839-treated and in
GLS1-knockdown cells (Figure 5A, upper). Accordingly, GALS1 blockade induced
caspase-8, caspase-3 and PARP cleavage (Figure 5A, lower). To determine which
pro-apoptotic pathway was engaged downstream of GLS1 disruption, we used a
specific caspase-8 inhibitor (IETD) and a pan-caspase inhibitor (QVD). CB-839-
induced mitochondrial depolarization was reversed neither by IETD nor QVD while
caspase-8 cleavage was abrogated by both inhibitors (Figure 5B). CB-839-induced
annexin V staining was prevented by QVD, but not by IETD, ruling out an implication

of the caspase-8-dependent extrinsic pathway in CB-839-induced apoptosis (Figure
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5B, right panel). In agreement, we hypothesized that mitochondrial priming may
potentiate the antileukemic effects resulting from GLS1 inhibition. We co-cultured
AML cells with crescent doses of the BH3 mimetic ABT-199 - which specifically
inhibits BCL-2?° - and of CB-839. In OCI-AML2 and MOLM-14 cell lines, ABT-199
and CB-839 synergized to induce annexin V staining (Figures 5C-D). The specificity
of our observation was corroborated by the absence of impact of BH3 mimetic
priming on annexin V staining in the CB-839-resistant OCI-AML3 cell line
(Supplemental Figure 5). Overall, these results indicate that glutaminolysis inhibition
relies on mitochondrial depolarization and intrinsic caspase-dependent apoptosis to
produce anti-leukemic activity and support combination of GLS1 inhibitors to BH3
mimetic compounds as a promising drug combination in a clinical perspective in
AML.

Discussion

Targeting glutamine metabolism has recently emerged as a promising approach to
cancer treatment because it controls energy formation, survival and growth of cancer
cells?’. The SLC1A5 plasma membrane transporter promotes intracellular glutamine
accumulation which in turns increases leucine uptake via the SLC7A5 amino acid
translocator and this process is critical in the activation of the mTORCL1 signalling
pathway through the Ragulator-Rag complex®®. Next to this control of mTORC1
activity, glutamine catabolism begins with glutamine conversion to glutamate in
reactions catalyzed by GA that either donate the amide nitrogen to biosynthetic
pathways or release it as ammonia. Glutamate, the product of the GA reaction is the
most important source of aKG which is a major TCA intermediate and the substrate
for dioxygenases, among which are prolyl hydroxylases, histone demethylases and
the TET2 5-methylcytosine hydroxylase. The major function of aKG is to sustain
OXPHOS through the TCA cycle, thus becoming an important source of energy.
However, glutamate also provides precursors for glutathione production which
contributes to maintain the oxidative status of cells. It is also a source of amino
groups for non-essential amino acids like alanine, aspartate, glycine and serine.
Finally, glutamine-derived nitrogen is a component of hexosamine for N-glycosylation

reactions and controls nucleic acid synthesis®.
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In AML, glutamine controls mTORC1 activity through the amino acid pathway and
glutamine depletion blocks protein synthesis'®>. Besides mTORC1, the other
metabolic pathways dependent on glutamine may account for the antileukemic
activity resulting from glutamine privation. In our current report, we show that AML
cells are generally addicted to glutamine, dependent on mitochondrial OXPHOS. The
critical role of glutamine as a limiting step of the TCA cycle — as attested by the pro-
survival activity of the TCA cycle intermediate aKG in glutamine-starved AML cells —
prompted us to study the impact of glutaminolysis on AML cell proliferation and
survival. In agreement with observations made in other cancer types, we found that
GLS1, and particularly the GAC isoform, was the most frequently and strongly
expressed GA isoform in AML cells’. GLS1 expression level was found within the
same range across AML samples but also when compared to normal HPCs,
indicating that GLS1 overexpression is probably not a leukemic feature, contrary to

other cancer models®.

Three GLS1 inhibitors are currently available: BPTES, compound 938 and CB-839.
Among them, CB-839 is currently given in human in phase | clinical trials in solid
tumors, lymphoid and myeloid malignancies (NCT02071862, NCT02071888 and
NCT02071927). Compound 968 was identified following a small molecule screen in
RhoGTPase-transformed fibroblasts and its activity is reported as directed against
GAC but not KGA® In our experiments, compound 968 had no effect on
glutaminolysis: it did not reduce the measure of OCR and did not impact the TCA
metabolite intermediates in AML. Moreover, compound 968 induced mild apoptosis in
AML cell lines which was not rescued by aKG, highly suggesting that these functional
effects were related to off-target effects (data not shown). In contrast, both BPTES
and CB-839 had an impact on TCA cycle and OCR. Strikingly, the pro-apoptotic
activity of the clinical candidate molecule CB-839 was blunted by both oaKG co-

treatment and by the expression of a GACK324

super-active mutant. These findings,
using a pharmacological approach, were corroborated by the effect of GLS1
knockdown achieved by two distinct hairpin sequences in AML cell lines. From these
data, we conclude that specific GLS1 blockade — particularly using the CB-839

compound — efficiently eradicates AML cells in a pre-clinical setting.

