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Abbréviations

GLUT1 = glucose transporter 1

DG = 18 fluor deoxy glucose
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LDH = lactate déshydrogénase

MCT = monocarboxylate transporteur
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HIF-1 = hypoxia inducible factor 1
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N-TAD = zone d'activation transcriptionnelle amino-terminale de HIF-1
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BNIP3 = BCL2/adenovirus E1B protein-interacting protein 3
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1. Altération du métabolisme énergétique dans les cancers

1.1. Introduction

Les cancers se caractérisent par une prolifération cellulaire incontr6lée et continuelle,
avec pour conséquence une demande énergétique et en nutriments supérieure a celle des
cellules normales. Les anomalies du métabolisme énergétique ont ainsi recemment été
considérées comme un nouveau "hallmark” émergeant, potentiellement nécessaire a

I'émergence de cancers (Figure 1 hallmark) *.

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability By Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Figure 1. "Hallmarks" émergents (Hanahan D et Weinberg R, Cell 2011) : en complément des hallmarks déja
décrits et validés (résistance a I'apoptose, autosuffisance en facteur de croissance ...) 2 nouveaux hallmarks sont
décrits: reprogrammation du métabolisme énergétique, la capacité a échapper au systeme immunitaire; les
auteurs décrivent également 2 autres caractéristiques (“"enabling characteristics™) qui semblent indispensables a
I'émergence de I'ensemble des hallmarks a savoir, I'instabilité génétique et I'inflammation tumorale

Le métabolisme glycolytique des cellules cancéreuses est en particulier exacerbé par
rapport aux cellules normales, avec une capacité supérieure a importer et a métaboliser le
glucose. 1l en résulte une surexpression de protéines d'import du glucose comme GLUT1
(glucose transporter type 1), et une captation supérieure du glucose marqué au 18-fluor-
deoxy-glucose (**FDG) lors de la réalisation de PET-scanner au ‘*FDG, permettant de

détecter des envahissements tumoraux non suspectés par les autres moyens diagnostics.



En conditions physiologiques, la molécule de glucose est métabolisée en pyruvate qui en
normoxie (pO, entre 4 et 20 mm Hg au niveau cellulaire), va étre métabolisée via le cycle de
Krebs et la chaine respiratoire mitochondriale pour fournir 6 molécules de CO, (acide
carbonique), 44 molécules de H,O et 38 molécules d'ATP. Cette glycolyse correspond a la
"respiration” mitochondriale. En I'absence d'oxygene (pO, < 4 mmHg) le glucose sera
métabolisé dans le cytoplasme en pyruvate puis en 2 molécules de lactate, 2 H+, 2 molécules
d'H,0 et 2 molécules d'ATP. Ce processus caracterise la glycolyse anaérobie ou simplement
appelée "glycolyse” en opposition a la respiration *. Alors que la glycolyse ne fournit que 2
molécules d'ATP les cellules tumorales vont présenter un phénotype plutdt glycolytique que
respiratoire, méme en présence d'une p0, normale. La glycolyse fournit effectivement de
maniere plus rapide I'ATP et des précurseurs carbonés ( molécules a 3 carbones facilitant
I’anabolisme des lipides et de certains acides aminés) nécessaires au métabolisme exacerbé
des cellules cancéreuses. Ce phénomene a été pour la premiére fois décrit par Otto Warburg

et est couramment appelé “effet Warburg" * (Figure 2).

" Aerobic glucose metabolism:
C~H|;,Of: + 38 ADP + 38 P,+60, — 6CO, + 44 H,0 + 38 ATP

2
o)
S

S \ Iut :
(rl\ coly: 2_9____\ 38 ATP
Blood vessel/ / "~ Pyruvate - A XTcA) A
[AY cycfe’\ ()xpum
Lactic acid Mltochondnal co,
respiration

Anaerobic glucose metabolism:
CaH,0:+ 2 ADP + 2 P,—2 lactate + 2 H* + 2 H,0 + 2 ATP

Figure 2. Le glucose est métabolisé soit via la mitochondrie en condition de normoxie pour donner 38 ATP, soit
par voie anaérobie pour donner 2 ATP qui est en fait la voie privilégiée, méme en normoxie (effet Warburg,

fleche rouge) et plus souvent par les 2 voies selon les conditions du microenvironnement



La production massive d'acide lactique et d'acide carbonique va conduire la cellule tumorale a

surexprimer des protéines impliquées dans I'export de ces déchets métaboliques car leur

accumulation peut aboutir & une diminution du pH intracellulaire, a une altération

considérable de l'activité de trés nombreuses enzymes et a un stress cellulaire pouvant

conduire a un effet cytostatique, ou dans le cas de déplétion de nutriments a la mort par

“catastrophe métabolique" >.

1.2. Les anhydrases

carboniques

Les anhydrases carboniques
(CASs) representent une famille de
16 protéines enzymatiques
(métalloenzymes zinc) dont la
distribution tissulaire varie selon
I'isoforme et permettent
I'nydratation réversible d'une
molécule de CO2 en HCO3™ + H”
(Figure 3) *.

L'expression tissulaire des CAs

différe selon l'isoforme. Au niveau
cellulaire I'expression des CAs est
soit cytosolique, soit membranaire.

CAI est une protéine cytosolique,

mitochondriale et membranaire des
érythrocytes qui a un role physiologique
marjeur permettant les échanges gazeux

échange d' O, avec CO;) au niveau

CAs
CO, + H,o = H*+ HCO,

CA |
Zn*|
CAIX | )
(v
«‘e‘o"‘a %
o
Cytoplasm

CAll

Figure 3. Anhydrases carboniques

(PG=protéoglycan, TM = transmembranaire,

IC

pulmonaire CAIX (chromosome 9p13.3) et

= intracellulaire)

CAXII (chromosome 15g22) sont des CAs membranaires dont le site

catalytique est externe et permettent I'alcalinisation intracellulaire par facilitation de I'export



extracellulaire du CO,. De ce fait, ces CAs en collaboration avec des échangeurs de
bicarbonate participent a la régulation du pH intracellulaire. CAIX surtout mais aussi a un
degré moindre CAXII sont les seules CAs régulées par le facteur transcriptionnel HIF-1 °
activé dans des conditions hypoxiques.

L'expression de CAIX est physiologiquement restreinte a la muqueuse gastrique de
I'estomac, du duodénum, de l'intestin gréle et de l'arbre biliaire °. L'expression de CAIX est en
revanche tres fréquente dans les cancers, et a souvent été retrouvée comme facteur de mauvais
pronostic °. CAIX est la protéine dont I'expression est la plus fortement augmentée en réponse
a I'exposition hypoxique dans les cellules humaines ’ et elle posséde I'activité catalytique la
plus élevée d'hydratation du dioxyde de carbone ®. L'équipe de Pastorekova a démontré que
I'expression de CAIX permettait aux cellules tumorales d'acidifer le milieu extracellulaire ° et
notre équipe a été une des premiéres a montrer qu'elle permettait également d'alcaliniser le
milieu intracellulaire des cellules tumorales *°. Bien que le "silencing™ de CAIX par technique
de shRNA inductible a permis de ralentir la progression tumorale in vitro ****, la sous-
expression de CAIX n'entraine pas de mort cellulaire, a cause, en partie, de la surexpression
concomitante de CAXII 1. Des essais thérapeutiques testant I'efficacité de I'inhibition de
CAIX sont en cours dans de nombreuses tumeurs solides *2, notamment le girentuximab
radioactif qui est une radio-immunothérapie ayant permis une stabilisation tumorale voire une
réponse partielle lors d'une phase I dans les carcinomes a cellules claires du rein .

CAXII a pour la premiére fois été décrit dans des cellules de carcinome a cellules claires
du rein et a été retrouvé dans de trés nombreux tissus sains ** (foie, poumons, tube digestif,
rein, peau, cerveau entre autres). Il est surexprimé également dans de treés nombreux cancers
mais sa valeur pronostique est plus discutable *°. In vivo chez la souris, toutefois, il semble
que la double invalidation de CAIX et CAXII dans des lignées de carcinome du colon
permettent une réduction plus importante de la croissance des xénogreffes *°. Notre équipe I'a
confirmé dans 2 autres modeles in vivo (poumon: A549, et mélanome: A375, données non
publiées). L'impact d'autres anhydrases carboniques sur I'agressivité des cellules cancéreuses
est en cours d'analyse (notamment CAIl). Il est possible qu’une inhibition concomitante de
CAIX et de CAll cytoplasmique conduisent a un effet acidifiant plus profond et donc a un
effet anti-cancéreux plus prononcé. 1l existe un pan-inhibiteur des anhydrases carboniques,
I'acétazolamide (nom commercial DIAMOX®), couramment utilisé pour le traitement du mal
des montagnes, le glaucome, l'alcalose aux soins intensifs et I'hypertension intracranienne.
Une récente étude a montré qu'il pouvait avoir un effet anti-cancéreux in vitro *° et in vivo '
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dans des lignées de carcinome bronchique.
1.3. Les transporteurs de monocarboxylates

A cause de I'effet Warburg la majorité des cellules tumorales sont "glucose addict™ et
consomment une grande quantité de glucose d'ou la fixation fréquente de la majorité des
cancers au PET-scanner au ‘®-FDG. Passant par la voie fermentative, le glucose va étre
métabolisé en pyruvate puis acide lactique (Figure 2 page 3) via la lactate déshydrogénase,
principalement de type 5 (LDH-5 ou LDH-A) *®. L'acide lactique ainsi formé doit étre expulsé
du cytosol de maniere a maintenir un pH intracellulaire légérement alcalin >a 7.2. La
diffusion passive de la forme acide lactique a travers la membrane plasmique ne se faisant qu’
a trés faible vitesse, 1’export de lactate est opéré par des symporteurs lactate/H™ ou Mono
Carboxylate Transporters (MCTSs) qui sont généralement surexprimés dans les cellules
hypoxiques et a croissance rapide. La famille des MCTs comprend 14 membres dont
seulement 4 sont situés a la membrane plasmique. Il s'agit de protéines symports permettant le
co-transport réversible d'un ion lactate. Leur structure et fonction ont été revues en 2012 par
I'équipe d'Andrew Halestrap, pionnier dans ce domaine *°. MCT1, MCT2, MCT3 et MCT4
ont été décrits comme les seuls MCTs transportant les protons et les monocarboxylates. Les
deux MCTs membranaires les mieux caractérisées dans les tumeurs sont MCT1 (chromosome
1p12) et MCT4 (chromosome 17¢25.3). Les MCTs sont exclusivement exprimés a la

membrane plasmique et possedent 12 segments transmembranaires (Figure 4).

MCT (D147 /Basigin

W wagl

%

mmim'an'm'm‘m'mim- imim%m

WP

N ' - / c

Figure 4. Structure schématique des MCTs membranaires
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Ils permettent de transporter les monocarboxylates comme le pyruvate, le lactate, les
corps cétoniques (acétoacétate et B-hydroxybutyrate). Les MCTs 1 & 4 nécessitent
I'association a une protéine membranaire chaperonne pour étre conduits a la membrane
plasmique et y étre stabilisés. La protéine ancillaire la plus fréeqguemment décrite est la
basigine (CD147/EMMPRIN, codé sur le géne 19p13.3), mais en son absence, I'embigine
permet de jouer le réle de chaperonne (SLC25A3/gp70, codée sur le géne 12923). MCT1 a
une expression quasi ubiquitaire alors que MCT4 a une expression plus restreinte, surtout
dans les cellules du muscle strié squelettique, les cellules de la moélle osseuse (leucocytes) et
les cellules hypoxiques tumorales. L'autre différence entre MCT1 et MCT4 est que MCT1
permet le transport du lactate et du pyruvate avec une bonne affinité. MCT4 a une affinité
moindre pour tous les substrats mais transporte exclusivement le lactate *°, d'oui I'idée que
MCT4 est le transporteur dedié du lactate. Ces caractéristiques, associées a une induction par
HIF-1 expliquent sa surexpression dans les tissus hypoxiques et les tumeurs a croissance

f % et les gliomes ?* ainsi que dans les tissu

rapide comme les cancers du sein triple negati
normaux hautement glycolytiques (muscle). Le transport peut-étre bi-directionnel selon
I'utilisation de I'acide lactique. Il a notamment été décrit une surexpression des MCTs dans
les fibroblastes du stroma, avec comme hypothese, une recaptation de I'acide lactique par ces
fibroblastes permettant I'oxydation de I'acide lactique en pyruvate et son recyclage comme
source carbonéee énergétique utilisée par les cellules tumorales. Cela a été décrit dans le

8

cancer du colon *® mais aussi en sens inverse dans le cancer de la prostate ou un dialogue

semble s'installer entre la cellule tumorale prostatique et la cellule fibroblastique du stroma .

Comme pour les CAs, l'invalidation de MCT1 et MCT4 par technique de ShRNA
inductible dans la lignée de cancer colorectal LS174 ou par un inhibiteur spécifique de MCT1
(Astrazeneca) dans une lignée de fibroblaste immortalisée CCL39, a permis de ralentir leur
croissance in vitro, mais aussi in vivo dans des modéles de xénogreffes tumorales 2. Comme
pour les CAs il semble que I'effet anti-tumoral soit d'autant plus important que plusieurs
MCTs sont invalidés puisque I'effet anti-tumoral in vivo est supérieur lorsque MCT1 et
MCT4 sont invalidés dans ces mémes modeles, par rapport a une invalidation d'un seul MCT
2% L'invalidation de basigine est un autre moyen d'altérer la fonction de MCT1 et MCTA4.
Cela a été réalisé dans une lignée de cancer du pancréas avec un effet anti-tumoral ** ainsi que
dans la lignée LS174 dans notre équipe . Le ciblage des MCTs semble donc étre une voie
intéressante en clinique. Des inhibiteurs de MCTs sont actuellement en développement ciblant
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MCT1 et MCT2 % mais aussi des inhibiteurs spécifiques de MCT4 en cours de caracérisation.
Par ailleurs une approche anticorps monoclonaux est développée par plusieurs industries

pharmaceutiques pour le ciblage de Basigine/CD147.

1.4. Autres protéines impliquées dans le métabolisme énergétique

des cancers: HIF-1, C-Myc, LAT-1

HIF-1 et c-Myc sont deux facteurs transcriptionnels clefs qui jouent le r6le de chef

d'orchestre dans la régulation du métabolisme énergétique.

1.4.1 HIF

HIF est principalement exprimé durant le développement embryonnaire et a I'dge adulte
essentiellement au cours de processus pathologiques comme l'ischémie, la maladie
d'Alzheimer, le diabéte, le psoriasis et le cancer . HIF est un hétérodimére constitué d'une
sous-unité a oxygéno-dépendante et d'une sous-unité B (récepteur de la dioxine) exprimée de
facon constitutive 2. 1l existe 3 isoformes de la sous-unité o déterminant les isoformes HIF-
lo, HIF-2a et HIF-30, et 2 isoformes de la sous-unité B. Le géne hifla est localisé sur le
chromosome 14923.2, le gene hif2a sur le chromosome 2p21 et le géne hif3a sur le
chromosome 19q13.32. La régulation de la présence de HIF dans la cellule dépend de la
concentration d'oxygeéne et fait appel a une régulation post-traductionnelle qui implique 3
senseurs de I'oxygéne riche en Fer (dioxygénases), appelés protéines avec un domaine prolyl
hydroxylase (PHD) 2. En condition de normoxie (pO2 > 5%) les PHDs sont actives et vont
hydroxyler 2 résidus proline (Pro402 et Pro564) du domaine de dégradation dépendant de
I'oxygene (ODDD) de HIF-1 a qui est lui-méme situé sur la zone d'activation
transcriptionnelle amino-terminale (N-TAD) (Figure 5). L'hydroxylation d'ODDD permet son
ubiquitylation par la E3 ligase von Hippel-Lindau (VHL) et son trafic vers le protéasome pour
y étre dégradé 2. FIH (factor inhibiting HIF-1) est un autre senseur d'oxygéne. Il s'agit d'une
asparaginyl hydroxylase qui se lie de fagon covalente au domaine d'activation transcriptionnel
carboxy-terminal de HIF (C-TAD) empéchant ainsi I'interaction avec les co-facteurs de
transcription comme p300 ?’. La diminution du taux d'oxygéne entraine l'inactivation des
protéines a PHD, puis de FIH, pour des taux d' hypoxie plus sévére permettant I'interaction de
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HIF avec les genes se liant respectivement au N-TAD et au C-TAD (Figure 5).

Proteasome

S Instabilityi—w (—>Inactivatiun

ODDD  p3€0

1| |b|HLH A | PAS | B N-TAD C-TAD | 826

Pro 402 Pro 564 Asn 803

HIF-1a | | |
HC@}H OH

Oxygen HIF prolyl-hydroxylase PHD2
SEnsors

HIF asparaginyl-hydroxylase FIH

Figure 5. Structure de HIF-1: HIF-1 est un membre de la famille des protéines basic-helix-loop-helix
PerArntSim (bHLH-PAS). Elle posséde une activité transcriptionnelle "bi-céphalique” avec un domaine
d'activation transcriptionnel amino-terminal (N-TAD) et carboxy-terminal (C-TAD) qui dépendent de
I'interaction avec des senseurs d'oxygeéne que sont les protéines a domaine prolyl-hydroxylase (PHD) et le
facteur inhibant HIF-1 (FIH); schéma issu de Pouysségur et al, Nature (2006) 2’ .

Apreés translocation dans le noyau HIF se fixe sur des régions du génome appelées hypoxia
response elements (HRE) et va ensuite influer positivement ou négativement I'expression de
plus de 5% du génome (Figure 6), dont des genes impliquées dans I'érythropoiese (EPO),
I'angiogénese (VEGF, ANG2, IL8), l'autophagie (BNIP3, BNIP3L) et la migration cellulaire
(MMP2), mais aussi dans I'homéostasie du pH (CA9, CA12, MCT4) et le métabolisme
glycolytique (GLUT1, HK2, PGK1, PDK1, LDH-A) (Figure 6). A noter que l'activation de
HIF peut ne pas seulement faire suite au stress hypoxique mais aussi en normoxie via
l'interaction avec Ras, Raf, PI3K, Akt, mTOR, c-Myc, ou la délétion de P53, ING4, PTEN .

Ce sont ces derniers mécanismes qui pourraient expliquer en partie I'effet Warburg.
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Chez I'nomme l'expression de HIF est généralement corrélé a un plus mauvais pronostic
que ce soit en terme de rechutes ou de décés, notamment dans les cancers ORL *, les cancers
vulvaires ¥, les cancers du sein *, les glioblastomes 3* et les cancers du rein *.

De nombreuses équipes ont tenté de développer des inhibiteurs de HIF *® sans succes
étant donné l'importance de cette protéine et son caractére pléiotropique avec pour
conséquence de nombreuses toxicités prévisibles. 1l apparait plus judicieux de cibler les
protéines régulées par HIF, comme les protéines de régulation du pH intracellulaire
(anhydrases carboniques) et les MCTs qui exercent une action négative sur la vitesse de la

glycolyse.
1.4.2. c-Myc

Le géne MYC est un des génes les plus fréquemment mutés dans les cancers, subissant le
plus souvent des amplifications et des translocations *'. Il est situé sur le chromosome 824 et
code pour la protéine Myc (c-Myc) qui est un facteur de transcription qui interagit avec son
partenaire Max pour transactiver ou réprimer les génes cibles. MYC joue également un role
physiologique important participant a la réparation tissulaire et a été identifié comme un des 4
facteurs permettant la reprogrammation cellulaire et la dédifférenciation de cellules

différenciées en cellules souches pluripotentes . Comme HIF, Myc peut se lier & de trés
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nombreux promoteurs de génes (30% des génes ) dont seulement une fraction va répondre.
Myc va notamment permettre, via l'interaction avec E2F1, de réguler le métabolisme des
acides aminés *°, et via l'interaction avec HIF-1 de réguler les génes du métabolisme
glucidique “°. Une des premiéres cibles identifiées pour c-Myc a été le géne codant pour
LDH-A (chromosome 11p15.4) *!. Les autres partenaires glycolytiques identifiés ont été
I'nexokinase 2 (HK?2), la phosphofructokinase (PFKM) et I'enolase 1 (ENO1) facilitant ainsi
I'import du glucose et sa conversion en pyruvate puis en lactate *. De nombreux génes sont
transactivés par HIF-1 et c-Myc, de maniere concomitante, en hypoxie, et de maniére
exclusive par c-Myc en normoxie permettant la conversion du glucose en lactate (via LDH-
A), méme en normoxie, expliquant donc en partie I'effet Warburg.

c-Myc est capable d'activer de trés nombreux génes impliqués dans la biogenese
mitochondriale, favorisant I'oxydation du glucose dans le cycle de Krebs grace a sa
conversion en acetyl-CoA; c-Myc va également favoriser I'import de glutamine et la
glutaminolyse mitochondriale. Li et al ont démontré que la masse mitochondriale est
strictement corrélée a la fonction de MYC, montrant ainsi I'importance de ce géne dans le
métabolisme énergétique des cellules tumorales . La figure 7 résume le role de c-MYC dans

le métabolisme énergétique des cellules cancéreuses.
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1.4.3. LAT-1

Les acides aminés sont la premiére source d'azote et sont utilisés pour la constitution des
protéines mais aussi des nucléotides et du glutathion. Le squelette carboné des acides aminés
est également parfois utilisé pour la génese d’ATP et pourrait aussi contribuer a la synthése
des stérols et des lipides **. Du fait de la prolifération continuelle des cellules tumorales, les
besoins en ces nutriments sont élevés et les cellules surexpriment donc, par rapport aux
cellules normales, des transporteurs membranaires aux acides aminés, notamment L-type
amino acid transporter 1 (LAT1) (chromosome 16924.3). 1l s'agit d'une protéine appartenant a
la famille SLC7 (cationic amino acid transporter/glycoprotein associated amino acid
transporter family) comme LAT-2. LAT-1 se caractérise par sa propriété a transporter les
acides aminés essentiels non synthétisés par la cellule. Ce transporteur a été caractérisé pour
la premiére fois en 1998 *, transporte majoritairement la phenlylalanine, le tryptophane,
I'isoleucine, la valine, I'histidine et la methionine alors qu'ASCT2 (ou SLC1AS5, solute carrier
family 1, neutral amino acid transporter, member 5; chromosome 19q13.3), l'autre
transporteur essentiel des acides aminés, transporte plutdt la glutamine, cystéine, la thréonine,
la sérine et I'alanine **. LAT-1 commence & étre décrit comme facteur pronostic dans les
cancers du rein %, les carcinomes adénoides kystiques *°, les cancers des voies biliaires */, les
cancers du pancréas “®, du poumon *° et méme les cancers du sein triple négatif *°. Sa protéine
chaperonne est la glycoprotéine CD98/4F2HC qui a aussi été décrite comme associée aux
cellules souches cancéreuses des cancers ORL !, L'impact pronostique d’ASCT2 n'a jamais
été étudié en cancérologie.

Le niveau d'expression des protéines transportrices des acides aminés est finement régulé
par la protéine kinase sensible a la rapamycine mTORC1 (Figure 8). mMTORC1 est activée en
amont par les voies de signalisation ERKs et AKT a condition que les niveaux d’ATP et d’
acides aminés intracellulaire soient suffisants. Cette kinase est un véritable senseur
énergétique via AMPK et senseur des acides aminés par sa translocation sur les lysosomes
(source d’acides aminés issus de I’autophagie). Son action via I’activation de p70S6K 43
contrélant la traduction des protéines est capitale dans le processus de prolifération et
d’entrée dans la phase de réplication de I’ADN. Tout blocage de LAT1 peut donc fortement
impacter sur I’activité de mTORCI, la synthése protéique et donc la croissance des cellules &

fort "turnover" de croissance.
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Figure 8. Transporteurs LAT1 et ASCT?2 et régulation de leur expression par mTOR “

2. Les cancers du sein "triple négatif"

2.1. Définition

Le cancer du sein reste la premiere cause de mortalité par cancer chez la femme dans le
monde, avec en particulier 39 620 décés attendus en 2013 aux Etats-Unis *2. Les cancers du
sein triples négatifs correspond a environ 15% des cancers du sein et sont caractérisés par
I'absence d'expression des récepteurs nucléaires a I'estrogene et a la progestérone, et par
I'absence de surexpression membranaire de Her-2 (c-erbB2) *3. La définition du caractére
triple négatif a été récemment communément admise avec un niveau d'expression de Her-2
qui doit étre de 0, 1+ ou 2+ mais avec un test d'hybridation in situ négative (pas
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d'amplification du géne). Le niveau de positivité des récepteurs hormonaux (moins de 1% ou

10% ?) n'a pas pour l'instant fait l'objet d'un consensus.

2.2. Caractéristiques cliniques, histologiques et moléculaires des

cancers triple négatifs

Les patientes atteintes d'un cancers du sein TNEG sont plus jeunes, obéses ou avec un
syndrome métabolique. Elles sont plus pré-ménopauseées et les afro-américaines aux Etats-
Unis sont plus a risque. Les tumeurs se réhaussent en IRM et fixent dans 100% des cas au
PET-scanner couplé au *® Fluor-déoxy-glucose **.

Au niveau histologique les cancers TNEG sont le plus souvent des carcinomes
canalaires infiltrants, avec un index mitotique élevé avec un Ki-67 souvent > 20%, un haut
grade SBR dans la majorité des cas, une nécrose centrale et une infiltration lymphocytaire
fréquente témoignant d'une réponse anti-tumorale, souvent associé a un meilleur pronostic.
Les cancers du sein TNEG se démarquent des 2 autres familles (Her-2 et récepteurs
hormonaux positifs) par I'existence de types histologiques rares comme le carcinome
médullaire, les carcinomes adénoides kystiques, les carcinomes sarcomatoides *°, les
carcinomes métaplasiques *® et les carcinomes apocrines >’

Les cancers du sein ont été classés au début des années 2000 en plusieurs sous-groupes
moléculaires selon le profil d'expression d'/ARNm avec l'identification du sous groupe
luminal, Her-2, basal-like notamment, et qui correspondent grossierement, respectivement,
aux cancers du sein hormono-sensibles, Her-2 et triple négatif *®. Les cancers du sein TNEG
sont parfois assimilés aux cancers basal-like (ou basaux) mais a tort puisque le recouvrement
des 2 entités n'est que de 70% *°. Le sous-groupe TNEG "claudine-low" a été plus récemment
décrit pouvant représenter 30% des patientes TNEG, exprime faiblement les claudines, est
peu proliférant, enrichi en marqueurs de cellules souches, souvent en transition épithélio-
mésenchymateuse, avec un mauvais pronostic ®°. Les cancers basaux, et une majorité de
cancers TNEG, expriment les génes associés aux cellules myoeépithéliales mammaires, situé

dans la couche basale, et permettant I'expulsion du lait dans les canaux galactophores. Ces
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genes correspondent aux géenes codant pour les cytokératines de haut poids moléculaire (CK5,
CK14, CK17) et les marqueurs musculaires lisses (P-cadherine, caveoline 1, CD10, f4-
integrine) °*. Finalement le démembrement des cancers TNEG s'est complexifié avec I'étude

de Lehmann et al %

qui ont identifie au sein des cancers TNEG 6 sous-types: 2 basal-like, 1
sous-type immuno-modulateur, 1 sous-type mesenchymal, 1 sous-type mesenchymal stem-
like et le sous-type luminal exprimant le récepteur aux androgénes. A l'instar des sarcomes,
les TNEG regroupent de tres nombreuses entites différentes dont les voies oncogéniques et
donc les cibles thérapeutiques peuvent différer grandement.

Les données CGH-array et de séquencage a haut débit ont mis en évidence une instabilité
génétique bien plus grande des cancers TNEG par rapport aux autres sous-groupes, avec des
taux de délétion/amplification-gain et des taux de mutations bien plus élevés dans ce sous-
groupe; notamment les mutations germinales de BRCAL sont plus fréquentes dans les
cancers TNEG (15% versus moins de 5% dans les autres cancers) . Les génes les plus
fréquemment mutés dans les cancers TNEG sont les genes suppresseurs de tumeur PARK?2
(6%), PTEN (3%), RB1 (5%), et les oncogéne EGFR (5%), ERBB2, ERBB3, BRAF V600E et
PIK3CA (6,2%) **. D'autres génes sont également impliqués de maniére récurrente dans des
translocations avec fusion: KRAS, IDH1 et ETV6 ®. Parmi ces génes il existe déja de
nombreux traitements disponibles ciblant notamment les protéines EGFR, BRAF, ERBB2 et
PIK3CA, que ce soit avec des anticorps monoclonaux ou des inhibiteurs des protéines a

activité tyrosine kinase. Cela n'a toutefois pas ou peu été testé dans ce type de cancer.

2.3. Prise en charge actuelle des cancers du sein triple négatif

2.3.1. Traitement locorégional

Il n'est pas différent des autres cancers TNEG, a savoir chirurgie avec marges
suffisantes, consistant en une tumorectomie, voire mastectomie si marge prévisible
insuffisante ou résultat esthétique médiocre. En cas d'absence de ganglion cliniqguement ou
échographiquement suspect, la technique du ganglion sentinelle est réalisé avec curage
axillaire complémentaire si sentinelle positif, sinon, lorsque les ganglions sont d'emblée
suspects le curage axillaire est systématiquement réalisé.

En cas de tumorectomie une radiothérapie adjuvante est réalisée a hauteur de 50 Gy (2
Gy par fraction) ou 40,05 Gy (2,67 Gy par fraction) ® avec un complément de 10 & 16 Gy sur

le lit tumoral. Une radiothérapie de la paroi thoracique peut étre réalisée en cas d'une
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accumulation de facteurs de mauvais pronostic. La radiothérapie ganglionnaire est realisée en
cas d'envahissement ganglionnaire tumoral (standard), ou de tumeur volumineuse (option) ou

interne (option) selon les équipes.

2.3.2. Traitement adjuvant par chimiothérapie

Etant donné le mauvais pronostic du seul fait d'étre TNEG, la chimiothérapie adjuvante
est quasi systématiquement prescrite comme recommandeé par la derniére conférence de
consensus de Saint-Gallen °. De plus les données des chimiothérapies néoadjuvantes
(données avant chirurgie en cas de tumeur inflammatoire ou pour permettre une chirurgie
conservatrice) font etat d'une grande chimiosensibilité des tumeurs TNEG comparé aux autres
sous-groupes: 34% de réponse compléte histologique versus 7% pour les tumeurs
hormonosensibles aprés une chimiothérapie & base de taxanes et d'anthracyclines ©’.

La chimiothérapie la plus couramment utilisée est une chimiothérapie a base
d'anthracycline (epirubicine ou adriamycine) associée a une taxane (paclitaxel ou docetaxel)
permettant d'avoir les meilleurs taux de survie sans rechute et survie globale d'aprés I'étude
GEICAM 9906 %,

Dans la situation de cancer du sein TNEG non métastatique il n'y a pas eu de nouvelle
chimiothérapie ayant montré son efficacité par rapport a ce schéma classique, avec
notamment I'échec de I'ajout du bevacizumab dans I'essai BEATRICE ®°, et bien qu'en
néoadjuvant il semblait y avoir une supériorité en terme de réponse avec ce traitement "°. Des

analyses de sous-groupe pourrait permettre de mieux cibler les patientes qui en bénéficient.
2.3.3 Traitement des cancers du sein TNEG métastatiques

En phase métastatique, le pronostic des cancers du sein TNEG est trés péjoratif car il n'y
a, apres progression sous chimiothérapie conventionnelle (anthracycline ou taxane ou 5-FU
ou eribuline ™), aucun traitement qui a pour l'instant fait la preuve de son efficacité. Le
bevacizumab (anti-angiogénique car anti-VEGF-A) associé au paclitaxel est une option en
premiére ligne de traitement, ayant montré une survie sans progression supérieure au
paclitaxel seule .

De nombreuses pistes sont explorées, mais pour l'instant sans aucun succes,
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probablement du fait de I'nétérogénéité trop prononcée des cancers TNEG:

- les sels de platine et les inhibiteurs de PARP (poly-ADP ribose polymerase), puisque les
cancers du sein TNEG sont majoritairement déficients pour réparer leur ADN,

- inhibiteurs de I'EGFR, mais les essais en phase métastatique sont pour l'instant décevants,

- les inhibiteurs de mTOR (mammalian target of rapamycin) ciblent la voie de la phospho-
inositide 3-kinase (P13K) dont I'activation est parfois retrouvée suite a la mutation du gene
correspondant,

- le dasatinib, inhibiteur de SRC qui est fréquemment surexprimé dans les tumeurs TNEG,

- les traitements anti-androgeniques (bicalutamide, utilisé dans les cancers de prostate) étant
donné la surexpression des récepteurs a I'androgene (AR) dans un certain nombre de cancers
TNEG.

2.4. Le métabolisme glycolytique comme nouvelle cible thérapeutique dans

les cancers du sein triple négatif ?

2.4.1. Données du PET-scanner au *-FDG

Comme mentionné plus haut les cancers du sein triple négatif se caractérisent par une
fixation intense et systématique au PET-scanner du *8-FDG. Basu et al ** ont montré dans une
cohorte de 88 patientes comprenant 29 patientes TNEG et 59 patientes hormono-sensibles (ou
RH+), que les cancers TNEG fixaient dans 100% des cas (100% de sensibilité) et,
comparativement aux cancers RH+, la fixation était toujours nettement supérieure, d'un
facteur 2 a 3, avec un SUV (standardized uptake value, valeur reflétant l'intensité de fixation
du 8-FDG) de 7,2 versus 2,6 (p=0,003) 63 minutes aprés injection du **-FDG. De fagon
intéressante, lorsque le SUV était mesuré 40 minutes apres la premiere mesure, l'intensité
continuait a augmenter dans les cancers TNEG, contrairement aux cancers RH+, avec une

augmentation de 14% versus 3,7% (p=0,01).

Une autre étude a confirmé plus récemment ces résultats dans une cohorte de 78
patientes traitées avec une chimiothérapie néoadjuvante, avec 26 TNEG, 12 Her-2+ et 40
patientes RH+ "3, Le SUV était respectivement de 9,8, 6,8 et 6,4 (différences statistiquement
significatives, p<0,05) avant tout traitement. Ces valeurs étaient plus élevées que dans la

premiére étude car il s'agissait de tumeurs de plus grande taille (localement avancées). Dans
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I'étude de Basu et al, il existait en effet une différence significative de fixation entre les petites
et grandes tumeurs, quelque soit le statut TNEG: SUV de 5,4 versus 9,2 et 1,9 versus 3,5 pour
respectivement les tumeurs TNEG et les tumeurs RH+, de petite et grande taille (cut-off de 2
cm) ™.

Le .-FDG refléte I'activité glycolytique des tissus qui secondairement refléte la forte
demande énergétique liée au taux élevé de division cellulaire. En effet plus une cellule est
glycolytique, plus elle va exprimer GLUT-1 et plus elle va capter le glucose quelle que soit sa
forme, notamment le 8-FDG. Du fait de ces 2 études, nous pouvons donc émettre I'hypothése
que les cancers TNEG ont, de maniere générale, un métabolisme glycolytique exacerbg,
encore plus que les cancers non TNEG. Les cancers TNEG doivent donc surexprimer
I'ensemble de I'équipement enzymatique nécessaire au métabolisme accru du glucose et donc
a I'export accéléré des acides carbongiue et lactique essentiel au maintien du pH

intracellulaire.