In normal hematopoiesis, metabolism recently emerged as critically involved in

survival, proliferation and stem cell lineage specification. Normal murine HSCs exhibit
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high rates of glycolysis favored by high expression of pyruvate dehydrogenase
kinase (PDH) that suppresses mitochondrial glucose oxidation, and this process is
essential to self-renewal capacities®. It was also shown that mice deficient in
glycolysis enzymes like M2 pyruvate kinase (PKM2) or lactate dehydrogenase A
(LDHA) have hematopoietic defects with abnormal progenitor functions and, in the
case of LDHA knockdown, HSCs abnormalities with impaired long term reconstitution
capacities®’. Glutamine metabolism also regulates human HSCs lineage specification
as it was demonstrated that the SLC1A5 glutamine transporter is necessary for
erythroid specification by regulating de novo nucleotide biosynthesis®*. In a
perspective of therapeutic application of GSL1-targeting in human, we investigated
the potential toxicity resulting from GLS1 inhibition on normal haematopoiesis. GLS1
homozygous deletion is lethal during the first postnatal day due to neurological
disorders®'. However, the impact of GLS1 knockout on blood formation has not been
reported as yet*. In normal immature CD34+ hematopoietic progenitor cells, our
current data show that GLS1 inhibition did not translate to reduced cellular
proliferation and/or survival. Moreover, orally given CB-839 did not modified the blood
cell count parameters in a mouse xenotransplantation model of breast cancer®®. The
results of ongoing clinical trials will probably confirm the favourable therapeutic index
of GLS1-targeting found in our preclinical analysis.

We further showed that GLS1 inhibition-induced apoptosis engaged caspase
activation and mostly involved the intrinsic mitochondrial apoptotic pathway. While
the molecular mechanism leading from GLS1 disruption to mitochondrial membrane
depolarization remains incompletely understood, this pattern of caspase activation
might suggest new therapeutic combinations. Indeed, BH3-mimetic compounds -
such as ABT-199 or ABT-737 - are specifically acting on BCL-2, leading to
subsequent cytochome C release and mitochondrial apoptosis through active
Bak/Bax dimmers formation®. In primary AML LSCs, high expression of BCL-2
supports a preponderant OXPHOS metabolism and correlates to a high sensitivity to
BCL-2 inhibition in this cellular compartment®. Our current findings on the synergic
antileukemic activity of combined BCL-2 (using ABT-199) and GLS1 (using CB-839)

inhibition open a route for testing this strategy in clinical trials.

In conclusion, we show a unique sensitivity of AML cells to glutaminolysis inhibition

due to a sustained TCA cycle and OXPHOS activity. Our analysis of the molecular
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mechanisms of apoptosis downstream GLS1 inhibition also provides the molecular
basis for synergistic GLS1 and BCL-2 inhibitors combination as a new therapeutic

strategy in AML.
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Figure 4
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Figure Legends

Figure 1

A. Eleven AML cell lines were cultured with or without GIn (4 mM) for 48 hours. Apoptosis was then
guantified by flow cytometric analysis of annexin V binding. B. OCI-AML2 and MOLM-14 cell lines
were cultured for 48 hours with or without GIn (4 mM) and dmaKG (5 mM) as indicated, and apoptosis
was quantified by annexin V binding. C. OCI-AML2 and MOLM-14 cell lines were cultured for 48 hours
with or without GIn (4 mM) and the O2 consumption rate (OCR) was then measured using the
Seahorse XF96 extracellular flux analyzer, both under basal conditions and after the addition of
increasing doses of CCCP (addition of 0.25, 0.25 and 0.5 uM) and antimycine (10 pM), as indicated.
Histograms show the representation of 3 independent experiments, at baseline or after CCCP
(cumulated dose 1uM). D. MOLM-14 cell lines were cultured for 48 hours with or without Gln (4mM)
and dmaKG (5mM) as indicated and the O2 consumption rate (OCR) was then measured as in C.
Histograms show the representation of 3 independent experiments.

Figure 2

A. Human leukemic cell lines, AML cells from 8 patients and normal CD34+ HPCs from 4 healthy
donors were analyzed by WB using anti-GLS1, anti-GLS2 and anti-actin antibodies. B. MOLM-14 (left
panel) and OCI-AML2 (right panel) cells were infected with a lentiviral vector expressing a doxycycline
inducible GLS1 shRNA (#5). Stably infected cell lines were established under puromycin selection.
After 2 days of doxycycline exposure, the O2 consumption rate (OCR) was measured using the
Seahorse XF96 extracellular flux analyzer, both under basal conditions and after the addition of CCCP
and antimycin, as indicated. The inhibition of GAC expression was controlled in WB using anti-GAC
antibody. Histograms show the representation of 3 independent experiments. C. OCI-AML2 cells were
cultured with or without CB-839 (1uM), BPTES (10uM) or 968 (10uM) for 6 hours and the O2
consumption rate (OCR) was measured using the Seahorse XF96 extracellular flux analyzer.
Histograms show the representation of 3 independent experiments. D. OCI-AML2 cells were cultured
with or without CB-839 (1uM), BPTES (10uM) or 968 (10uM) for 4 hours and 5 million cells were
washed twice in cold PBS; the pellet was frozen and the indicted metabolite was measured. E. OCI-
AML2 cells were cultured with or without CB-839 (1uM) and dmaKG (5mM) for 6 hours and the O2
consumption rate (OCR) was measured using the Seahorse XF96 extracellular flux analyzer.

Histograms show the representation of 3 independent experiments. F. OCI-AML2 cells were infected
98



with a lentiviral vector expressing a doxycycline inducible GAC WT or GAC K320A both tagged with
V5. Stably infected cell lines were established under puromycin selection. After 6 hours of doxycycline
exposure with or without CB-839, the O2 consumption rate (OCR) was measured using the Seahorse
XF96 extracellular flux analyzer, both under basal conditions and after the addition of CCCP and
antimycin, as indicated. Histograms show the representation of 3 independent experiments G. OCI-
AML2 cells stably infected with GAC WT or GAC K320A were cultured 6 hours with or without
doxycycline or CB-839 (1uM) and analyzed by WB using anti-GAC anti-actin antibodies.

Figure 3

A. OCI-AML2 and MOLM-14 shGLS1#5 leukemic cells were seeded at 5 x 10° cells/ml with and
without doxycycline and viable cells were counted following trypan blue staining at days 3, 5 and 7.
Each experiment was performed at least 3 times independently. B. OCI-AML2, MV4-11, MOLM-14,
HL-60 and OCI-AML3 cells infected with ShGLS1#5 or #7 were seeded at 5 x 10° cells/ml with and
without doxycycline and viable cells were counted following trypan blue staining at days 3, 5 and 7.
Each experiment was performed at least 3 times independently. C. OCI-AML2 and MOLM-14
shGLS1#5 leukemic cells were seeded at 5 x 10° cells/ml with and without doxycycline and dmaKG
(5mM) and viable cells were counted following trypan blue staining at day 7. D. Ten cell lines were
seeded at 5 x 10° cells/ml with and without CB-839 (1uM) and viable cells were counted following
trypan blue staining at days 3, 5 and 7. E. OCI-AML2 cells were seeded at 5 x 10° cells/m| with and
without CB-839 (1uM) and dmaKG (5mM) and viable cells were counted following trypan blue staining
at days 3, 5 and 7. F. CD34+ HPCs from 4 healthy donors were seeded at 5 x 10° cells/ml with and
without CB-839 (1uM) and viable cells were counted following trypan blue staining at days 2, 3, 4 and
5.

Figure 4

A. ShGLS1#5 was induced during 4 days in OCI-AML2, HL-60, MV4-11, MOLM-14 and OCI-AML3
leukemic cells with doxycycline, and apoptosis was evaluated using annexin-V binding. B. CD34+
HPCs from 3 healthy donors were infected with a lentiviral vector expressing a non-inducible GLS1
shRNA (#5) and selected in puromycin for 2 days; 3 days after, apoptosis was evaluated using
annexin-V staining and protein extracts were immunobloted with anti-GAC and actin antibodies. C.
MOLM-14 shGLS1 cells or MOLM-14 shCTR cells were injected into 10 nude mice (2.5 x 10° in each

side). The mice were then treated with doxycycline by oral gavage and the tumor volumes were
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determined every two days during 14 days. D. Kaplan-Meier survival curves of nude mice treated with
doxycycline. E. Eleven cell lines were cultured 4 days with and without CB-839 (1uM) and apoptosis
was evaluated using annexin-V staining. F. OCI-AML2 and HL-60 cells were cultured 4 days with and
without CB-839 (1uM) and dmaKG (5mM) and apoptosis was evaluated using annexin-V staining. G.
OCI-AML2 cells stably infected with GAC WT or GAC K320A were cultured 2 days with or without
doxycycline or CB-839 (1uM) and apoptosis was evaluated using annexin-V staining. H. AML samples
from 10 patients and CD34+ HPCs from 6 healthy donors were cultured 4 days with and without CB-
839 (1uM) and apoptosis was evaluated using annexin-V staining.

Figure 5

A. OCI-AML2 WT or infected with shGLS1#5 were cultured with or without CB-839 (1uM) or
doxycycline as indicated. Apoptosis was evaluated in WB using anti-caspase 8, cleaved caspase 3,
PARP and actin antibodies. B. OCI-AML2 cells were cultured with or without CB-839 (1uM) and with
or without a caspase 8 inhibitor (IETD) or a pan-caspase inhibitor (QVD); protein extracts were
immunobloted with using anti-caspase 8, cleaved caspase 3 and actin antibodies. Mitochondrial
depolarization was evaluated using TMRE staining and apoptosis using annexin V staining. C. OCI-
AML2 cells were cultured 1 day with or without the indicated doses of CB-839 and ABT-199 and
apoptosis was evaluated using annexin-V staining. Synergy was evaluated using Chalice software. D.
MOLM-14 cells were cultured 1 day with or without the indicated doses of CB-839 and ABT-199 and

apoptosis was evaluated using annexin-V staining. Synergy was evaluated using Chalice software.
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CONCLUSIONS et PERSPECTIVES

La reprogrammation métabolique des cancers apparait ces derniéres années comme un vaste champ
d’investigations thérapeutiques. Les cellules cancéreuses, et notamment les cellules de LAM, sont
dépendantes d’une biosynthése accrue pour leur survie et leur prolifération. Plusieurs substrats
métaboliques sont indispensables pour assurer ces besoins augmentés : le glucose, les lipides et la
glutamine.