2.4.2. Résultats de la thése du Dr Trastour (2011): détermination et impact pronostic du
phénotype glycolytique des cancers du sein sans envahissement ganglionnaire (article

qui incluera ce travail et le travail de ma these; en cours d'écriture)

Deux années auparavant, dans le cadre du travail de these de sciences du Dr Trastour
(gynécologue-obstétricienne au CHU de Nice), une étude a été réalisée dans les laboratoires
des Drs F. Ettore et J. Pouysségur visant a caractériser I'expression des protéines du
métabolisme glycolytique et hypoxique (GLUT1, MCT1, MCT4, Basigine/CD147, LDH-A)
et de régulation du pH intracellulaire (CAIX) au sein d'une cohorte de cancer du sein sans
envahissement ganglionnaire, afin de mettre en évidence d'éventuels nouveaux facteurs
pronostiques de survie pouvant identifier les patientes devant bénéficier d'une chimiothérapie.

Entre avril 1992 et novembre 2002, toutes les patientes traitées au Centre Antoine-
Lacassagne (Nice), sans envahissement ganglionnaire, sans traitement neoadjuvant et avec
une piece opératoire disponible ont été incluses. A noter que les patientes Her-2 n'ont pas regu
de trastuzumab du fait de I'absence de disponibilité de la drogue avant 2003. Au total, 643
patientes ont été identifiées. L'age médian était de 63,2 ans (25,9-87,9), le suivi médian était
de 11,3 ans (0,2-18,4), il y avait 80,5% de tumeurs RH+ (527), 7,9% de tumeurs Her-2
positives (52) et 9,8% de tumeurs TNEG (64). Le traitement était comme déterminé dans les

paragraphes précédents: chimiothérapie a base d'anthracycline en adjuvant, puis anthracycline
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et taxanes fin années 90, hormonothérapie si RH+, radiothérapie si traitement conservateur.

De fagon remarquable les protéines de régulation du pH et glycolytique étaient
systéematiquement largement surexprimées (sauf LDH-A) dans les cancers TNEG
comparé aux autres sous-groupes, corroborant les données du PET-scanner au **-FDG
retrouvées dans la littérature (Tableau 1).

Les facteurs pronostiques de survie sans récidive métastatique (SSRM) et de survie
spécifique (SP) (= analyse du taux de déces liés au cancer) étaient (analyse de Log-
Rank):

- la taille tumorale:
taux SSRM a 5 ans: 96,8% pour T1 versus 90,1% pour T2-T3-T4, p=0,003,
taux SP a 5 ans: 98,6% pour T1 versus 93,5% pour T2-T3-T4, p<0,001,
- le grade SBR:
taux SSRM a 5 ans: 97,3% SBR 1, 94,4% SBR 1 et 91,8% SBR 111, p<0,001,
taux SP a5 ans: 99,2% SBR 1, 95,7% SBR 11 et 96,2% SBR 111, p<0,001,
- le Ki-67:
taux SSRM a 5 ans: 95,9% pour Ki-67 < 30% et 89,3% pour Ki-67 > 30%, p=0,02,
taux SP a 5 ans non statistiquement différents p=0,09,
- le statut RH+ vs TNEG vs Her-2 positif:
respectivement taux de SSRM a 5 ans de 96,3%, 92% et 88,5%, p=0,007,
respectivement taux de SP a 5 ans de 98,2%, 93.2% et 92,3%, p=0,001,
- le statut Her-2 positif vs négatif:
taux de SSRM a 5 ans de 95,9% si Her-2 négatif vs 88,5%, p=0,007,
taux de SP a 5 ans de 97,7% si Her-2 négatif vs 92,3%, p<0,001,
- le statut GLUT1:
taux de SSRM a5 ans de 96% pour GLUT1 0/ faible vs 91,4% si moyen / fort, p=0,01,
taux de SP a 5 ans de 98,4% pour GLUT1 0/ faible vs 94,4% si moyen / fort, p=0,008,
- le statut MCT4:
taux de SSRM a 5 ans de 87,7% pour les tumeurs n'exprimant MCT4 qu'au niveau de
I'épithélium tumoral, SANS expression stromale versus 96,5% pour les autres, p=0,01,
taux de SP a 5 ans de 98,4% pours tumeurs MCT4+ / stroma neg, versus 90,7%, p<0,001,
- I'4ge au diagnostic (cut-off a 50 ans ou 40 ans) (p=0,8 et p=0,3 pour SSRM et SP
respectivement), CD147 (p=0,6 et p=0,8), MCT1 (p=0,4 et p=0,4), LDH-A (p=0,08 et
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p=0,29), CAIX (p=0,09 et p=0,3), LAT1 (p=0,19 et p=0,19), le statut hormonal (p=0,3 et
p=0,07) n'étaient pas reconnus comme facteurs de mauvais pronostic de SSRM ni de SP en

analyse univariée.

En analyse multivariée, apres avoir exclu Ki-67 qui était redondant avec le grade SBR

(coefficient de corrélation de Spearman de 0,39, p<0,001) et d'impact pronostic moindre, et
exclu Her-2 qui est redondant avec la variable TNEG vs Her-2 vs RH+, le statut MCT4 et le

grade SBR resortaient comme facteurs pronostiques indépendants de SSRM (tableau 2) et de

SP (tableau 3).

Tableau 1. Marquage des protéines de régulation du pH et des protéines glycolytiques en
fonction du sous-groupe de cancer du sein
Sous-groupe | CA-IX | GLUT-1 | LDH-A MCT1 | MCT4 | Basigine | LAT-1
RH+ 10,1% | 15,7% 88,2% 40,9% | 15,6% | 40,7% 11,8%
Her-2 positif | 37,3% | 29,8% 94,1% 61,7% |32,6% | 70,2% 29,2%
TNEG 67,7% | 69,5% 87,1% 65,6% | 559% | 82,8% 71,4%
Chi-2 p<0,001 | p<0,001 | p=0,4 p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
Tableau 2. Facteurs pronostiques indépendants de SSRM (régression de Cox)
Hazard Ratio (HR) Valeur de p
Taille tumorale (T1 versus autres) NA 0,21
Grade SBR
I 1 (référence) 0,02
/111 2,41 [1,14-5,07]
Statut RH+ vs Her-2 positif vs TNEG NA 0,3
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GLUT1 (moyen/fort vs nul/faible) NA 0,4
MCT4
Tumoral positif SANS marquage stromal 1 (référence) 0,04
Autres marquages 0,47 [0,22-0,98]
(tumoral et stromal positif, ou stromal positif, ou négatif)
NA = non applicable
Tableau 3. Facteurs pronostiques indépendants de SP (régression de Cox)
Hazard Ratio (HR) | Valeurdep
Taille tumorale (T1 versus autres) NA 0,15
Grade SBR
I 1 (référence) 0,01
1/ 3,29 [1,31-8,26]
Statut RH+ vs Her-2 positif vs TNEG NA 0,2
GLUT1 (moyen/fort vs nul/faible) NA 0,4
MCT4
Tumoral positif SANS marquage stromal 1 (référence) 0,04

Autres marquages

(tumoral et stromal positif, ou stromal positif, ou négatif)

0,45 [0,20-0,98]

NA = non applicable

En stratifiant I'analyse de I'impact de MCT4 sur le statut RH, TNEG et Her-2 il apparait

que MCT4 semble étre pronostic plutot pour RH et Her-2 vis a vis de la survie spécifique

(Log-Rank) (Figure 9):

- RH+ : taux de SP a 5 ans de 99,1% si MCT4 négatif vs 92,9% si positif, p=0,005,

- Her-2 positif: taux de SP a 5 ans de 97,2% si MCT4 négatif vs 90% si positif, p=0,07,
- TNEG: taux de SP a 5 ans de 92,7% si MCT4 negatif vs 92,9% si positif, p=0,6
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Figure 9.

Courbes de survie spécifique en fonction du statut MCT4 tous cancers confondus (A, B), dans la strate
RH+ (C), TNEG (D) et Her-2 surexprimé (E)
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L'analyse du Ki-67 en fonction de chacun des marqueurs glycolytiques révele que de maniére
générale, les tumeurs surexprimant les marqueurs glycolytiques ont un taux de prolifération
plus élevée (Ki-67 > 30%). De méme, les tumeurs exprimant les marqueurs glycolytiques ont
des grades SBR plus élevés et une taille plus élevée (Tableau 4).

28



Tableau 4. Grade SBR, taille tumorale et taux de Ki-67 en fonction des marqueurs

glycolytiques

Ki-67 >30% | Valeurp SBR Il ou Il | Valeur p T>T1 | Valeurp

(Chi-2) (Chi-2) (Chi-2)

CA-IX
Négatif 8% < 0,001 51,2% < 0,001 20,2% 0,01
Positif 36,4% 77,6% 31,0%
GLUT-1
Nul / Faible 7,0% < 0,001 48,4% < 0,001 19,5% 0,007
Moyen / Fort 36,4% 84,3% 30,5%
LDH-A
Nul / Faible 11,1% 0,6 54,5% 0,6 26,8% 0,3
Moyen / Fort 13,4% 57,8% 22,1%
MCT1
Absent 4,4% < 0,001 49,5% 0,001 19,5% 0,07
Présent 24,7% 64,0% 25,5%
MCT4
Autre 10,2% < 0,001 53,6% 0,001 21,5% 0,01
Tumoral 41,3% 76,2% 35,4%
strict
Basigine
Absent 3,7% < 0,001 46,4% < 0,001 20,8% 0,4
Présent 23,9% 64,6% 23,2%
LAT-1
Absent 4,8% < 0,001 49,4% < 0,001 19,3% <0,001
Présent 43,1% 87,0% 35,4%

NB: le codage en immunohistochimie était réalisé de la maniére suivante: 0 = pas de
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marquage; faible = <50% des cellules marquees faiblement, ou <30% des cellules marquées
moyennement, ou <10% des cellules marquées fortement; moyen = 50% des cellules
marquées faiblement, ou > 30% et <50% des cellules marquées moyennement, ou > 10% et
<30% des cellules marquées fortement; fort => 50% des cellules marquées moyennement, ou

> 30% des cellules marquées fortement,

Les conclusions de cette étude sont:

1)- Comme soupconné sur les données du PET-scanner au *®-FDG "™, les tumeurs TNEG
sont extrémement glycolytiques (69,5% GLUT1-pos) et sont bien mieux équipées que les
autres sous-groupes pour la glycolyse ou le transport des acides aminés, avec un
différentiel d'expression de 2 a 3 en fonction du marqueur;

a noter tout de méme que ce phénotype est tres différent d'un sous-groupe a l'autre avec,
pour les tumeurs Her-2 un pourcentage non négligeable de tumeurs glycolytiques (29,8%
GLUT-1 pos), et a un bien moindre degre pour les tumeurs RH+ (15,7% GLUT-1 pos);
les tumeurs glycolytiques avaient de maniere générale un fort taux de prolifération, des
grades SBR plus avancés et une taille tumorale plus élevés.

2)- les facteurs classiques sont retrouvés comme facteurs de mauvais pronostic: la taille
tumorale, le grade SBR et le Ki-67; I'age au diagnostic ne ressortait pas (que le cut-off soit
a 40 ou 50 ans), comme le statut hormonal (avec une tendance a significativité pour la SP);
la différenciation en 3 sous-groupes RH+/TNEG/Her-2 pos, semble plus pertinente, du
moins pour les tumeurs N-,

3)- dans cette série, le pronostic des tumeurs Her-2 positives, sans trastuzumab

(aucune patiente n'a recu ce traitement), est plus sombre que celui des TNEG ou des
tumeurs RH+; les dernieres séries publiées, a I'ere des traitements anti-Her-2 ont
complétement inversé ce mauvais pronostic, qui est bien meilleur que celui des TNEG, et
tres proche des tumeurs RH+, avec dans une série rétrospective comprenant 663
patientes un taux de survie globale (SG) de 47,7% pour TNEG vs 80,2% pour luminal

B (~ RH+) et 72,3% pour les tumeurs Her-2 positives "; d'ou I'importance d'avoir une
cible pertinente, ce qui est le challenge pour les TNEG,

4)- la donnée la plus intéressante semble étre I'impact pronostique de MCT4, a condition qu'il
soit exprimé strictement au niveau tumoral, sans expression stromale;
la discussion de lI'impact du stroma sur le pronostic sera détaillée dans I'analyse de la thése
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sur les TNEG;

MCT4 semble étre un nouveau facteur pronostic indépendant de SSRM et de SP dans les
cancers du sein N-, aussi important que le grade SBR, mais plus important que les facteurs
classiques que sont I'age, le statut hormonal, Her-2, la taille tumorale;

une analyse de sous-groupe a montré que I'impact pronostique de MCT4 semble prononcé
dans les tumeurs RH+ (p=0,005) et Her-2-positives (p=0,07), mais absent dans les tumeurs
TNEG (p=0,6); cela reste une analyse de sous-groupe, les effectifs sont petits (RH+,
n=431, TNEG, n=57, Her-2-pos, n=46), comme le nombre d'événéments;

GLUT-1 était reconnu comme facteur pronostic également de SSRM et SP, mais
uniquement en analyse univariée et LAT-1 n'a aucun impact pronostique; une cellule
tumorale qui expulse efficacement I'acide lactique, ce qui est exactement le réle

de MCT4, va plus facilement faire des métastases et entrainer le décés, qu'une cellule qui
n'est seulement capable d'importer le glucose en surexprimant GLUT-1, ou qu'une cellule

qui est capable d'importer les acides aminés en surexprimant LAT-1.

En conclusion le travail du Dr Trastour a permis de fournir un nouveau facteur
pronostique indépendant de SSRM et de SP dans les tumeurs sans envahissement
ganglionnaire grace au marquage MCT4. Ce marqueur reste a étre validé dans une cohorte
indépendante avant de pouvoir I'utiliser dans la décision de chimiothérapie. Notamment dans
ce travail il n'a pas été recueilli le type de chimiothérapie recu par les patientes, ce qui aurait
pu permettre de voir si les patientes recevant la chimiothérapie et qui étaient MCT4 positives
ont eu un meilleur pronostic que les patientes MCT4 positives n‘ayant pas regu de
chimiothérapie.

2.5 Hypotheses scientifiques

Etant donné les résultats précédents les hypothéses scientifiques suivantes ont été posées:
1- quel est I'impact pronostique des marqueurs glycolytiques dans une cohorte homogéne de
cancers du sein TNEG ?
2- quel est I'impact de l'inhibition d'activité/délétion génique des marqueurs identifiés in
vitro?
3- in vitro, est-ce que les lignées de cancers du sein TNEG sont glycolytiques/respiratoires

comparativement a des lignées de cancers du sein RH+?
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Ce projet a été soumis pour subvention a I'NCA en 2009 sous I'acronyme
METABOTNEG et a regu son approbation avec dotation de 300 000 € pour une période de 3
ans.

Il est divisé:
- en une partie clinique déterminant I'impact pronostique des marqueurs glycolytiques sur un
tissu-micro-array comprenant 159 patientes,

- et une partie fondamentale qui vise a répondre aux 2 autres questions.

3. Matériel et méthodes

3.1. Partie clinique

3.1.1. Criteres d'inclusion

Les criteres d'inclusion étaient les suivants:

- patientes avec un statut triple négatif défini par I'absence (<1% des cellules) d'expression
immunohistochimique (IHC) des récepteurs nucléaires aux estrogénes et progestérone, et
I'absence d'amplification de Her-2 reconnue soit par un statut 0 ou 1+ en IHC, soit par un
statut 2+ mais sans amplification avec technique ISH, confirmé par technique de tissu micro-
array,

- pas de traitement néoadjuvant (ni chimiothérapie, ni hormonothérapie),

- sexe féminin,

- suivi clinique disponible, bloc tumoral disponible, en quantité suffisante (au moins 2 blocs
tumoraux, I'un pour étude, l'autre a visée medicolégal, pour I'information du patient)

- pas de métastase d'emblée au diagnostic,

- toutes les patientes étaient traitées et suivies au Centre de Lutte contre le Cancer de Nice
(Centre Antoine-Lacassagne).

3.1.2. Caractéristiques de la population et des traitements

Les caractéristiques de la population et des traitements sont détaillés dans le tableau 5. A
noter que le statut TNEG des patientes a été rétrospectivement déterminé avant les années

2003 afin d'augmenter le nombre de patients. Etant donné les difficultés a connaitre le statut
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hormonal avant cette date, peu de patientes étaient disponibles avant cette date. L'indication
de chimiothérapie adjuvante et de radiothérapie adjuvante étaient celles décrites dans le
chapitre 2.3.

Tableau 5. Caractéristiques de la population et des traitements
No. de %
patients

Nombre de patientes 159 100

Age médian (années) 62 (25-85)

Suivi médian (mois) de mai 1994 a novembre 2009 73 (3-173)

Stade pT
pT1 88 56.1
pT2 64 40.8
pT3 1 0.6
pT4 4 2.5
Mangquant 2

Stade pN
pNO 102 65
pN1 37 23.6
pN2 12 7.6
pN3 6 3.8
Manguant 2

Histologie
Carcinome canalaire infiltrant 125 80.1
Carcinome médullaire 1 11 7.1
Carcinome métaplasique 2 5 3.2
Carcinome sarcomatoide 3 2 1.3
Carcinome canalaire apocrine 4 5 3.2
Carcinome myoépithélial 7 1 0.6
Carcinome lobulaire infiltrant 8 3 1.9
Carcinome chondroide 12 4 2.6
Mangquant 3

Grade SBR
SBR | 4 2.8
SBRII 28 19.6
SBR I 111 77.6
Manquant 16
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Chirurgie

Conservatrice 118 75.2
Mastectomie 39 24.8
Manquant 2

Chimiothérapie adjuvante *
Oui 117 78
Non 33 22
Manquant 9

Radiothérapie adjuvante
Oui 137 91.9
Non 12 8.1
Manquant 10

* Avant 2004 chimiothérapie a base d'anthracycline, principalement de type FEC 100
(5-fluorouracil 500 mg/m2, epirubicin 100 mg/m2 et cyclophosphamide 500 mg/m2 J1 =
J21) 6 cycles, et aprés 2004 ajout de docetaxel 75 mg/mz2 3 cycles + 3 cycles FEC 100

3.1.3. Immunohistochimie et tissu-micro-array (TMA)

A partir des archives du laboratoire d'anatomie et cytologie pathologiques du Centre
Antoine-Lacassagne (logiciel APIX ®) nous avons pu recueillir les données des patientes
traitées et présentant un statut triple négatif ou récepteurs hormonaux négatifs (pour les
patientes avant 2003). Les lames HES des tumeurs ont alors été sorties des archives et ont été
triées pour chaque patiente de facon a sélectionner les lames ou la tumeur était suffisamment
représentative et de taille suffisante pour pouvoir étre exploitée pour la construction d’un
tissu-micro-array (TMA). Le tri a également été mené de facon a conserver suffisamment de
tissus pour la patiente au cas ou d’autres analyses devraient étre nécessaires lors de son suivi.
Les blocs ayant servi a I’analyse extemporanée ou fixés dans le boin n’ont été inclus (risque

de probleme de sensibilité des techniques d’immunohistochimie).