Dans mon travail de these, je me suis intéressée spécifiguement au métabolisme de la gln dans les
LAM, en abordant deux voies métaboliques dépendantes de cet AA: la voie des synthéses protéiques,
via le contréle de I’activation du complexe mTORCI et la phosphorylation oxydative via la régulation

de la glutaminolyse.

Dans un premier temps, nous avons démontré que le ciblage de I’entrée de la gln dans les cellules de
LAM inhibait fortement le complexe mTORCI, induisait I’apoptose des cellules leucémiques et avait
des effets antileucémiques in vivo importants dans un modele de xénotransplantation. Concernant
I’import de la gln dans les cellules de LAM, nous avons observé que I’inhibition du transporteur
principal de la gln, le SLC1AS, n’induisait pas I’apoptose dans toutes les lignées leucémiques testées.
Cette variabilité pourrait étre liée a 1’expression d’autres transporteurs de la glutamine, notamment
SNAT?2 que nous n’avons pas explorée.

Nous avons montré que la L-ase avait un effet pro-apoptotique important dans les LAM. Cette drogue
a eté utilisée dés les années 1980 et a montré des résultats intéressants mais le rationnel a son
utilisation n’était pas connu dans cette pathologie a I’inverse des LAL qui sont trés sensibles a la
privation en asparagine (Capizzi et al., 1988). Nous avons montré gue les cellules de LAM ne sont pas
sensibles a la privation en asparagine mais trés sensibles par contre a la privation en glutamine qui est
réalisée brutalement par la L-ase du fait de son activité de glutaminase. Ces résultats relancent donc
I’intérét de I’utilisation de la L-ase comme outil thérapeutique dans les LAM avec une approche
mécanistique en partie élucidée et pourrait étre inclue dans de nouveaux protocoles thérapeutiques. Par
ailleurs, I’autophagie semble étre un mécanisme de résistance a la L-ase, puisque I’apoptose induite
par ce composé est en partie inhibée en présence de shARN anti-beclin ou anti-ATG5. Nous allons
donc étudier I’intérét d’associer la L-ase a un inhibiteur d’autophagie, comme le SAR405, inhibiteur
de la PI3K de classe III Vps34, qui inhibe la formation d’endosomes tardifs et agit en synergie avec

I’inhibition de mTORC1 dans un modele de cancer du rein (Ronan et al., 2014).

Néanmoins, les effets fonctionnels observés lors de la privation en glutamine ou par la L-ase sont plus

importants que ceux observés lors de ’inhibition de mTORCI seule. En ce qui concerne 1’effet sur la
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mort cellulaire, on sait (et données du laboratoire) que les inhibiteurs de premiere génération de
mTORCI, inhibiteurs allostériques dérivés de la rapamycine, n’induisent pas d’apoptose significative
dans les lignées de LAM ou dans les blastes primaires mémes a des concentrations élevees et des
durées d’exposition prolongées. On sait également que les inhibiteurs de deuxiéme génération de
mTOR, appelées Torkinhibs (tels que I’AZD8055 ou le NVP-BEZ235), qui agissent comme
compétiteurs de la fixation d’ATP dans la poche kinase de mTOR au sein des deux complexes
MTORC1 et mTORC2, ont des effets antiprolifératifs et induisent de 1’apoptose dans les cellules
leucémiques de LAM mais a des degrés moins importants que ce que nous observons en situation de
privation en gln (Chapuis et al., 2010; Willems et al., 2012). De plus, lorsque 1’activité du complexe
MTORC1 est maintenue par le mutant mTOR SL1+IT, la privation en gln induit toujours de
I’apoptose. L’inhibition de mTORC1 en aval de la gln a donc probablement des effets uniquement ou

essentiellement antiprolifératifs, et I’apoptose observée est donc la conséquence d’autres phénomenes.

Le métabolisme de la glutamine est complexe et cet AA participe a de nombreux processus
indispensables a la survie cellulaire. Lorsque la gln entre dans la cellule, elle est rapidement dégradée
en glutamate par des glutaminases. Ces glutaminase sont soit cytoplasmiques, soit mitochondriales.
Dans les LAM, nous avons observé une expression protéique principale de I’isoforme GAC de la
GLS1 et celle-ci est localisée uniquement dans la mitochondrie (résultats non montrés). Nous n’avons
pas étudier la localisation de l’isoforme KGA, peu exprimée dans nos cellules, et qui semble
principalement cytoplasmique dans les modeles de cancers étudiés (Cassago et al., 2012). Le
glutamate produit par la glutaminolyse peut étre utilisé dans la mitochondrie par le cycle TCA via
I’aKG ou servir dans la synthése du glutathion au niveau cytoplasmique. Comme 1’isoforme GAC est
plus exprimé dans les LAM, nous pouvons faire I’hypothese que I’utilisation de la gln vers la voie du
cycle TCA est peut-étre plus importante que son utilisation pour la synthése du glutathion. Cependant,
nous n’avons pas encore étudié les effets de la privation en gln et /ou de I’inhibition de la
glutaminolyse sur le stress oxydatif. Par ailleurs, nos outils (ShARN et inhibiteur pharmacologique
CB-839) inhibent les deux isoformes (KGA et GAC) et il est donc possible que la synthese du

glutathion a partir du glutamate soit également affectée.

Une grande partie de mon travail de thése a consisté a identifier le meilleur outil pour étudier
I’inhibition de la glutaminolyse. En effet, depuis environ 5 ans, plusieurs inhibiteurs
pharmacologiques ont été décrits et ont fait I’objet de publications dans le domaine de la cancérologie.
Le premier synthétisé, le BPTES, est reconnu comme inhibant spécifiquement les deux isoformes de la
GLS1, mais est peu utilisable en pratique car peu soluble dans 1’eau (Robinson et al., 2007). Le
deuxieme inhibiteur décrit est le compose 968, identifié dans une banque pharmacologique et ayant un
effet sur la transformation oncogénique par les Rho-GPTases (Wang et al., 2010). Ce compose est

¢galement peu soluble, et mes résultats montrent qu’il n’a sans doute pas d’activité anti-glutaminase
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spécifique dans les LAM. En effet, le composé 968 ne diminue pas le glutamate intracellulaire,
n’altére pas la phosphorylation oxydative et ses effets sur les lignées de LAM ne sont pas compensés
par I’aKG (résultats non montrés). Cependant, ce composé a un effet anti leucémique potentiellement
intéressant, puisqu’il inhibe la prolifération des lignées de LAM et induit I’apoptose des cellules
primaires de LAM, sans affecter les cellules CD34+ normales (résultats non montrés), mais la cible
exacte dans les cellules de LAM responsable de ces effets reste a identifier. Plus récemment, un
inhibiteur spécifiques de la GLS1 et utilisable en clinique a été publié, le CB-839 (Calithera
Biosciences) (Gross et al., 2014). Cet inhibiteur s’est en effet avéré étre un trés bon outil, puisqu’il
diminue les concentrations de glutamate intracellulaire, inhibe la phosphorylation oxydative et ceci de
facon GLS1-spécifique, puisqu’il n’a plus aucun effet métabolique ou fonctionnel lorsque on fait

exprimer de fagon ectopique un mutant super actif de la GAC (mutant GAC K320A).

J’ai ensuite pu étudier les effets réels et spécifiques liés a I’inhibition de la glutaminolyse grace au CB-
839. J’ai également utilisé deux shARN inductibles par la doxycycline qui ciblent les deux isoformes
de la GLS1. Avec ces outils, j’ai observé un effet variable en fonction des lignées de LAM et des
cellules de patients. En effet, bien que la plupart des cellules soient sensibles, certaines lignées, comme
OCI-AML3, se sont avérées résistantes a ’inhibition spécifique de la glutaminolyse alors méme
gu’elles restent le plus souvent sensibles a la privation en glutamine. L’exemple de la lignée OCI-
AMLS3 est particulierement intéressant de ce point de vue puisqu’elle est paradoxalement trés sensible
a la privation en gin et a la L-ase, alors que le ShARN GLS1 ne diminue pas sa consommation en
oxygene de fagon significative. L utilisation de la gln dans cette lignée est donc évidemment tres
différente de celle des autres lignées leucémiques et le cycle TCA n’est potentiellement pas dépendant
de la gln dans ce modéle. La suite immédiate du travail va étre d’étudier précisément les voies
métaboliques qu’utilise la glutamine dans les lignées sensibles ou non au CB-839 mais sensibles a la
privation en glutamine, en utilisant la technique de marquage radioactif des carbones et azotes de la
gln. Un prérequis pour comprendre ce qui se passe dans ces lignées résistantes a 1’inhibition de la
glutaminolyse est de vérifier que ’on observe bien une inhibition des métabolites du cycle TCA en
présence de CB-839 comme nous I’avons vu dans les lignées sensibles. Il serait également intéressant
d’étudier la glycolyse par marquage radioactif du glucose, afin de mieux comprendre le role de chaque
voie métabolique dans les LAM. Une autre piste que nous allons explorer est de déterminer si les
cellules résistantes ne pourraient pas exprimer, de base ou induite par le traitement par CB-839,
I’enzyme pyruvate carboxylase (PC). La PC est une enzyme de type ligase qui catalyse la
carboxylation de pyruvate en oxaloacétate, qui pourrait ensuite étre consommé par le cycle TCA. Les
lignées résistantes pourraient peut-étre utiliser cette voie située en aval de la glycolyse pour maintenir
un cycle TCA actif, méme en absence de glutamate. A cet égard, j’ai pu montrer que la concentration
en pyruvate du milieu de culture utilisé pour étudier les effets du CB-839 modifiait totalement la

sensibilité a ’inhibition de la glutaminolyse. En effet, le CB-839 n’a plus d’effet lorsque I’on ajoute
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du pyruvate a forte concentration (LmM) au milieu de culture (résultats non montrés), ce qui indique
que la PC est probablement active dans les cellules de LAM. Il serait donc intéressant d’inhiber de la

PC (par exemple par sShARN) et d étudier alors les effets de 1’inhibiton de la glutaminolyse.