A partir de la lame sélectionnée par le Dr Ettore, le bloc de paraffine correspondant a été
recherché aux archives et la zone tumorale a été cerclée sur la lame (figure 10a).
La construction du TMA a été réalisée a 1’aide d’un Tissue arrayeur (Alphelys ®). Nous
avons choisi d’utiliser 3 "spots” de 2 mm par tumeur (figure 10b) pour permettre d’avoir un
maximum de représentativité de la tumeur compte-tenu de I'hétérogénéité tumorale. Chaque

bloc constitué de TMA, comporte 144 spots soit 48 patientes (figure 10c). Nous avons
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volontairement choisi de ne pas mettre plus de patientes par bloc pour faciliter la lecture et
avoir suffisamment de marges pour éviter les décollements lors de la technique
d’immunohistochimie. Entre chaque tumeur (3 spots), nous avons laissé un espace de fagon a
faciliter la lecture, et nous avons tracé des lignes de couleur différentes pour éviter les erreurs
(figure 10d). Un spot de tissu splénique a été disposé devant le 1* spot de la premiére ligne
pour orienter le TMA. Nous avons realisé 4 blocs de TMA (48 blocs représentés sur 3 lames
et 40 blocs sur la 4° lame) doublés au cas ou le bloc est trop usé par la multiplicité des IHC
réalisées, soit 368 tumeurs correspondant en fait a 184 patientes. Sur ces 184 au final seules
159 ont pu étre inclues selon les critéres d'inclusion définies précédemment. Une lame HES a

été réalisée pour chaque bloc (figure 10e).
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Figure 9 : Etapes de la construction des TMAs : a) lame HES choisie pour comporter des zones de
tumeur invasive qui sont cerclées, b) bloc de paraffine correspondant a la lame HES pour étre carotté
au niveau des zone cerclées (fleches), ¢) bloc de TMA en paraffine comportant 48 tumeurs avec 3
spots de 1 mm par tumeur, d) lame d’immunohistochimie correspondant (la fleche noir en bas de la
lame repére la rate qui oriente le TMA. Des lignes de couleurs facilitent la lecture, e) lame HES du
TMA au grossissement x1,25.

Aprés coupe des blocs de paraffine au microtome (3 um), les prélévements ont été
déposés sur des lames (Superfrost Plus, ThermoScientific ®) puis étalés. L’ immunomarquage
des lames était réalisée sur la plate-forme automatique Ventana ®. Aprés séchage pendant une
nuit a 57°C, les coupes ont subi un déparaffinage standard automatique (chauffage a 75°,
incubation 4 minutes, 3 bains de EZ Prep® (Ventana) avec ringage entre, dépdt d’huile de
paraffine puis chauffage a 76° et incubation 4 minutes). Ensuite, les lames ont été rincées

pendant 30 minutes dans un bain d’eau distillée. Les conditions d’utilisation des anticorps
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sont résumees dans le tableau 6. Un démasquage antigénique a été réalisé par incubation des
lames dans un tampon Ventana, le CC1 (EDTA buffer pH 8.4) ou le CC2 (Tris-based buffer
pH 7.6). Le démasquage s’est fait selon un cycle standard de 1 heure (sauf pour RE, RP,
HER2, et LAT1 ou nous avons utilisé un cycle court de 30 minutes). Ces conditions ont eté
choisies apres la réalisation de tests préalables sur la plateforme Ventana ® de plusieurs
conditions, et nous avons choisi les conditions ou le marquage était le plus optimal. Nous
avons essaye également différentes conditions en technique manuelle, mais nous avons
obtenu des marquages avec un effet de zone périphérique important et nous avons choisi de
réaliser notre etude sur plateforme automatisée pour obtenir des résultats plus standardises.
Les anticorps utilisés ont été d'abord validés in vivo a partir de tissus tumoraux de xénogreffes
inclus en paraffine. Les xénogreffes ont été obtenus a partir d'une lignée de cellules tumorales
d'adénocarcinome du colon (LS174Tr) qui surexprime toutes les protéines étudiées et dans les
quelles des ‘silencing’ inductibles (MCT1, MCT4 et Basigin, CD98, LAT1) ou délétions par
ZFN (Basigin, MCT4, LAT1) ont été réalisés dans notre équipe %%,

Tableau 6. Liste des anticorps (Ac) utilisés pour I'immunohistochimie du tissu-micro-array

e Tampon Durée oo Durée
Ac Type Reférence démasquage démasquage Dilution d’incubation
RE monoclonal Ventana CC1 Court : 30 min sgrmgue_ 20 min
pré remplie
RP monoclonal Ventana CC1 Court : 30 min s?rlngue_ 20 min
pré remplie
NCL-CB11 seringue
HER2/neu monoclonal Novocastra, CcC1 Court : 30 min ering I 20 min
Ventana pré remplie
CA IX monoclonal MN75, Bayer CC2 Standard :1h 1/5000 32 min
GLUT1 polyclonal A:&gz?r? CcC1 Standard :1h 1/750 32 min
MCT1 polyclonal ar!tl SLC 16A1’ cc2 Standard :1h 1/100 1h
Sigma Prestige
MCT4 polyclonal Anti-SLC 16A3, Ccc2 Standard :1h 1/50 32 min
Sigma Prestige
LS-C14277,
CD147 monoclonal Life span CC1 Standard :1h 1/25 32 min
Biosciences
(H-300):
CD98 polyclonal 5¢-3160, CcC1 Standard :1h 1/100 32 min
Santa Cruz
Biotechnology
LAT1 polyclonal Tralzségizeglc cc2 Standard :1h 1/200 1h30
LDHA polyclonal Aﬁf)zgrlno’ cc1 Court:30min |  1/300 1h30
C-myc Monoclonal Y69, CC1 Standard : 1h 1/50 1h30
Epitomics
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Pour HER2, les tumeurs c6tées 2+ en immnunohistochimie ont été analysées
séparément avec une lame d'IHC par tumeur et réalisation d'une DISH (Dual in situ
hybridazation) a été realisée avec marquage du chromosome 17 et une sonde pour HER-2
(sondes et réactifs Ventana). HER-2 a été consideré comme amplifié lorsque le rapport HER-
2/chromosome 17 était supérieur a 2,2.

Aprés montage des lames (Eukitt), celles-ci ont été analysées sous microscope par le Dr
Ettore au microscope multi-téte et en aveugle par rapport au devenir des patientes.

Le codage en immunohistochimie pour LDH-A et GLUT-1 était réalisé de la maniére
suivante: 0 = pas de marquage; faible = <50% des cellules marquées faiblement, ou <30%
des cellules marquées moyennement, ou <10% des cellules marquées fortement; moyen =
50% des cellules marquées faiblement, ou > 30% et <50% des cellules marquées
moyennement, ou > 10% et <30% des cellules marquées fortement; fort => 50% des cellules

marquées moyennement, ou > 30% des cellules marquées fortement,

3.1.4 Statistiques

Données qualitatives:

- présentées sous formes de fréquence absolue, fréquence relative, intervalle de confiance a
95%, pourcentage de données manquantes,

- ces données sont comparées a l'aide de test du Chi2 ou de test de Fisher en cas de non
respect des conditions d'application du Chi2.

Données quantitatives :

- présentées sous formes de médiane, extréme, moyenne, écart type et pourcentage de données
manquantes,

- le test de Mann-Withney était utilisé pour comparer les variables quantitative, pour
s'affranchir du risque d'absence de normalité.

Données de survie:

- les survies sans récidive, sans récidive locale, sans récidive métastatique, globale et
spécifique correspondaient a la durée entre la date du diagnostic et la date de survenue de
I'événement,

- la représentation graphique utilisait la méthode de Kaplan Meier, et la comparaison de

courbes de survie utilisait la méthode de Log-Rank,
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- les facteurs pronostiques reconnus en analyse univariée (Log-Rank) étaient ensuite inclues
dans le modele de Cox afin de déterminer les facteurs pronostiques indépendants; si 2
variables étaient redondantes ou fortement corrélées (corrélation réalisée par le test de
Spearman), une seule des 2 était conservée dans le modele (typiquement la plus corrélée a
I'événement étudié),

- les différences observées par les tests statistiques étaient considérées comme différentes si la
valeur de p était strictement < 0.05 (hypothese bilatéerale).

Le logiciel statistique utilise était le logiciel SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences, version 16.0, Chicago).

3.2. Partie fondamentale

3.2.1. Culture cellulaire et exposition a I'hypoxie

Quatre lignées tumorales ont été utilisees: MDAMB-231, Hs578T, T47D et MCF7
(ATCC: American Type Culture Collection), les 2 premieres lignées étaient réputées triple-
négatives et les 2 derniéres hormono-sensibles.

Les cellules étaient maintenues dans un milieu de culture DMEM (Sigma) supplémenté
avec 10% de sérum de veau foetal, avec penicillin-streptomycin, dans un incubateur en
atmosphére humide avec 5% de CO,, 95% d'air a 37°C (condition définissant la condition
NORMOXIE). L'incubation en HYPOXIE se faisait & 1% d'O,, a 37%, avec 95% d'humidité,
5% CO,/94% N, dans une enceinte "bugbox" anaérobie (Ruskinn ®).

3.2.2. Détermination du statut hormonal et Her-2 des lignées tumorales

Les cellules tumorales ont été mise en culture dans des diameétres 100 en normoxie,
protées a confluence 75% (1 million de cellules par boite environ) puis, apres décollement par
scrapping (et non par trypsinisation afin de conserver les marqueurs membranaires) les
cellules d'une dizaine de boite ont été réunies, puis centrifugées. Le culot ainsi obtenu était
fixé avec du formol pendant 4 heures puis inclus en paraffine. De la méme maniére que pour
les lames de TMA (3.1.3) le marquage pour RE, RP et Her-2 s'est réalisé a I'aide de I'automate
Ventana ®.
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3.2.3. Mesure de la consommation en oxygéne et de la production de protons

La respiration, reflétée par la consommation d'oxygéne (oxygen consumption rate
=OCR) et la glycolyse, reflétée par la production de proton ou acidification extracellulaire
(extracellular acidification = ECAR) étaient mesurées a l'aide de I'automate Seahorse XF96
extracellular flux analyzer (Seahorse Bioscience, North Billerica, MA, USA). Les expériences
étaient realisées selon les instructions de I'industriel. Brievement: les cellules sont
ensemencées dans une plaque de 32 puits (50 000 - 75 000 cellules / puits). A confluence,
typiquement un jour aprés, les puits sont mises au contact d'électrodes au sein de l'automate
(Figure 11) qui mesure en temps réel le taux d'oxygene et la production de protons. Une
trentaine de mesure sont réalisées (mais plus de mesures sont disponibles) toutes les 5
minutes, et avant chaque mesure des composés chimiques peuvent étre injectés dans le milieu
de chaque puits afin de tester son influence sur 'OCR et 'ECAR. En général chaque colonne
contient la méme condition permettant un quadriplicate de I'expérience. Par la suite le contenu
cellulaire de chaque puits est entierement récupéré et lysé afin de déterminer la teneur en

protéine, afin de normaliser les résultats.

Figure 11. Exemple
d'automate Seahorse; la
plaque 32 puits est inséré
sur le cote droit de
I'automate qui mesure
I'ECAR et I'OCR qui sont
retranscrits sur I'écran

détaille
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3.2.4. Délétion de MCT4 par technique des Zinc Finger Nucléases

Une tentative de délétion du gene MCT4 par Zinc Finger Nucléases a été réalisée dans
les lignées triple négatives MDAMB-231 et Hs578t. Les 2 lignées ont été transfectées 2 fois
en une semaine par 2 plasmides ZFN exprimant la nucléase Fok1 designée a notre demande
par Sigma-Aldrich (CompoZr Custom ZFN). La coupure de 'ADN double brin désignée se
situe dans la partie codante du 5° segment transmembranaire de MCT4. Les cellules
transfectées ont ensuite été triées par FACS pour détecter et trier les cellules ayant une
réduction de I'expression de surface Basigine, une indication de la suppression ou réduction
de MCT4 a la surface. Chaque cellule triée était ensuite ensemencée dans un puits d'une
plaque 96 puits. Parmi les clones ayant survécu a ce tri un dernier test fonctionnel permettait
de réellement identifier les clones qui n'étaient plus capables d'exporter correctement I'acide
lactique: les clones étaient ensemencés en duplicate, le contrdle (servant également pour le
stock) et le puits expérimental ou les cellules étaient exposées a la combinaison oligomycine
(1 pg/mL, inhibition complete de la respiration mitochondriale) / inhibiteur de MCT1
(Astrazeneca ®, 300 nM) (inhibition de I'export résiduel d'acide lactique par MCT1). Dans
ces conditions seules les cellules ayant une glycolyse fonctionnelle peuvent survivre. Donc
toute cellule déficiente en MCT4 sera sensible a I'inhibiteur de MCT1. Par la suite la perte de

MCT4 était vérifiée par technique de Western Blot.

3.2.4. Western blot

Les cellules étaient lysées dans du Laemmli 1,5X. La migration de 40 ug de protéines
était obtenue sur un gel 7.5% SDS polyacrylamide. Les protéines étaient ensuite transférées
sur une membrane de polyvinylidene difluoride. Les membranes étaient ensuite hybridées
avec l'anticorps primaire MCT4 (Sigma Prestige, SLC16A3), Basigine (Life Span, LS-
C14277), ARD-1. Un lysat de protéines LS174shca9/shcal2 (double invalidation de CAIX et
CAXII) surexprimant MCT4, MCT1, Basigine, était également déposé sur la membrane pour

contr6le positif.
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3.2.5. Clonogénicité

Les cellules étaient ensemenceées a hauteur de 1000 cellules par diamétre 60. Un jour
apres les cellules devant proliférer en hypoxie étaient transférées dans I'enceinte anaérobie a
1%. Quarante-huit heures aprés prolifération en hypoxie (le temps que lI'ensemble des genes
hypoxiques s'activent) et en normoxie, le milieu était changé avec les conditions et les
inhibiteurs adéquats (phenformin 50 uM, et inhibiteur de MCT1, Astrazeneca AR-C155858
76 300 nM). 7 jours aprés exposition & la condition voulue en normoxie, et 10 jours en

hypoxie, les clones restant étaient fixées au GIEMSA.

41



4. Résultats

4.1. Partie clinique

4.1.1. Marqueurs glycolytiques dans les cancers TNEG

intracellulaire est décrit dans le tableau 7.

Le marquage des protéines glycolytiques et des protéines de régulation du pH

Tableau 7. Marquage des protéines des protéines glycolytiques et de Ki67

CA-IX GLUT-1 LDH-A MCT1 MCT4 MCT4 Basigine LAT-1 c-Myc Ki-67
positif | moyen/fort | moyen/fort | positif | tumoral total positif positif positif | (=30%)
54.1% 61.6% 96.8% 62.3% 57.2% 86.0% 76.7% 44.7% 81.8% | 51.0%

Les différents marquages sont représentés dans les figures 12 a 21 (carottes des TMA):

Figure 12. IHC de CAIX (X100 a gauche, et X400 a droite) - le marquage est membranaire et est
maximal prés des zones hypoxiques et nécrotiques, témoignant de la régulation de I'expression de
CAIX médiée par I'hypoxie (et HIF)
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Figure 13. IHC de GLUT-1 (X100 en haut et X400 en bas) - le marquage est membranaire; pas de
corrélation stricte avec I'oxygénation tissulaire dans cette tumeur (effet Warburg)
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Figure 14. IHC de LDH-A; marquage cytoplasmique (X600)
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Figure 15. IHC de MCT1 (X100 en haut, X400 en bas), marquage membranaire; pas de corrélation
stricte avec I'oxygénation tissulaire dans cette tumeur (effet Warburg)
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Figure 16. IHC de MCT4 (X100 en haut, X400 en bas),marquage membranaire des cellules
tumorales; marquage maximal proche des zones les plus hypoxiques (nécrotiques)
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Figure 17. IHC de MCT4 (X400: marquage lymphocytaire (#), fibroblastique (*#) ou

tumorale (#*=#)
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Figure 18. IHC de Basigine (X100 en haut, X400 en bas), marquage membranaire des
cellules tumorales (mais aussi de quelques cellules du stroma)
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Figure 19. LAT-1
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Figure 20. C-Myc,



Figure 21. Ki-67, marquage nucléaire (X100 en haut, X400 en bas)
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4.1.2. Survies et facteurs pronostiques de SSRM et de SP

Avec un suivi médian de 73 mois (3-173), 49 patientes ont présenté une rechute dont 40
rechutes métastatiques, et 25 rechutes locorégionales. 34 patientes sont décédées dont 31 a
cause du cancer. Les taux de survie sans rechute (SSR), sans rechute locorégionale (SSRL),
sans rechute métastatique (SSRM) et de survie spécifique (SP) a 5 ans étaient respectivement
de 71.1%, 84.6%, 73.9% et 82.8%.

Les facteurs pronostiques de SSRM et de SP sont résumé dans le tableau 8.

Tableau 8. Facteurs pronostiques de survie, analyse Log-Rank (taux de survie a 5 ans)

SSRM p SP p
Stade pT
pT1 83.9% <0.001 91.5% 0.001
pT2a4 59.7% 70.9%
Stade N
PN - 82.2% <0.001 91.2% 0.001
pN + 57.1% 66.3%
MCT4
Tumoral strict 58.4% 0.006 77.9% 0.07
Tumoral et stromal 84.1% 84.0%
Stromal strict 77.4% 86.8%
Négatif 80.0% 89.8%
MCT4
Tumoral strict 58.4% 0.001 77.9% 0.009
Autres 80.7% 86.3%
LDH-A
Faible/négatif 100% 0.19 100% 0.24
Moyen/fort 72.8% 82.1%
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Concernant les facteurs suivants, aucun n'était pronostique (p>0.1): ge au diagnostic
(cut-off 50 ans), grade SBR (I-11 vs I11), Ki-67 (cut-off 30%), chimiothérapie (oui/non),
radiothérapie, (oui/non), MCT1 (positif/négatif), GLUT1 (faible-nul/moyen-fort), CAIX
(positif/négatif), Basigine (positif/négatif), LAT-1 (positif/negatif) et C-myc (positif/négatif).
A noter qu'aucune tumeur négative pour la fixation de LDH-A n'a présenté de rechute (n=5)

sans significativité statistique étant donné la rareté de I'événement.

Les facteurs pronostic indépendants en analyse multivariée étaient les suivants (les
variables MCT4 et LDH tumoral strict vs autres ont été choisis au lieu des variables

composites étant donné la faible effectif des différents sous-groupes):

- SSRM: taille tumorale (p=0.002; Hazard Ratio (HR) 0.34 [0.17-0.67])
envahissement ganglionnaire (p=0.002; HR 0.35 [0.18-0.67])
MCT4 tumoral strict (p=0.003; HR 0.35 [0.18-0.67])

- SP: taille tumorale (p=0.006; HR 0.33 [0.15-0.73])
envahissement ganglionnaire (p=0.004; HR 0.33 [0.16-0.71])
MCT4 tumoral strict (p=0.04; HR 0.46 [0.22-0.97])

Les Figures 22 et 23 représentent les courbes des survie sans récidive métastatique des
cancers TNEG selon le statut MCT4.

Le tableau 9 décrit le grade SBR, le statut Ki-67 et la taille tumorale selon les marqueurs
glycolytiques. De maniére générale les tumeurs TNEG exprimant les marqueurs glycolytiques
ont un Ki-67 et un grade SBR plus élevé, mais la taille ou I'envahissement ganglionnaire

n'étaient pas significativement différents entre les tumeurs glycolytiques et les tumeurs non

glycolytiques.
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Figure 22. SSRM en fonction du statut MCT4 au niveau stromal et tumoral
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Figure 23. SSRM en fonction du statut MCT4 (marquage tumoral strict versus autres)
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Tableau 9. Grade SBR, taille tumorale et taux de Ki-67 en fonction des marqueurs glycolytiques

Ki-67 p SBR 111 p T>T1 p N+ p
>30% | (Chi-2) (Chi-2) (Chi-2) (Chi-2)
CA-IX
Négatif 47.8% 0.4 98.4% 0.4 49.3% 0.2 35.2% 0.9
Positif 53.7% 96.3% 39.5% 34.9%
GLUT-1
Nul / Faible 245% | <0.001 | 92.5% 0.009 39.7% 0.4 29.9% 0.09
Moyen / Fort 65.6% 100% 45.4% 43.1%
LDH-A
Nul / Faible 0% 0.04 100% 0.6 20% 0.2 40% 0.7
Moyen / Fort | 52.1% 97.1% 45% 34.4%
MCT1
Absent 25.5% | <0,001 | 92.3% 0.007 34.5% 0.06 39.7% 0.3
Présent 65.6% 100% 49.5% 32.3%
MCT4
Autre 48.6% 0.2 97.1% 0.8 40.5% 0.1 33.3% 0.5
Tumoral strict | 60% 97.5% 52.3% 38.6%
Basigine
Absent 23.3% | 0.001 93.3% 0.15 21.9% 0.06 31.3% 0.6
Présent 58.5% 98.2% 49.2% 36.1%
LAT-1
Absent 42.7% 0.02 94.9% 0.06 37.2% 0.06 37.2% 0.5
Présent 60.9% 100% 52.1% 32.4%
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4.2. Partie fondamentale

4.2.1. Détermination du statut hormonal et Her-2 des lignées de cancer du sein

Les lignees de cancer du sein utilisées sont réputées étre TNEG (Hs578t, MDAMB-231)
ou hormonosensibles (MCF7, T47D). Les figures 24 a 27 représentent le marquage RE, RP et

Her-2 de ces lignées.

a T At = ) ok S ]
,‘,ﬁi;.:. SV Q;ﬂ e 3!{@
|-* . ‘.‘w‘b/&w v, 2
R T . Mg &

Y o o ‘el

Sy« SRR Gl
“,'\Ic‘,nw 1;%‘;/ ,{53 L9  gub
e O'L'v'-‘f <. ‘3 s '5:.- ]
s S a3
o] ',A"'*f ir 2k p £
6 ¥ A &3 %*?
S nddin 26,5 W asa R

9% oy = Sy
£ ‘\-‘,_m.'*-:“”"vx:._‘c._ g et S i

0 pamolef A
b ?(\?‘i{ﬂv"%’ > ‘@, W T Y]
S BT T
—m\’%‘?’fu‘?w L2 n‘, .0 -,:.° 3]

Figure 24. Marquage RE (gauche, positif, X400), RP (milieu, positif, X400) et Her-2 (négatif,droite
X400) confirmant le statut RH+/Her-2 négatif de la lignée MCF7
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Figure 25. Marquage RE ( gauche, positif, X400), RP (milieu, positif, X400) et Her-2 (négatif,droite
X400) confirmant le statut RH+/Her-2 négatif de la lignée T47D
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Figure 26. Marquage RE ( gauche, nul, X400), RP (milieu, nul, X400) et Her-2 (nul, X400 droite)
confirmant le statut TNEG de la lignée MDAMB-231

Figure 27. Marquage RE ( gauche, nul, X400), RP (milieu, nul, X400) et Her-2 (droite nul, X400)
confirmant le statut TNEG de la lignée Hs578t

4.2.2 In vitro les lignées TNEG sont plus glycolytiques que les lignées RH+

L'analyse de la consommation d'oxygéne des lignées TNEG (Hs578t, MDAMB231) et
RH+ (MCF7, T47D) montre que, pour un méme nombre de cellules (50 000 cellules par
puits), aprées introduction de glucose 5 mM (= condition plus physiologique) les 2 lignées
RH+ voient leur consommation d'oxygéne strictement stable, alors qu'une des 2 lignées
TNEG (Hs578t) diminue sa consommation d'02, méme en NORMOXIE, témoignant d'un
shift vers la glycolyse fermentative (Figure 28A et B). A noter que la consommation d'O2 de
la 2° lignée TNEG (MDAMB231, (Figure 28B)) ne baisse pas apreés introduction de glucose
mais présente d'emblée la consommation la plus basse. L'oligomycine (1 uM) est un
inhibiteur puissant du complexe V de la chaine respiratoire (ATP synthase) obligeant ainsi la

cellule a produire la quasi totalité de son ATP a partir de la glycolyse (conversion du pyruvate
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en lactate) reflétant donc ainsi le maximum de capacité de glycolyse fermentative et de
production d'acide lactique.

Apreés introduction du glucose puis de I'oligomycine toutes les lignées présentent une
diminution de la consommation d'oxygéne, avec toutefois une amplitude plus importante pour
les lignées RH+ (300—250 et 180—100 pour RH+, versus 100—50 et 60—40), témoignant
d'une respiration de base plus élevée.

D'autre part, en conditions physiologiques (aprés introduction de glucose) la production
extracellulaire d'acide lactique (ECAR) est plus importante pour les lignées TNEG que les
lignées RH+ (10 et 26 versus 6 et 11, Figure 29A et B). De facon remarquable aucune des 2
lignées TNEG ne voie sa production d'acides augmenter apres inhibition de la respiration
(oligomycine, Figure 29B), contrairement aux 2 lignées RH+ (Figure 29A), ce qui signifie
que les lignées TNEG utilisent le potentiel glycolytique maximal nécessitant un apport de

glucose conséquent d’ou 1’ « addiction » au glucose de ces cellules
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Figure 28. Consommation d'oxygéne (OCR) pour les lignées RH+ (A), TNEG (B), sans, puis avec
glucose (condition physiologique), puis avec inhibition compléte de la respiration (oligomycine)

(chaque point correspond a un triplicate).
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Figure 29. Production extracellulaire d'acide (ECAR) pour les lignées RH+ (A), TNEG (B), sans, puis
avec glucose (condition physiologique), puis avec inhibition compléte de la respiration (oligomycine)

(chaque point correspond & un triplicate).
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4.2.3. L'inhibition seule de MCT1 sur les lignées TNEG n'a peu ou pas d'impact

antiprolifératif

Le caractére glycolytique des lignées TNEG in vitro montre une certaine dépendance au
glucose, ainsi qu'aux mécanismes d'épuration de ses déchets comme les MCTs qui peuvent
étre proposes comme cible afin de diminuer les capacités de prolifération par acidification
intracellulaire.

En conditions de clonogénicité (1000 cellules J1; fixation GIEMSA & J7 en normoxie et
J10 en hypoxie) l'utilisation de I'inhibiteur de MCT1 (300 nM, développé par Astrazeneca,
AR-C155858 ©) n'avait aucun effet antiprolifératif évident, que ce soit pour la lignée Hs578t
(Figure 30) ou la lignée MDAMB231 (Figure 31) avec méme un effet proprolifératif en
particulier pour la lignée MDAMB231.

MCT1 inhibitor
Control (300 nM)
J\L ,.1

% * "- Q\
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Figure 30. Clonogénicité de cellules de cancer du sein TNEG Hs578t (1000 cellules ensemencées,
changement milieu avec inhibiteur & J3 apreés 2 jours en hypoxie, pour la condition hypoxique; & J1

pour la condition normoxique)
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Figure 31. Clonogénicité de cellules de cancer du sein TNEG MDAMB231 (1000 cellules
ensemenceées, changement milieu avec inhibiteur & J3 apres 2 jours en hypoxie, pour la condition

hypoxique; a J1 pour la condition normoxique)

En condition de croissance exponentielle le comptage du nombre de cellules
ensemencées dans des plaques 6 puits (75 000 cellules par puits), montre la méme tendance
pour les 2 lignées TNEG avec méme pour la lignée MDAMB231, un effet proprolifératif de
I'inhibiteur en hypoxie (Figure 32). Pour la lignée Hs578t il existe peut-étre un effet anti-
prolifératif en hypoxie, mais non significatif (p=0,1, test T Student).
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Figure 32. Comptage de cellules des lignées TNEG MDAMB231 (A) et Hs578t (B) mis en culture (75
000 cellules par puits) en normoxie/hypoxie, avec ou sans inhibiteur de MCT1 (300 nM) a J1, J2 et J3

(D1 a 3) (* différence significative entre ces 2 valeurs, p=0,005, Test-T).
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L'analyse de la production extracellulaire d'acides (ECAR) en Seahorse montre toutefois
une diminution rapide de I'ECAR apres introduction de l'inhibiteur dans les 2 lignées (Figure
33), mais de facon beaucoup plus prononcée dans le lignée Hs578t pouvant peut-étre

expliquer I'effet plus prononcé de l'inhibiteur dans la lignée Hs578t.
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Figure 33. Analyse de la production extracellulaire d'acides (ECAR) des lignées TNEG exposées a un
inhibiteur de MCT1 (300 nM).

4.2.4. La sous-expression de MCT4 est associée a une réduction de la prolifération des

cellules TNEG Hs578t

L'autre protéine d'épuration du lactate, MCT4 pourrait également étre une cible
intéressante dans les lignées TNEG devant leur comportement tres glycolytique, et ce d'autant
qu'il s'agit du transporteur exclusif du lactate, induit sous hypoxie, et qu'il a été retrouveé
comme facteur de mauvais pronostic indépendant dans la présente étude.

Puisque I"inhibiteur de MCT4 caractérisé par Astrazeneca n'est pas encore disponible,
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nous avons tenté par technique de Zinc Finger Nucléases (ZFN) de déléter le gene MCT4 des
2 lignées TNEG MDAMB231 et Hs578t comme expliqué dans matériel et méthodes (chapitre
3.2.4). Pour la lignée MDAMBZ231, aucune cellules sélectionnée par le FACS n'a pu survivre
dans les conditions de clonage extréme que représente I'ensemencement de cellule unique
dans les puits des plaques 96 puits. Aucun clone n'a donc pu étre obtenu pour la lignée
MDAMB231. Pour la lignée Hs578t 3 clones (16, 21, 122) sur plus de 100 analysés ont pu
étre identifiés répondant au test de survie (MCT1 inhibiteur + oliogmycine). En effet un
double blocage de I'export d'acide lactique (MCT1/4) associé a une inhibition totale de la

chaine respiratoire (oligomycine) entraine une mort cellulaire sous 24-48h (Figure 34).

HS578t wt Cl122 Cl21 Cl1e
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Figure 34. Clonogénicité (700 cellules ensemencées J1) de la lignée Hs578t wild type
(Hs578t wt) des clones 16, 21 et 122, avec (en haut) et sans inhibition (en bas) de MCT1 (par
inhibiteur de MCT1 300 nM) et de la chaine respiratoire mitochondriale (oligomycine 1 uM).

En condition de clonogénicité I'ensemble des clones présentait une prolifération
nettement réduite par rapport a la lignée sauvage (Figure 34). Les clones 16 et 21 avaient une
prolifération spontanée nettement réduite ne permettant la réalisation d'autres expériences,
alors que le clone 122 pouvait toujours proliférer (Figure 34, haut). Nous avons donc choisi le

clone 122 pour les expériences suivantes.

L'analyse par western blot a montré une nette réduction de I'expression de MCT4 dans le
clone 122 comparé a la lignée parentale (WT) (Figure 35). L'exposition a I'hypoxie ne montre
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pas d'élévation du niveau d'expression de MCT4, elle-méme faible chez le WT. Néanmoins en
comparaison avec les niveaux de Basigine, il ressort que I'expression de MCT4 dans ce clone

122 est nettement réduite.

Wt [ Wt || 122 | 122 L.S174
N | H N H shca9/shcal2 H

MCT4
Basigine

-
ARD-1 s D g -—

Figure 35. Western blot d'extraits protidiques de cellules de Hs578t wt (WT) et Hs578t clone 122
(122) cultivées en normoxie (N) ou hypoxie (H, 48 heures); ARD1 = contrdle de charge, LS174
shca9/cal2 = lignée de carcinome du colon avec invalidation par shRNA de ca9 et cal2, utilisé pour

controle positif de I'expression des protéines.

Le séquencage du gene MCT4 dans le clone 122 comparativement a la lignée sauvage
type n'a pas montré de différence. Il est possible qu'il y ait un nombre trop important de copies
du géne pour que celui-ci soit entierement delété ou que le ZFN n'est pas a l'origine de la

baisse d'expression de MCT4.
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L'analyse Seahorse du taux de glycolyse par I'ECAR (ajout de 5mM glucose) montre
une réduction d’environ 25% pour le clone 122 en comparaison avec la lignée Hs578t
sauvage (Figure 36). Cette réduction peut étre liée au plus faible taux de croissance du clone
122 lui méme expliqué par la réduction de 1’expression de MCT4. Par contre comparé a la
lignée parentale, I’inhibiteur de MCT1 abolit totalement le taux de glycolyse dans la forme
mutée du clone 122 (Figure 36). Ce résultat permet de rendre compte de I’extréme sensibilité
du clone 122 a la combinaison d’inhibiteurs (MCT1i + oligomycine) utilisée pour la

caractérisation du phénotype MCT4-null.
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Figure 36. Analyse par Seahorse de la production extracellulaire d'acides (ECAR) dans les lignées
Hs578 wt et Hs578 cl122; * = limite significativité entre les 2 points (p=0,1), ** = différence
significative entre les 2 points (p<0,05), test T de Student.

L'inhibition pharmacologique de MCT1 permet, contrairement a la souche wild type,
d'obtenir un effet anti-prolifératif a la fois en clonogénicité (Figure 37) et en condition de
croissance exponentielle (Figure 38).
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Figure 37. Clonogénicité de cellules de cancer du sein TNEG Hs578t WT et Hs578t cl122 (1000
cellules ensemencées, changement milieu avec inhibiteur a J3 aprés 2 jours en hypoxie, pour la

condition hypoxique; a J1 pour la condition normoxigue)
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Figure 38. Comptage de cellules des lignées Hs578t WT et cl122 mis en culture (75 000 cellules par
puits) en normoxie/hypoxie, avec ou sans inhibiteur de MCT1 (300 nM) a J1, J2 et J3 (D1 a 3)

(* tendance significativité, p=0,1; ** différence significative entre ces valeurs, p<0,05, Test-T)
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4.2.5. L'inhibition du complexe 1 de la chaine respiratoire permet de réduire la prolifération

des lignées TNEG in vitro

Afin d'exploiter I'inhibition des MCTs il faut forcer les cellules tumorales & n'utiliser que
la glycolyse anaérobie. Ceci peut-étre réalisé par un traitement a I'oligomycine mais elle ne
peut étre utilisée en clinique (toxicité). Il existe aussi la metformine, et surtout la phenformine
qui sont des inhibiteur du complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale.