Les mécanismes précis conduisant a la mort cellulaire des cellules de LAM apres privation en
glutamine ne sont pas encore bien identifiés. Nous observons une forte diminution de la respiration
mitochondriale a la fois par la privation en glutamine et par 1’inhibition de la glutaminolyse. La baisse
de I’ATP consécutive pourrait induire 1’apoptose via 1’activation de I’AMPK. J’ai cependant observé
I’absence d’activation de cette voie par la L-ase ou lors de la privation en gln, et une activation trés
transitoire en présence de CB-839: les protéines AMPK et son substrat ACC sont faiblement
phosphorylées aprés 4h d’exposition au CB-839 mais pas apres 24h (données non montrées). Ces
résultats indiquent une participation minime de I’AMPK dans D’apoptose induite en aval de la
privation en gln ou de I’inhibition de la glutaminolyse. L’inhibition de la respiration mitochondriale
semble avoir un effet antitumoral majeur dans les LAM. Trés récemment, 1’équipe de Marina
Konopleva au MD Anderson a présenté 1’utilisation d’un inhibiteur du complexe | de la chaine
respiratoire, I’TACS-1131, qui induit de I’apoptose dans certaines lignées de LAM (Matre et al., 2014).
Cet inhibiteur perturbe le cycle TCA, inhibe la synthése de nombreux AA et induit un stress oxydant,
tous ces mécanismes pouvant étre a I’origine ou additifs pour expliquer la mort cellulaire. Nous avons
observé que I’inhibition de la chaine respiratoire induisait la dépolarisation de la membrane interne
mitochondriale et conduisait a I’apoptose. Cependant, les mécanismes moléculaires précis ainsi que les
protéines pro-apoptotiques recrutées dans ce processus ne sont pas encore connues. L’utilisation du
CB-839 sur une banque d’interférence ARN ciblée sur les molécules impliquées dans 1’apoptose
pourrait nous permettre de mieux identifier les protéines indispensables a I’apoptose induite par
I’inhibition de la glutaminolyse. Enfin, nous avons retrouvé un effet antileucémique et une induction
d’apoptose synergique lors de I’utilisation concomitante du CB-839 et de I’inhibiteur de BCL-2,
I’ABT-199. Les mécanismes entrainant I’apoptose semblent donc étre renforcés par un priming
mitochondrial. Nous n’avons pas testé les effets d’un priming mitochondrial direct par peptides
spécifiques (Bim, Bax, etc...) ni réalisé de profil BH3 dans nos cellules, mais nos résultats suggérent
que ’utilisation de ces deux agents pourrait avoir un intérét en pratique clinique.

Les résultats hétérogénes obtenus en fonction des lignées et chez les patients ne sont pas expliqués par
les anomalies moléculaires sous-jacentes. Le petit nombre de patients étudiés jusque-la ne nous permet
pas d’extrapoler les résultats observés en fonction du type de LAM. Une étude réalisée sur quelques
cellules primaires ex vivo montre une sensibilité préférentielle au BPTES des LAM a mutations
d’IDH1 et IDH2 par rapport a des leucémies IDH WT. Lors de mon travail de thése, j’ai mis au point
des constructions lentivirales inductibles ou non pour faire exprimer les différentes formes d’IDH
mutées (IDH1 R132C, IDH2R172H, et IDH2R140Q) dans des lignées de LAM ; j’ai cependant été

limitée par 1’expression treés différente des protéines IDH en fonction du statut muté ou non, et n’ai pu
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pour le moment tirer de conclusion. Une fois ces constructions mise au point, il serait intéressant
d’étudier leur sensibilité au CB-839, de doser le 2HG et d’étudier la différenciation de ces lignées. Il
sera également nécessaire d’étudier une grande cohorte de patients en fonction de leur statut
mutationnel IDH1/2 et de comparer les effets avec celui des inhibiteurs spécifiques d’IDH1 et IDH2
mutés (Agios®), qui ont un effet antitumoral drastique et induisent la différenciation des cellules de
LAM. L’inhibition de la glutaminolyse pourrait étre couplée a ses inhibiteurs et peut-étre renforcer
leurs effets.

Il serait également trés intéressant d’étudier les effets de I’inhibition du métabolisme de la glutamine
sur les modifications épigénétiques. Une seule étude a rapporté des modifications épigénétiques
conduisant a 1’apoptose lors de ’utilisation du composé 968 dans un modeéle de cancer du sein
(Simpson et al., 2012). L’aKG est un cofacteur des enzymes a activité déméthylase comme TET2 ou
les JmjC-domain histone déméthylases : sa modulation en aval de la glutaminolyse pourrait participer
aux mécanismes anti-leucémiques. Dans cette optique, nous allons étudier la méthylation globale des
lignées en présence de nos différents outils, et tester également leurs effets en association avec des

agents déméthylants comme la 5-azacytidine.