Ainsi l'effet de l'inhibition a en effet permis d'entrainer une chute drastique des capacités
de clonogenicité de la lignée Hs578t cl122 (Figure 39, haut) ainsi que de ses capacités de
prolifération en condition de croissance exponentielle (Figure 39, bas), que ce soit en

normoxie ou hypoxie.

69



MCT1i+

Control MCT1i Phenformin  Phenformin
5t — S~ e
4 d ' L% g
N b. e S " g o4 I
. /
."‘
o e - 5 - r— —
H
R
1400000
* EE RN
1200000 BN
B
1000000
EE R o

800000 + ‘} 0D1

600000 o EEE opo

400000 A OD3

200000 - — ’_P

[' T T T
N N N N H H H H
MCT1i  Phenformine Phenformine MCT1i  Phenformine Phenformine
MCT1i MCT1i

Figure 39. Haut, clonogénicité (aprés ensemencement de 1000 cellules, changement de milieu a J3 en
hypoxie et J1 en normoxie), Bas, comptage de cellules en croissance exponentielle (ensemencement de
75 000 cellules par puits) de la lignée Hs578t cl122 exposée a I'inhibition de MCT1, avec ou sans

phenformine, en normoxie ou hypoxie (les différences significatives sont notées par des astérisques)
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L'effet antiprolifératif maximal a été obtenu par le triple ciblage de MCT1, MCT4 et du
complexe | de la chaine respiratoire. Concernant la lignée MDAMB231, seulement un double
ciblage a pu étre réalisé, de MCT1 et de la chaine respiratoire par phenformine montrant un
effet antiprolifératif uniquement en normoxie par la phenformine, l'inhibiteur de MCT1

semblant au contraire augmenter les capacités de prolifération de cette lignée (Figure 40).

MCT1i+
Control MCT1i Phenformin Phenformin
4 R e e /g -~
y’ ‘ \ > \
e \ # - », )
. S \ : .
N ) ‘. B /g ' = B ® ' ; |
A & / \ V * % E S
\ N - ~ \‘ . » 2 ‘;‘
KL_ \‘%]
7 ¥
3000000 _
2500000 + &l
2000000 u s
E -+
1500000 - I 0Dl
oD2
1000000 oD3
500000
0 . ‘ . . . .
N N N N H H H H
MCT1i Phenformine Phenformine MCT1i Phenformine Phenformine
MCT1i MCT1i

Figure 40. Haut, clonogénicité (aprés ensemencement de 1000 cellules, changement de milieu & J3 en
hypoxie et J1 en normoxie), Bas, comptage de cellules en croissance exponentielle (ensemencement de
75 000 cellules par puits) de la lignée MDAMB231 exposée a I'inhibition de MCT1, avec ou sans

phenformine, en normoxie ou hypoxie (astérisques = tendance a significativité avec p=0,1)
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5. Discussion

Les données du PET-scanner au ‘®-FDG suggéraient que les cancers TNEG étaient
hautement glycolytiques du fait d'une fixation systématique de ce marqueur dans 2 séries
différentes **">. Les résultats de la thése du Dr Trastour permettaient de conforter cette
observation avec une surexpression de I'ensemble des protéines glycolytiques par rapport aux
autres sous-groupes (RH+ et Her-2), avec un facteur 2 a 3. Les résultats de notre travail
clinique et fondamental ont confirmé tous les 2 ces données avec un marquage des protéines
glycolytiques de I'axe hypoxique dans 54.1% (CAIX) & 96.8% (LDH-A) selon le marquage.
Comme couramment observé les tumeurs TNEG étaient de trés haut grade avec 77.6% de
grade SBR 111 et un taux de Ki-67 > 30% de 51%. Les résultats in vitro ont montré a partir de
2 lignées TNEG comparées a 2 lignées RH+ que leur fonctionnement était d'emblée en
glycolyse anaérobie maximale puisque, en particulier, I'oligomycine ne s'accompagnait pas
d'une augmentation de I'ECAR des 2 lignées TNEG, alors que pour les 2 lignées RH+ la
glycolyse anaérobie pouvait étre augmentée par I'oligomycine démontrant ainsi qu'elles ne
I'utilisent pas le maximum de leur potentiel ‘glycolyse’ (Figure 29).

Le suivi médian était de 73 mois (7.9 ans) permettant de recueillir la plupart des
évenements meétastatiques et des déces specifiques. L'age médian de 62 ans était plus élevé
gu'attendu étant donné que les médianes habituellement observées sont en deca (aux alentours
de 50 ans ""®). L'age plus élevé des patients de la Cote d'Azur pourrait expliquer ce
phénomeéne. Les facteurs pronostiques classiques comme pT et pN étaient retrouvées comme
facteurs indépendants de SSRM et SP (tableaux 8 et 9). Les autres facteurs classiques
n'étaient pas retrouves, notamment le SBR, I'a4ge au diagnostic ou le Ki-67, comme
précédemment observé dans d'autres séries, notamment pour le Ki-67 et le score mitotique .
Concernant les marqueurs glycolytiques/hypoxiques aucun n'était pronostic sauf le marquage
MCT4 qui était associé a un plus mauvais pronostic (pour SSRM et SP) surtout lorsqu'il était
exprimé au niveau des cellules tumorales mais sans expression stromale (taux de SSRM a 5
ans de 58.4% versus 80.7%, p=0.001, Figure 22, 23). En analyse multivariée ce marqueur
était également reconnu comme facteur pronostic indépendant de SSRM et SP tout comme
I'avait démontré le Dr Trastour (tableau 2 et 3). Dans la thése du Dr Trastour I'analyse de
sous-groupe montrait que ce marquage ne semblait pas pronostic (Figure 9) dans les TNEG
mais en augmentant le nombre de patientes il s'avere qu'il s'agissait uniqguement d'un manque

de puissance statistique. Contrairement a lI'analyse du Dr Trastour la présence des marqueurs
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glycolytiques dans les cancers TNEG n'était pas forcément associée a une taille tumorale ou
un envahissement ganglionnaire plus importants mais par contre les tumeurs glycolytiques
présentaient un taux de prolifération (Ki67 > 30%) et un grade SBR 111 plus éleves (tableau
9). Cela confirme que les tumeurs qui proliferent beaucoup doivent surexprimer les marqueurs
de glycolyse afin de métaboliser le glucose et de détoxifier la cellule des métabolites acides
issus du glucose. Ces tumeurs présentent donc également, du fait du grade SBR 111 plus élevé,
une dédifférenciation et des anomalies de morphologie du noyau plus importantes et donc un
potentiel métastatique plus important. En particulier le statut MCT4 semble jouer un réle
prépondérant dans I'agressivité tumorale ayant été identifié comme un marqueur pronostic
indépendant de SSRM et de SP. MCT4 est la protéine dédiée a la détoxification de l'acide
lactique produit en permanence et en large excés lors d'une glycolyse exacerbée %; elle est trés
efficace et spécifique pour remplir ce réle bien que son affinité pour le lactate soit plus faible
que celle de MCT1. Par contre MCT1 transporte le lactate et le pyruvate qui sont des
solutions métaboliques intéressantes pour le métabolisme oxydatif par re-capture. L’export de
pyruvate par MCTL1 est au contraire défavorable sur le plan énergétique (équivalent d’une
perte en ATP). Cela nous permet de comprendre pourquoi I’inhibition de MCT]1 peut stimuler
la croissance de plusieurs types de cellules cancéreuses dont les TNEG de cette étude
(observations de 1’équipe). Bloquer I’export de pyruvate est un avantage sur le plan
énergétique. Une cellule de cancer TNEG qui exporte donc efficacement I'acide lactique est a
priori capable de mieux résister aux carences nutritionnelles et donc de métastaser plus
facilement a partir d’un microenvironnement acide. Etant donné que son expression est
corrélée au degré d'hypoxie et au degré d'activation des master génes comme HIF-1 ° et c-
Myc *" on comprend que les cellules ayant acquis une résistance dans les zones hypoxiques et
pauvres en nutriments soient le plus apte a induire la transition épithélio-mésenchymateuse et
I'invasion tumorale. De maniere plus directe, I'expression de MCT4 pourrait étre corrélée a un
enrichissement en cellules souches tumorales. Dans les glioblastomes il a en effet été décrit
que la diminution de I'expression du géne MCT4 s'associait a une diminution du nombre de
cellules exprimant CD133 avec une réduction de 50-80% des capacité de prolifération des
lignées tumorales in vitro et in vivo °. De maniére intéressante d'autres travaux ont montré
qu'il existait en hypoxie, un enrichissement en cellules souches dans des lignées de cancer du
sein, et dépendait de Hif-1a, reliant ainsi la voie hypoxique aux cellules souches ®°, et donc
comme hypothése sous-jacente, une implication probable de MCT4 dans leur fonctionnement.
De méme il a été observé que les cellules souches présentaient un taux de especes réactives
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oxygénées tres bas, ce qui laisse supposer des mécanismes efficients d'épuration d'acide
comme pourrait étre MCT4 ®. Les cellules souches tumorales sont résistantes aux
traitements anti-tumoraux conventionnels comme la chimiothérapie et la radiothérapie peut-
étre via BMI1 qui est une protéine impliquée dans la résistance a I'apoptose et la transition
épithélio-mésenchymateuse 2. Une autre explication de I'agressivité des cellules surexprimant
MCT4 pourrait étre que l'alcalinisation accrue du milieu intracellulaire (augmentation du pH
intracellulaire) est un facteur permettant de diminuer I'activité des chimiothérapies qui sont le

plus souvent moins efficace & un pH alcalin *®® (Figure 41 et 41 bis).

MCT4 un régulateur clef de pHi

wt = Ras-transformed fibroblasts
wt, mct4 = wt expressing M(T4

Chiche J, Fur Y, ... Pouysségur J and Lutz N. Int. J. Cancer (2012) 130:1511-20 Figure 41.pH
extracellulaire (pHe) et intracellulaire (pHi) mesurés in vivo dans des xénogreffes de souris d'une lignée
transformée de fibroblastes (CCL39) wild type exprimant MCT1 (wt, mctl), et dans la méme lignée mais
exprimant également MCT4 (wt, mct4; expression forcée de MCT4 par un vecteur pCl-neo-
mct4);comparativement & la lignée n'exprimant pas MCT4, les variations entre pHi et pHe de la lignée
exprimant MCT4 sont plus importantes avec un pHi bien plus élevé (7.1 vs 6.97) et un pHe bien plus bas (6.67
vs 6.84), grace a l'expression de MCT4

Nermal cell Cancer cell

Hl'

Figure 41 bis. Au niveau des cellules tumorales le gradient de pH au niveau membranaire est inversé avec un
pH extracellulaire plus acide; les chimiothérapies (drug = D; exemple, la doxorubicine) sont majoritairement
des bases faibles et vont au niveau extracellulaire se retrouver protonées (DH™) en plus grande quantité avec
donc une forme neutre minoritaire; c'est la forme neutre qui traverse la membrane, ainsi, les drogues pénetrent

moins les cellules tumorales &
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Aussi bien dans le travail du Dr Trastour que dans la cohorte des cancers TNEG l'impact
pronostique de MCT4 était plus prononce si les tumeurs n'exprimaient pas MCT4 au niveau
du stroma. Dans le stroma, MCT4 pouvait étre aussi bien exprimé par les lymphocytes ou les
fibroblastes, suggérant que la présence de ces 2 types cellulaires pourrait étre délétére pour la
progression tumorale. De nombreuses études dans de trés nombreux cancers ont en effet
démontré que les lymphocytes infiltrant la tumeur (tumor infiltrated lymphocytes, = TIL, en
particulier CD8) témoignaient d'une réponse immunitaire anti-tumorale aussi bien au niveau
de la tumeur mammaire que les cellules qui auraient pu déja avoir métastasé ®*. Dans le cancer
du sein, une analyse a posteriori des lames HES des tumeurs de patientes incluses dans I'essai
BIG 02-98 a montré de facon trés remarquable que le sous-groupe TNEG présentait un
pronostic plus favorable lorsqu'il existait un infiltrat lymphocytaire, avec pour chaque
augmentation de 10% du taux de TIL, une réduction de 15% du risque de rechute ®; ainsi les
cancers médullaires qui constituent un sous-groupe de cancers TNEG extrémement enrichis
en TIL, présentent un pronostic trés favorable ®. 1l se trouve que les lymphocytes, de maniére
générale expriment fortement les MCTs car sont hautement glycolytiques ', et parmi les
nouveaux traitements immunosuppresseurs, des inhibiteurs de MCTs ( MCTL1 en particulier)
sont en développement ®. Le marquage MCT4 stromal pourrait donc refléter indirectement la
présence de TIL et pourrait donc expliquer un pronostic plus favorable, méme si la tumeur
exprime MCT4.

Concernant les fibroblastes, il a été décrit que les fibroblastes humains de prostate saine
présentait une capacité d'excrétion de I'acide lactique et une expression de MCT4 bien
moindre que les fibroblastes présents dans le cancer de la prostate (Figure 42) %. Dans cette
méme étude les fibroblastes sains qui étaient mis en coculture avec des cellules de cancer de
prostate présentaient une nette augmentation de I'expression de MCT4 et de leur capacité a
excréter l'acide lactique (switch vers un phénotype plus anaérobie), avec dans le méme temps
une réduction de ces mémes capacités par les cellules cancéreuses (switch vers un phénotype
plus aérobie). 1l est possible qu'il se passe la méme chose au sein des tumeurs mammaires
exprimant MCT4 au niveau stromal avec pour conséquence une agressivité moindre des
cellules cancéreuses. Pour corroborer cela une autre étude a montré que la présence d'un
stroma riche était corrélée de fagon indépendante & une meilleure survie sans rechute et
survie globale dans les cancers du sein en général, et de maniere encore plus prononcée dans
les cancers TNEG *°,
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Figure 42. Uptake de glucose (A) et expression de MCT4 (B, protéine haut, ARNm bas) de fibroblastes humains
prostatiques (HPFs) et de fibroblastes de cancers de prostate (CAFs) (A),

L'impact pronostique de MCT4 en cancérologie n'a pour l'instant pas beaucoup été
étudié. L'expression de MCT1, MCT4 et GLUT-1 dans les cancers TNEG a déja été rapportée
comme plus fréquente dans les cancers TNEG que dans les autres cancers du sein, et leur
expression a également été corrélée avec un grade SBR plus élevé . 'expression de
MCT4 a déja été rapportée comme de mauvais pronostic dans les adénocarcinomes
bronchiques *® ainsi que les carcinomes a cellules claires du rein °*. De maniére surprenante
I'équipe de Lisanti a trouvé des résultats inverses aux notres dans les cancers TNEG avec un
impact favorable de I'expression de MCT4 tumoral et un impact pronostique défavorable de
I'expression stromale de MCT4 %, ce qui va a I'encontre de I'ensemble de tous les autres
résultats publiés et cités précédemment, et a I'inverse de I'impact pronostic de MCT4 retrouvé
dans les 2 cohortes du Centre Antoine-Lacasssagne. Il est possible que les résultats de I'équipe
de Lisanti soient différents si on analysait de maniére concomitante, et non séparée,
I'expression du MCT4 stromal et du MCT4 tumoral.

A noter que I'expression de CAIX n'était pas corrélée au pronostic des cancers TNEG
dans notre série, alors que notre équipe avait précédemment retrouvé ce facteur comme
pronostic dans les cancers du sein en général *. Les anhydrases carboniques permettent la
détoxification du CO, c'est a dire de réguler le pH intracellulaire facilitant la respiration
mitochondriale dont le CO; est le principal déchet. Puisque les cancers TNEG dépendent
plutdt de la glycolyse anaérobie (Figure 29) et de I'export de I'acide lactique par les MCTs, il

n'est pas étonnant que I'expression de CAIX ne soit pas pronostique comme cela a été
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précédemment décrit dans une autre série de cancers TNEG *®. Nous n'avons pu tester
I'impact pronostique d'HIF-1a & cause de difficultés techniques pour réaliser
I'immunohistochimie avec les anticorps commerciaux (épuisement de I'anticorps anti-HIF-1a.
développé dans notre laboratoire, et déces du lapin qui le produisait). Puisque I'expression de
MCT4, GLUT-1 et de trés nombreux oncogenes dépend de HIF, nous aurions pu supposer
qu'il pouvait refléter le pronostic des patientes avec un cancer du sein. La protéine LAT-1 qui
transporte les acides aminés essentiels et la protéine LDH-A qui transforme le pyruvate en
acide lactique n'avaient pas d'impact pronostic évident mais avaient une expression fréquente
(LAT-1, 44.7%) voire systématique (LDH-A, 96.8%) montrant que les cancers TNEG ont un
métabolisme énergétique exacerbé.

La présente étude rapporte les premiers résultats du ciblage spécifique du métabolisme
glycolytique dans 2 lignées établies de cancers du sein TNEG. L'inhibition seule de MCT1
par un inhibiteur spécifique (AR-C155858 '®) n‘avait aucun effet évident sur 2 lignées TNEG
(MDAMB231 et Hs578t) avec méme un effet pro-prolifératif pour la lignée MDAMB231. L’
invalidation genétique de MCT4 par la technique ZFN a I’avantage sur les shRNA d’opérer
une suppression totale de ’activité. Alors que ce couple ZFN-MCT4 a trés bien fonctionné
dans notre équipe pour une lignée d’adénocarcinome colique la réduction de MCT4 sur la
lignée Hs578t a éte obtenue avec néanmoins une légere activité résiduelle. L'efficacité du
ciblage de MCT4 (clone 122) combinée a I’inactivation pharmacologique de MCT1 est
évidente dans la mesure de ECAR (Figure 36). Non seulement le taux de glycolyse est réduit
dans le clone 122 déficient en MCT4, mais 1’addition de I’inhibiteur MCT1 compléte
I’inhibition de la glycolyse par blocage complet de I’export d’acide lactique (Figure 36). On
voit donc que pour cibler le taux de glycolyse et donc la croissance tumorale (Figures 37 et
38) en jouant sur I’export de lactate, un ciblage des 2 transporteurs MCT1/4 est nécessaire.
La perte de capacité de prolifération ne semble pas forcément étre due a une capacité accrue
d'expulser les acides™. Il se pourrait que les cellules souches, qui exprimeraient plus MCT4
(notamment dans le glioblastome ") soient plus sensibles & la sous-expression de MCT4 qu’a
des variations de flux de lactate. Cependant nos résultats montrant I’effet anti prolifératif
corrélé avec le blocage de I’export d’acide lactique (EACR, Figure 36) par la combinaison de
I'inhibition de MCT1/4 nous incite a proposer que I’impact négatif sur la glycolyse est
responsable de 1’effet anti-prolifératif.