L’¢étude in vivo du ciblage de la glutaminolyse n’a pas été encore trés approfondie dans mon travail de
thése. En effet, bien que le modéle de xénotransplantation de la lignée MOLM-14 infectée par le
shARN GLS1 montre un effet majeur sur la pousse tumorale, il s’agit d’un modéle peu applicable a la
clinique. Cependant, 1’utilisation du CB-839 dans un protocole de phase I-1l dans les LAM est en
cours, et ces résultats permettront de connaitre les effets in vivo de la meilleure fagon. Nous allons
cependant poursuivre 1I’étude in vivo et ex vivo de la glutaminolyse dans différents modéles de LAM.
Nous allons étudier les effets du CB-839 sur la leucémogénése dans des souris infectées par les
oncogenes MLL-AF9 et FLT3-ITD/NMP1 mutés, et également dans le modéle de LAM de patients
injectées a des souris NSG. Nous envisageons par ailleurs d’utiliser des cellules de moelle de souris
hétérozygotes et/ou homozygotes pour la GAC. Nous collaborons pour cela avec le Dr Justine
Masson, qui a généré ces souris a la Pitié Salpétriére. 1l a récemment été montré que la glycolyse avait
un rble majeur dans la transformation en LAM, puisque les KO de PKM2 et de LDHA diminuent
I’initiation et la maintenance des leucémies induites par les oncogenes MLL-AF9 ou BCR-ABL
(Wang et al., 2014c). Nous allons donc étudier le réle de la glutaminolyse par une approche similaire.

De facon globale, ce travail souligne I’'importance du ciblage du métabolisme de la glutamine a

différents niveaux dans les approches thérapeutiques nouvelles des LAM.
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Annexe 4. Targeting glutaminolysis has anti-leukemic activity in AML

and synergizes with BCL-2 inhibition: Figures supplémentaires

Supplemental table 1. Patients’ characteristics

% of annexin V
Patient Age AML type BMvsPB WBC (G/L) blast (%) Cytogenetics Molecular status wi‘iﬁzﬁltv:nze\l;/?th

CB-839
1 19 AML2, de novo BM 15 89 46, XY CEBPa mut
2 71 AMLS5, de novo BM 90 81 46, XX NPM1 mut
3 72 AML1, de novo BM 20 73 46, XY FLT3 mut
4 64 AML2, de novo BM 7,4 60 45, -Y, t(8;21) AML1-ETO
5 74 AML1, de novo PB 120 100 46, XY NPM1 mut, IDH1 R132
6 60 AMLS5, de novo PB 32 70 46, XY none
7 69 AML with MDS related-changes PB 50 93 46, XY none
8 75 AML1, de novo BM 89 92 46, XY NA
9 24 AML1, de novo BM 5 70 46, XX none
10 74 Therapy related AML PB 115 75 46, XX, 50- none
11 68 AMLS6, de novo PB 20 96 46, XY none
12 69 AMLS5, de novo PB 23 79 46, XX t(11;22) EVI1 overexpression 16 to 28
13 88 AML with MDS related-changes PB 14 100 47, XY, +8 none
14 65 AMLS5, de novo BM 97 100 46, XY FLT3-ITD, NPM1 mut, DNMT3A mut
15 75 AML1, de novo PB 25 82 46 XX none
16 28 AML2, de novo BM 8,8 70 46, XY, 1(8;21) AML1-ETO
17 60 AML1, de novo PB 35 70 46, XY FLT3-ITD
18 81 AML1, de novo BM 161 70 46, XX FLT3-ITD, NPM1 mut, DNMT3A mut
19 48 AML4, de novo PB 30 70 46, XY, del9 none 12to 17
20 89 AMLS5, de novo PB 271 63 46, XX NPM1 mut 32to 39
21 83 AML with MDS related-changes PB 61 60 43,XX,-5,-7,-17 none 8to 15
22 40 AML1, de novo BM 71 90 47, XY +8 FLT3 ITD, NPM1, DNMT3A
23 57 acutised CML PB 180 90 46 XXt(9,22) none 19 to 30
24 38 AMLS5, de novo BM 71 76 46, XY, 1(11923;17725) MLL rearrangement
25 81 AMLS5, de novo PB 17 69 46, XX, 1(8;16) none
26 61 AMLS5, de novo PB 80 100 46, XY SRSF2 P95H
27 76 AML1, de novo BM 2,7 70 46,XX IDH2 R172K 20 to 30
28 65 AMLS5, de novo PB 169 80 46, XY FLT3 ITD, DNMT3A 12to 16
29 66 AML4, de novo BM 1,35 80 47, XX, tri8 IDH2 R172K, DNMT3A 321to 36
30 69 AML4, de novo BM 69 55 46, XY IDH2 R140Q, SRSF2 P95H, ASXL1 20to 25
31 77 AML with MDS related-changes PB 51 66 45, XX, -7 nd 17 to 22

AML.: acute myeloid leukemia ; BM : bone marrow ; PB : peripheral blood ; WBC : white blood cell
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Supplemental table 2. Main characteristics of the AML

current study.

cell lines used in the

Name FAB Cytogenetics Molecular References
MOLM AML4 post 1 Matsuo Y (leukemia 1997);
13 MDS MLL-AF9 FLT3-ITD Quentmeier (leukemia 2003)
M?L'[M AM&éEOSt MLL-AF9 FLT3-ITD! Matsuo Y (leukemia 1997)
Odero MD (genes
THP1 AMLS5 de novo MLL-AF9 N-ras, p533 chromosomes and cancer
2000)
MV4-11 biphenotypic complex FLT3-ITD (homozygous)* Lange (Blood 1987)
2 Martin P (Science 1982);
HEL AMLG, de novo complex JAK2 V617F Quentmeier (leukemia 2006)
HL-60 AML2 MYC N-ras, CCND2 C238T", Ikediobi ON (mol cancer ther
amplification p53 homozygous deletion® 2006) Collins (Nature 1977)
U937 AML5 t(10;11)(p14;023) p53° Sunstrom C (int j cancer 1976)
3 Furley (blood 1986); Koeffler
KG1A AML6 del(7)(q22935 p53 (Blood 1980)
AOI\/ICI_|-2 AML4 N/A DNMT3A Tiacci A (leukemia 2012)
AOI\/ICI_lé AML4 N/A DNMT3A, NPM1 Wang (Leukemia 1989)
blast crisis 3 Lozzio (J Natl Cancer Inst
K562 CML N/A p53°, Ber-Abl b3-a2 1973)

FAB: French American British Classification of AML; MDS: myelodysplastic syndrome; CML:
chronic myelogenous leukemia; Complex karyotype: more than 4 distinct cytogenetic
abnormalities; N/A: not available; *Quentmeier leukemia 2003; ?Quentmeier leukemia 2006;
¥Sugimoto blood 1992 and Kojima blood 2005; “Ikediobi mol cancer ther 2006.

132



l-dHL

ZTNY-100

09-TH

ETNY-100

LL-FAN

PL-WTOW

A

Hl Gln+

1 Gln-

o 0

- =]
(joJ3uo2 03 oied)
dL Y Jejnjjaaeu]

Figure S1

133



Figure S2
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Figure S3
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Figure S4

Figure S5
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Supplemental Figure Legends

Figure S1
MOLM-14, MV4-11, OCI-AML3, HL-60, OCI-AML2 and THP-1 cell lines were cultured for 6 hours with
or without GIn (4 mM). The intracellular ATP levels were then measured using the CellTiter-Glo®

Luminescent Cell Viability Assay.

Figure S2

A. Human leukemic cell lines, AML cells from 18 patients and human healthy liver cells were analyzed
by WB using anti-GLS1, anti-GLS2 and anti-actin antibodies. B. HL-60 (left panel) and OCI-AML3
(right panel) cells were infected with a lentiviral vector expressing a doxycycline inducible GLS1
SshRNA (#5). Stably infected cell lines were established under puromycin selection. After 2 days of
doxycycline exposure, the O2 consumption rate (OCR) was measured using the Seahorse XF96
extracellular flux analyzer, both under basal conditions and after the addition of CCCP, as indicated.
The inhibition of GAC expression was controlled in WB using anti-GAC antibody. Histograms show the
representation of 3 independent experiments. C. MOLM-14 cells were cultured with or without CB-839
(AuM), BPTES (10puM) or 968 (10uM) for 6 hours and the O2 consumption rate (OCR) was measured
using the Seahorse XF96 extracellular flux analyzer. Histograms show the representation of 3
independent experiments. D. MOLM-14 cells were cultured with or without CB-839 (1uM) and/or
dmaKG (5mM) for 6 hours and the O2 consumption rate (OCR) was measured using the Seahorse

XF96 extracellular flux analyzer. Histograms show the representation of 3 independent experiments.

Figure S3

A. MOLM-14, HL-60, OCI-AML3 and MV4-11 cells infected with a lentiviral vector expressing a
doxycycline inducible shGLS1#7 and stably infected cells were established under puromycin selection.
After 2 days of doxycycline, protein extracts were immunobloted with anti-GAC and p85 antibodies. B.
HL-60, MV4-11, MOLM-14, and OCI-AML3 cells were seeded at 5 x 10° cells/ml with and without CB-
839 (1uM) and dmaKG (5mM) and viable cells were counted following trypan blue staining at days 3, 5
and 7. C. OCI-AML2 and MOLM-14 cells were cultured 2 days with or without CB-839 (1puM) and

protein extracts were immunobloted with anti-p21, anti-p27 and anti-actin antibodies.
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Figure S4
ShGLS1#5 was induced during 4 days in OCI-AML2 and MOLM-14 cells with or without dmaKG

(5mM) and apoptosis was evaluated using annexin-V staining.

Figure S5

OCI-AML3 cells were cultured 1 day with or without the indicated doses of CB-839 and ABT-199 and

apoptosis was evaluated using annexin-V staining. Synergy was evaluated using Chalice software.
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