I restait toutefois une capacité proliférative résiduelle de la lignée Hs578t méme apreés ciblage
des 2 MCTs, faisant suggérer que les cellules s'adaptent en ‘switchant” leur métabolisme
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glycolytique vers la respiration. C’est ce qui a effectivement été observé avec une
augmentation de la consommation d'oxygene (Figure 39). Nous avons donc postulé que ces
cellules bloquées pour la glycolyse seraient devenues extrémement sensibles aux inhibiteurs
de respiration tels qu’oligomycine ou du complexe I mitochondrial : metformine/
phenformine. Nous observons en effet que la phenformine (50 uM) inhibe la respiration
(OCR) et induit un effet anti-prolifératif maximal lorsque associé a I’inhibition des MCTs
(Figure 39). A noter que la phenformine seule, uniquement en normoxie, avait un effet
antiprolifératif a la fois sur la lignée Hs578t WT et la lignée MDAMB231 (Figure 39 et 40)
montrant I'intérét potentiel de cet inhibiteur. En hypoxie, en I'absence d'oxygene donc, la
phenformine n'avait aucun effet puisque les cellules vont majoritairement utiliser la glycolyse
anaérobie.

Une autre étude avait déja montré I'effet d'inhibiteurs des MCTs sur des lignées de
cancer du sein (alpha-cyano-4-hydroxycinnamate (CHC), Quercetin and Lonidamine °') mais
les inhibiteurs utilisés étaient peu spécifiques des MCTs et pouvaient avoir des effets anti-
prolifératifs autres que par l'inhibition de I'export de lactates. La meilleure stratégie semble
donc étre la triple inhibition de MCT1/MCT4/complexe | de la mitochondrie. Une telle
approche qui vise la production d’ATP est-elle envisageable et raisonnable en clinique ? Les
besoins énergétiques des cellules différenciées des tissus adultes chez ’homme au repos sont
tres faibles. A 1’opposé les cancers a croissance rapide (glioblastomes, TNEG) utilisent
massivement la glycolyse grace a leurs équipements en transport GLUT1, MCT4 hautement
exprimés. Il est donc raisonnable de proposer des fenétres thérapeutiques ‘flash’ (3-4 jours)
associant les bloqueurs de glycolyse (LDHA ou MCTSs) associés a la phenformine pour
éradiquer ces cancers par ‘catastrophe métabolique’ ou ‘ATP crisis’ °. La combinaison
différée a ces traitements d'un ‘flash’ de chimiothérapie ou de radiothérapie permettrait
également d'avoir un effet additif étant donné que MCT4 est surexprimé en hypoxie et que les
cellules hypoxiques sont chimio et radiorésistantes. A noter qu'Astrazeneca a développé un
inhibiteur de MCT4 qui sera prochainement testé dans notre laboratoire. Une collaboration
avec I'équipe d'Elisabetta Marangoni (institut Curie) permettra également au cours du 1%
semestre 2014 de tester ces inhibiteurs dans des modéles murins de cancers du sein. Son
équipe a en effet constitué une banque de souris porteuses de xénogreffes de tumeurs
mammaires humaines qui ont été implantées directement de la piece opératoire sans passer
par la boite de Petri, avec entretien de la xénogreffe depuis des années sans modification ni
des altérations du nombre de copies de génes (données de CGH-array), ni de I'expression
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ARNmM entre la tumeur mammaire originelle et entre les xénogreffes dans le temps . Nous
avons caractérisé 27 xénogreffes de cancers TNEG au niveau du marquage IHC MCT1,
MCT4 et GLUT1 et identifié des tumeurs avec tous les profils possibles qui serviront pour les
experiences de I’année 2014. Les résultats d’anatomopathologie des TNEG présentés ici
seront publiés avec les futures études pré-clinique chez la souris utilisant phenformine seule et

en association avec les inhibiteurs de MCTs.

6. Conclusion

En conclusion, cette étude a permis pour la premiere fois I'analyse exhaustive des
marqueurs métaboliques de la glycolyse dans les cancers du sein sans envahissement
ganglionnaire (travail du Dr Trastour) et dans les cancers du sein TNEG. Elle a montré que les
cancers du sein sont inégaux vis a vis des capacité glycolytiques avec des marqueurs bien plus
présents dans les cancers TNEG, et a un moindre degré dans les tumeurs surexprimant Her-2.
Il existait une corrélation entre les capacités de prolifération et I'expression de ces marqueurs.
Dans les 2 cohortes I'expression strictement tumorale de MCT4 représentait un puissant
facteur pronostique de SSRM et de SP démontrant I'importance de cette protéine dans
I'agressivité tumorale, de par ses puissantes capacités d'expulsion de I'acide lactique, mais
aussi peut-étre de par son possible enrichissement en cellules souches tumorales. In vitro le
ciblage des transporteurs d'acide lactique, en particulier de MCT4, avait un effet anti-
prolifératif intéressant qui était toutefois maximal si la respiration mitochondriale était
bloquée dans le méme temps. Ces données sont a confirmer in vivo dans des modeles de
TNEG humain xénogreffés chez la souris avant de passer chez I'homme pour notamment

tester la toxicité et le potentiel thérapeutique de ces nouvelles stratégies.
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8. Travaux annexes
8.1. Article 1: Knock-down of hypoxia-induced carbonic anhydrases IX and

Xll radiosensitizes tumor cells by increasing intracellular acidosis

Le premier travail rapporte les résultats des expériences ayant évalué la combinaison du
ciblage des anhydrases carboniques CAIX et CAXII et de la radiothérapie. En partant du
principe que les tumeurs sont constituées d'une zone normoxique radiosensible et d'une zone
hypoxique radiorésistante de par I'effet "oxygeéne" (cf article), il apparait intéressant d'ajouter
a la radiothérapie un inhibiteur permettant de cibler les zones hypoxiques. Puisque les cellules
de ces zones surexpriment les anhydrases carboniques CAIX, et a un moindre degré CAXI|,
nous avons évalué la combinaison de la radiothérapie avec la sous-expression de CAIX et/ou
de CAXII dans un modeéle de carcinome colorectal (LS174) in vitro et in vivo (xénogreffes
murines). Nous avons retrouvé un effet additif de cette stratégie a la fois in vitro et in vivo
avec une capacité de prolifération réduite aussi bien pour les sphéroides que pour les tumeurs
murines. Nous avons ensuite confirmé in vitro cette stratégie dans une lignée de fibroblaste
immortalisé (PS120) et mis en évidence que I'acidose intracellulaire était un nouveau facteur
déterminant de radiosensibilisation. Il apparait que méme les cellules normoxiques voyaient
leur mort cellulaire augmenter en association avec une inhibition d'un de leur régulateur du
pH intracellulaire (NHE1 ou CAIX). Le mécanisme sous-jacent pouvant étre un shift des
cellules en phase G2/M avec diminution de la phase S, phase qui sont respectivement les plus
radiosensibles et les plus radiorésistantes. Chez I'homme, un essai de phase Il sera
prochainement débuté au Centre Antoine-Lacassagne et testera I'association de
I'acétazolamide (pan inhibiteur des anhydrases carboniques) avec une radiochimiothérapie a
base de sels de platine (docetaxel/paclitaxel, carboplatine/cisplatine) dans les carcinomes
bronchiques non a petites cellules de stade 111.
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The relationship between acidosis within the tumor microenvironment and radioresistance
of hypoxic tumor cells remains unclear. Previously we reported that hypoxia-induced car-
bonic anhydrases (CA) IX and CAXII constitute a robust intracellular pH (pH;)-regulating
system that confers a survival advantage on hypoxic human colon carcinoma LS174Tr cells
in acidic microenvironments. Here we investigate the role of acidosis, CAIX and CAXII
knock-down in combination with ionizing radiation. Fibroblasts cells (—/+ CAIX) and LS174Tr
cells (inducible knock-down for ca9/ca12) were analyzed for cell cycle phase distribution
and survival after irradiation in extracellular pH, manipulations and hypoxia (1% O,) expo-
sure. Radiotherapy was used to target ca9/cal2-silenced LS174Tr tumors grown in nude
mice. We found that diminishing the pH;-regulating capacity of fibroblasts through inhibition
of Na*/H* exchanger 1 sensitize cells to radiation-induced cell death. Secondly, the pH;-
regulating function of CAIX plays a key protective role in irradiated fibroblasts in an acidic
environment as accompanied by a reduced number of cells in the radiosensitive phases
of the cell cycle. Thirdly, we demonstrate that irradiation of LS174Tr spheroids, silenced
for either ca9 or both ca9/ca12, showed a respective 50 and 75% increase in cell death
as a result of a decrease in cell number in the radioresistant S phase and a disruption
of CA-mediated pH,; regulation. Finally, LS174Tr tumor progression was strongly decreased
when ca9/ca12 silencing was combined with irradiation in vivo. These findings highlight the
combinatory use of radiotherapy with targeting of the pH;-regulating CAs as an anti-cancer

strategy.

Keywords: carbonic anhydrases, hypoxia, intracellular pH, ionizing radiation, tumor growth

INTRODUCTION

Ionizing radiation is used therapeutically to induce cancer cell
death, decrease distant metastasis rates, and to increase over-
all patient survival (Darby etal., 2011). However, radiotherapy
does not efficiently target all cells of the tumor mass. Tumor cell
re-population and activation of DNA repair mechanisms (ATM,
yH2AX, and p53) are key components of tumor cell radioresis-
tance (Huen and Chen, 2008). Cells in the G2/M and G1 phases of
the cell cycle have been shown to be the most radiosensitive, while
cells in the S phase are radioresistant (Hwang etal., 2000; Paw-
lik and Keyomarsi, 2004). The latter is attributed to DNA double
strand breaks (DSBs) repair systems such as homologous recombi-
nation that occur in the S phase (Kastan and Bartek, 2004; Jackson
and Bartek, 2009). In the 1950s, several groups established the
connection between hypoxia and radioresistance in mammalian
tumors (Deschner and Gray, 1959; Dewey, 1960) and oxygen
levels remain the major cell radiosensitizer known to date. In
well-oxygenated conditions, the free radicals generated by ion-
izing radiation insult react with O, to form peroxy radicals that
damage DNA much more efficiently than reduced free radicals
(Brown, 2007). Consequently, the poorly oxygenated (hypoxic)
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cells of tumors are more radioresistant (Gray, 1953 ). These studies
led to the general hypothesis that oxygen acts at a physicochemical
level to improve radiation induced damage as a consequence of
the high affinity between the oxygen molecule and the unpaired
electron on the free radical produced by radiation.

In addition to low oxygen, increased acidification is also a hall-
mark of hypoxic tumors and it has been suggested to play an
indirect role in the poor radioresponse of hypoxic tumors (Vau-
pel, 2004). In contrast, another report indicates that extracellular
acidosis may enhance radiosensitivity in combination with lactate
accumulation for certain cell lines (Grotius etal., 2009). How-
ever, lactate accumulation alone (in the absence of pH disruption)
has also been suggested to reduce radiosensitivity of tumor cells
(Quennet etal,, 2006). Furthermore, the effect of intracellular pH
(pH;i) and extracellular pH (pH,) regulation on the efficacy of
irradiation remains to be clarified.

Despite the fact that all mammalian cells are capable of pro-
tecting their cytosol from acidification through expression of
membrane located transporters and exchangers including the
Na™/H* exchanger 1 (NHE-1; Pouysségur etal., 1985) and the
monocarboxylate transporter 1 (MCT1; Halestrap and Price,



1999), hypoxic tumor cells have developed additional mecha-
nisms to regulate their pH; (Chiche etal,, 2010b). In solid tumors,
membrane-bound carbonic anhydrases (CA) IX and XII are con-
trolled by oxygen levels via the hypoxia-inducible factor (HIF-1;
Wykoff et al., 2000) and catalyze at the cell surface the reversible
hydration of carbon dioxide (CO,) into a proton (H™ ) and bicar-
bonate (HCOj ). Once generated, HCOj is proposed to be rapidly
taken up into the cell through the Na™—HCOj cotransporters
(NBC; Romero etal., 2004; Parks etal., 2011) to sustain a slightly
alkaline pH; compatible with cell survival (Morgan etal., 2007;
Swietach etal., 2009; Chiche et al., 2010a). Many reports correlate
CAIX expression with poor patient survival in a variety of cancers
(see review Supuran, 2008; Chiche etal., 2010a). The extracellular
location of the CAIX active site together with its overexpression in
hypoxic cancer cells compared to minimal expression in healthy
cells, except in the gastro-intestinal tract and the stomach (Pas-
torekovd et al., 1997) makes hypoxia-induced CAIX an accessible
target for new anti-cancer therapy (Supuran, 2008; Morris etal.,
2011). CAIX function has been clearly established to contribute
to extracellular acidification (Svastova et al., 2004). In addition,
studies in our laboratory have characterized CAIX and CAXII as
robust pHj-regulating enzymes and have provided evidence that
both CAIX and CAXII hold potential as new anti-cancer targets
(Chiche et al., 2010a).

We analyzed the downstream effects of CAIX and CAXII
activity on radiation-induced cell death to determine whether a
combined therapy of irradiation and down-regulation of CAIX
and CAXII would sensitize hypoxic cells to ionizing radiation.
An alteration in pH; regulation (either by inhibition of NHE-1 or
expression of CAIX) revealed a decreased percentage in cells found
in the radioresistant S phase and an in vitro radiosensitization that
correlated with an increase in cell death. Gene silencing of ca9
and ca9/cal2 revealed in vitro and in vivo radiosensitization as a
consequence of a reduction of cells in the S phase and a decrease
in the pH;-regulating capacity of the cell.

MATERIALS AND METHODS

CELL CULTURE AND HYPOXIC EXPOSURE

Chinese hamster lung CCL39 fibroblasts (ATCC), CCL39-derived
PS120 cells lacking NHE-1, and CAIX and CAXII, were cultured
as described. Colon adenocarcinoma LS174Tr cells expressing the
tetracycline (Tet) repressor were maintained in Dulbecco’s modi-
fied Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal calf
serum (FCS) and blasticidin (10 pg/ml, Invitrogen). Incubation
in hypoxia at 1% O, was carried out at 37°C in 95% humidity and
5% CO,/94% N> in a sealed anaerobic workstation (Ruskinn).

CELL IRRADIATION

Irradiation of normoxic cells was performed in 25 cm? ventilated
flasks (Nunc), while irradiation of hypoxic cells was performed in
25 cm? non-ventilated flasks to maintain 1% O during treatment
after removal from the hypoxic workstation. Cells were irradiated
100 cm from the source with a bolus of 1.1 cm (under dishes).
High energy photons were used (6 MV), delivered by a linear
accelerator (PRIMUS®, Siemens) with a 40 cm x 40 cm posterior
field. The dose rate of the PRIMUS was 300 monitor units/min
and 2 Gy corresponded to 93 monitor units (18.6 s). Spheroids

were irradiated with the same schedule but with an anterior field
and a bolus placed at the top of the dishes.

PLASMIDS

Full-length human ca9 c¢cDNA was obtained and inserted
into pTREX-A (pcDNA4/TO/myc-His A; Invitrogen; pca9) as
described (Chiche etal,, 2010a). The short-hairpin (sh) RNA-
ca9 (shca9) was obtained with oligonucleotides: forward 5'-
AGTTAAGCCTAAATCAGAA-3" and reverse 5"TTCTGATTTA-
GGCTTAACT-3' and inserted into either pTER vector (also named
shca9). Lentivirus particles for two independent sequences (#1
and #2) of pLKO.1-Puro shRNA targeting cal2 (cal2~) and non-
target sShRNA (ctl; Sigma, TRCN0000116249, TRCN0000116251,
and SHC002V) were used to constitutively silence cal2.

STABLE TRANSGENIC CELLS

PS120 cells were transfected with pca9 as described (Chiche etal,,
2010a). Tet (10 pg/ml)-inducible LS174Tr cells silenced for ca9
(LS-shca9/ctl) combined with a constitutive silencing of cal2 (LS-
shca9/cal2~) were obtained as described (Chiche etal., 2010a).

IMMUNOBLOTTING

Cells were lysed in 1.5 x SDS sample buffer. Proteins (40 jLg) were
separated on 7.5% SDS polyacrylamide gels and transferred onto
polyvinylidene difluoride membranes (Millipore). Membranes
were blotted with the M75 antibody to CAIX (Bayer), a poly-
clonalantibody to recombinant CAXII (Sigma), p21 (Santa Cruz),
p1 integrin (Cell Signalling), and Hsp90 (Abcam). Immunore-
active bands were detected with a horseradish peroxidase-anti-
mouse or anti-rabbit antibody (Promega) by ECL (Amersham
Biosciences).

CELL CYCLE ANALYSIS

Cells (3 x 10°) exposed to normoxia or hypoxia were washed in
PBS and fixed in ice-cold 70% ethanol for a minimum of 30 min.
Cells were centrifuged, washed in 38 mM sodium citrate (pH 7.4),
and stained for 20 min at 37°C with 50 pg/ml propidium iodide
(Sigma) and 5 jug/ml RNase A (Sigma) in sodium citrate solution.
Cell cycle analysis was done by flow cytometry using a FACScan
calibur (Becton Dickinson). The proportion of G1, G2/M peaks,
and the S phase plateau were calculated with WinM D2 software.

MEASURE OF RADIATION-INDUCED CELL DEATH

Fibroblasts (1 x 10%) were seeded onto 60 mm dishes. Once
attached the medium was replaced by either HCOJ -free or 10 mM
HCOj -containing DMEM buffered at an extracellular pH (also
named outside pH, pH,) of 7.0 (30 mM MES) or at pH, 7.5
(30 mM HEPES), supplemented with 10% dialyzed serum, hypox-
anthine 0.1 mM, and uridine triphosphate 0.1 mM for growth in
the absence of CO,/HCOj3 and transferred to a CO,-free atmo-
sphere for 24 h in the presence or absence of inhibitors [NHE-1
inhibitor HOE#694 (Hoechst) 100 uM]. Dishes were then irra-
diated (0, 2, 4, 6, 8, and 10 Gy). After irradiation, dishes were
returned to 5% COz in regular NaHCO3-containing medium for
5 days. Cells were then trypsinized and the percentage of cell death
was determined with trypan blue.
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CLONING EFFICIENCY

LS174Tr cells were plated in clonogenic conditions (1000 cells per
plate, triplicate) in 25 cm? ventilated flasks during 24 h, then
exposed to hypoxia (1% O,) for 48 h, and subsequently closed
with non-ventilated flask caps before irradiation (0, 1, 2, 4, 6,
and 8 Gy). Cells were then returned to normoxic conditions
to allow cell recovery and determination of colony number fol-
lowing irradiation. PS120 cells were plated onto 60 mm dishes
in clonogenic conditions (1000 cells per dish, duplicate). Once
attached, cells were exposed to 30 mM HEPES, 100 uM hypoxan-
thine, 100 uM uridine, and 10% dialyzed FCS medium adjusted
to two different extracellular pH (either pH, 7.0 or 7.5) in a
CO,/HCOj free environment and subsequently irradiated (0,
1, 2, 4, 6, and 8 Gy) in these environments. Following irradia-
tion, the medium were replaced by a regular medium. Six days
(for PS120 cells) or 10 days (for LS174Tr cells) following irradi-
ation, cells were fixed, stained with Giemsa, and counted using
Image]® software. Of note for both LS174 and PS120 cells, irra-
diation was not performed but after two or three cell divisions.
This raises the possibility of microcolony formation and over-
estimation of the number of colonies, however, we used caution
to exclude microcolonies from our final analysis. Furthermore,
our calculations involve a ratio between experimental clones and
control. Therefore, the absolute number of clones is normal-
ized because every condition grows with the same amplitude of
error.

CELL PROLIFERATION IN THREE-DIMENSIONS AND IRRADIATION OF
SPHEROIDS

To grow spheroids, 2 x 107 cells were seeded in drops in 20 pl
of HCOj5 -free DMEM buffered with 30 mM HEPES pH 7.7 con-
taining 10% FCS. After 8 days, spheroids were irradiated (0, 2, 4,
6, and 8 Gy) as described above. Intact spheroids were then trans-
ferred to polyhema-coated 96-well plates for continued growth
in the same respective media for 4 days (12 days total growth
time including irradiation). Spheroids were dissociated in Accu-
tase (Life Technologies) and living and dead cells were immediately
counted using trypan blue exclusion.

NUDE MICE XENOGRAFTS AND IRRADIATION OF MOUSE

TUMORS

Cells (1 x 10°) were subcutaneously injected into the flanks
of 4-week-old male athymic nude mice (Harlan) according to
CNRS institutional guidelines and tumor growth was measured
as reported previously (Chiche etal., 2010a). A total of 750 pLg/ml
doxycycline (DOX; Sigma) was added in the drinking water
before the injection of tumor cells following the previously estab-
lished protocol in our laboratory allowing us to obtain 90% of
ca9 silencing in vivo (see Chiche etal,, 2010a) for immunohis-
tochemical analysis of inducible ca9 silencing in this model).
Tumors of 4-5 mm were irradiated (8 Gy) with contact X-
rays (Gérard etal., 2011) using a RT 50 Phillips unit delivering
a 50-kV maximal energy X-ray beam. The source—surface dis-
tance was 40 mm and the dose rate was 20 Gy/min. The X-ray
tube was handheld and the precision was controlled through
direct vision by the radiation oncologist using a 20-mm diameter
applicator. The dose was prescribed at the exit surface of the

applicator. One single fraction of 8 Gy was delivered into the
visible lesion.

STATISTICAL ANALYSIS
The Student’s -test was used wherein P-values of <0.05 were
considered significant.

RESULTS

INHIBITION OF THE MAJOR pH;-REGULATING SYSTEM NHE-1
SENSITIZES CELLS TO RADIATION-INDUCED CELL DEATH

The contribution of intracellular acidosis to cell radiosensitivity
was studied on fibroblasts growing in pH, 7.5 or a more acidic
pH, 7.0 medium, in the presence or in the absence of NHE-1
inhibitor. We choose to work at pH,, of 7.0 as it is low enough to
reduce the pH; compared to the pH; obtained at pH, of 7.5 but
is not low enough to prevent an observation of radiosensitization
in acidic conditions due to a reduction in cell viability caused by
acidosis alone. The impact of inhibiting NHE-1 on pHj regulation
in these cells has been well established with NHE-1 inhibition
causing a significant reduction in pH;j ina pH, of 7.0 (Pouysségur
etal., 1984). Prior to irradiation, we determined the effect of NHE-
1 inhibition on cell cycle phase distribution. Selective inhibition
of NHE-1 using HOE#694 (100 jLM; see Masereel et al., 2003 for a
review of NHE inhibitors and HOE#694 effectiveness) at the more
acidic pH,, 7.0 condition reduced the percentage of CCL39 cells
in the most radioresistant S phase (34% decrease of cells in the
radioresistant S phase in the presence of HOE#694 compared to
non-treated cells) while it had no effect in a more neutral pH,
7.5 medium (Figure 1A). Consistent with this finding, irradiation
of NHE-1-inhibited fibroblasts in a pH, 7.0 medium led to an
increase in cell death (57% for 10 Gy) compared to either untreated
cells (35% for 10 Gy; Figure 1B) or cells exposed to a pH, 7.5
medium treated or not with HOE#694 (32% for 10 Gy; Figure 1C).

EXPRESSION OF THE HYPOXIA-INDUCED pH,-REGULATING CARBONIC
ANHYDRASE IX PROTECTS CELLS AGAINST IRRADIATION

We have previously demonstrated that expression of catalytically
active CAIX in NHE-1-deficient CCL39 fibroblasts (PS120 cells)
maintains a higher pH; compared to control PS120 cells lacking
CAIX, when cells were exposed to a nominally bicarbonate free
acidic medium (Chiche etal., 2010a). Here we showed that in the
condition where CAIX is required for pH; regulation (pH, 7.0
compared to pH,, 7.5 medium), expression of CAIX in PS120 cells
(PS120-pca9) maintains the distribution of the cell cycle phases,
while in the absence of CAIX, PS120-pev cells demonstrate a 35%
reduction in the most radioresistant S phase (Figure 2A). Conse-
quently, control PS120-pev cells growing at pH, 7.0 were shown
to be more radiosensitive than PS120-pca9 cells, with 70% cell
death following irradiation of 10 Gy for PS120-pev cells compared
to 37% for PS120-pca9 cells (Figure 2B). Of note, PS120-pca9
cells irradiated with 10 Gy at pH,, 7.0 exhibited similar cell death
rates to that at pH, 7.5 while PS120-pev cells had much higher
cell death at low pH,, (Figures 2B,C). Thus, active CAIX protects
cells against ionizing irradiation at low pH. To definitively validate
that the pHj-regulating functions of CAIX are indeed involved
in cellular radioprotection, PS120-pev and PS120-pca9 cells were
exposed to a pH, 7.0 medium containing 10 mM HCO3 . This
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HCOj addition has been shown previously to maintain pH; in
acidic pH,, environments (Chiche etal., 2010a). Irradiation of
PS120-pev cells in the presence of HCO3 reduced the percent-
age of cell death to that obtained for PS120-pca9 cells in a pH,
7.0 medium (Figure 2D). Cloning efficiency experiments also con-
firm the capacity of irradiated cells to survive and recover following
irradiation. From 4 to 8 Gy single doses of ionizing radiation of
PS120-pev cells exposed to a pH, 7.0 medium drastically reduced
the cloning efficiency, compared to that observed in a pH, 7.5
medium (Figure 2E, left panel). In contrast, PS120-pca9 cells
exposed to a pH, 7.0 medium were capable to recover after irradi-
ation, to the same extent that we observed in a pH,, 7.5 (Figure 2E,
right panel). Taken together these results suggest that the pHj-
regulating properties of NHE-1 and CAIX protect cells against
irradiation.

DUAL SILENCING OF THE HYPOXIA-INDUCED pH,-REGULATING-
SYSTEM ca9/ca12 STRONGLY COMPROMISES /N VITRO AND

IN VIVO TUMOR GROWTH WHEN COMBINED WITH IONIZING
RADIATION

LS174Tr cells cultured in hypoxia before exposure to an increas-
ing dose of ionizing radiation demonstrated a higher cloning

efficiency than normoxic cells along with equal distribution of
cell cycle phases before irradiation (data not shown). This estab-
lished the classical radioresistance of LS174Tr cells as observed in
other hypoxic cells and validated this model for our study. In a
regular HCOj3 -containing medium a higher number of cells in
the radiosensitive G1/G2/M phases was observed when ca9 or
both ca9 and cal2 were silenced (Figure 3A). Protein expres-
sion levels of CAIX and CAXII in the Tet-inducible silencing
of ca9 in control LS174Tr cells (LS-shca9/ctl) or cal2 silenced
cells (LS-shca9/cal2~) were confirmed for efficient knock-down
(Figure 3A, inset). In the same conditions, ca9 or both ca9/cal2
silencing was accompanied by an increase in p21, E-cadherin, and
1 integrin expression, which were associated with a reduced cell
proliferation (Figure 3B). To mimic both the tumor hypoxic and
proton gradient observed in vivo, we grew LS174 cells in three
dimensions. Spheroids were grown in nominally bicarbonate free
media to enhance the pH gradients that develop during spheroid
growth. Irradiation of ca9-silenced spheroids (LS-shca9/ctl +Tet,
8 Gy) revealed a cumulative decrease in the proliferation index
(Figure 3C) and a twofold increase in cell death from 27.5% (0 Gy)
to 51.7% (8 Gy) when compared to non-irradiated ca9-silenced
spheroids (Figure 3D). While cal2 silencing alone did not alter
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cal2 were cultured as spheroids in a CO, atmosphere and HEPES-buffered
HCO3 -free medium (pHo 77 in the absence (—Tet) or presence (+Tet) of Tet
for 8 days before they were irradiated (8 Gy) or not (0 Gy). After irradiation,
spheroids were transferred to polyhema-coated 96-well plates containing
fresh medium for 5 days. Spheroids were then subjected to Accutase
dissociation and individualized live cells (C) and dead cells (D) were counted
using trypan blue. The spheroid proliferation index was calculated as the ratio
of the number of living cells counted at day 13 to the number of cells at day 0.
Data represent the average of three independent experiments. (E) The
clonogenic capacity of LS174Trshca9/ct! —/+Tet and LS174TR-shca9/cal2~
—/+Tet cells exposed to hypoxia (1% O,) for 48 h in a regular medium,

was measured 10 days after irradiation (0,1, 2, 4, 6, and 8 Gy). Dishes

were stained with Giemsa (Fluka). The colonies were counted with Image J
software.
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the proliferation rate of non-irradiated spheroids, irradiation of
cal2-silenced cells (LS-shca9/cal2~ —Tet 8 Gy) reduced the pro-
liferation index (Figure 3C) and increased cell death from 27.5%
(0 Gy) to 37.6% (8 Gy; Figure 3D). Irradiation of double silenced
cells (LS-shca9/cal2~ +Tet 8 Gy) strongly compromised prolifer-
ation and viability (75.5% cell death; Figures 3C,D). Clonogenic
test confirmed that double silenced cells (LS-shca9/cal2~ +Tet)
exposed to hypoxia were less capable to recover from irradiation
compared to control cells (LS-shca9/ctl —Tet) or single ca9 or
cal2-silenced cells (LS-shca9/ctl +Tet and LS-shca9/cal2— —Tet;
Figure 3E).

Using contact radiotherapy (Gérard et al., 2011), we specifically
targeted the established tumor mass grown on the back of nude
mice. Irradiation of control tumors (LS-shca9/ctl —DOX + IR)
stopped tumor progression for 5 days after irradiation before
proliferating again at a high rate, which was similar to that of
non-irradiated control tumors (LS-shca9/ctl —DOX; Figure 4A).
Tumor progression was delayed with ca-9-silencing as observed
previously while irradiation of ca9-silenced tumors (LS-shca9/ctl
+DOX +IR) showed more pronounced arrest in tumor pro-
gression (25 days after irradiation to reach 600 mm?), which
may reflect cell death within the tumor (Figure 4A). Irradi-
ation of cal2-silenced tumors (LS-shca9/cal2~ —DOX +IR)
reduced the growth rate compared to non-irradiated tumors
(LS-shca9/ca12= —DOX) to the same extent observed for irra-
diation of control tumors suggesting that cal2 alone is not able
to confer tumor radioresistance (Figure 4B). However, irradi-
ation of double silenced tumors (LS-shca9/cal2~ +DOX +IR)
showed a substantial reduction in the progression of the tumor
(33 days after irradiation to reach 600 mm?). No interaction
between DOX and irradiation was observed as shown with con-
trol LS-shev/ctl —/4+DOX tumors (Figure 4C). Calculations of the
tumor growth delay for time required to reach 300 and 600 cm?,
respectively were 17.6/19.7 days (LS174shCA9 —Dox, —IR), 25.7
days/29.1 days (LS174shCA9 —Dox, +IR), 25.7 days/29 days
(LS174shCA9 +Dox, —IR) and 36 days/46.3 days (LS174shCA9
+Dox, +IR). Growth delay times for CA9/CA12 double-silencing
were 33.9 days/39.9 days (LS174shCA9/CA12 +Dox, —IR) and
36.1 days/45.9 days (LS174shCA9/CA12 +Dox, + IR). We further
calculated the specific tumor growth delay (STGD) with the fol-
lowing formula: STGD = (DT experimental — DT control)/DT
control (DT, doubling time). Irradiation alone and CA9 silencing
aloneresulted insimilar STGD values of 0.61 and 0.57, respectively.
Combined irradiation and silencing of CA9 increased the STGD
to 3.9 compared to control. Meanwhile silencing of CA12 resulted
in a STGD value of 1.85 while double CA9 and CA12 silenc-
ing with irradiation had a similar STGD value to CA9 silencing
of 3.67.

These results demonstrate that silencing of ca9 and double-
silencing of ca9/cal2 combined with ionizing radiation substan-
tially decreases tumor growth in both in vitro and in vivo model
systems.

DISCUSSION

Acidosis within the tumor microenvironment arises from the
hypoxia-induced metabolic shift from oxidative phosphorylation
to glycolysis, along with the capacity of hypoxic tumor cells to

regulate their pH; through efficient export of CO, and lactic
acid. Consequently, targeting tumor pH;j-regulating systems in
hypoxia holds potential as a key strategy to reduce tumor growth
(Pouysségur et al., 2006). Here we have explored a combination of
this pH disrupting strategy with radiotherapy as it was suggested
that acidosis plays a role in tumor radioresistance (Vaupel, 2004).
However, previously there was no clear demonstration whether the
extracellular and/or the intracellular acidosis were responsible for
the poor radioresponse of tumor cells. Dubois etal. (2011) have
demonstrated that a combination of CAs inhibition with irradia-
tion in colon HT29 tumor-bearing mice improved the anti-tumor
effect compared to a single radiation dose. However, CA inhi-
bition did not result in increased radiosensitivity in vitro and the
contribution of the pH-regulating functions of CAIX in the tumor
radio-response remained to be clarified. Herein, we demonstrate
the importance of pH; regulation in radioresistance by observing
an increase in radiation-induced cell death of fibroblasts inhib-
ited for NHE-1 or lacking both NHE-1 and CAIX when they are
grown in an acidic and HCOJ -free medium. In contrast, ectopic
expression of CAIX was able to improve cell survival following
irradiation. The mechanism of CAIX-induced radioresistance was
demonstrated with NHE-1-deficient CCL39 fibroblasts (PS120
cells) in a nominally CO,/HCOj free acidic environment by: (i) a
decrease in the pHj-regulating capacity of cells lacking CAIX (see
Chiche etal., 2009) and (ii) a correlation with the positioning of
these cells in the most radiosensitive G1/G2/M phases, prior to
irradiation. This cell cycle data is consistent with the reduction
in S phase entry as previously demonstrated for PS120 cells com-
pared to the parental cell line (Pouysségur et al., 1985). Expression
of CAIX prevents the reduction of cells in S phase as it allows cells
to maintain a higher pH; in acidic medium (Chiche etal., 2010a).
With addition of HCOj3 /CO; in low pH medium (pH, 7.0) we
observed no difference in cell death between irradiated-PS120-
pev and irradiated-PS120-pca9 cells due to the buffering ability of
HCOjJ /CO; to restore alkaline pH; values as previously demon-
strated (Chiche etal., 2010a). We conclude that the CAIX-induced
protection against irradiation at pH, 7.0 could be explained
by the capacity of CAIX to sustain an intracellular alkaline
shift.

Under three-dimensional growth conditions that result in
hypoxia (Chiche etal., 2010a; Pelletier et al., 2012) and acidosis
(Swietach etal., 2010), LS174Tr spheroids silenced for ca9/cal2
showed a decrease in proliferation and a cumulative increase in
cell death (75%) after a single radiation dose. Double silenced
cells were indeed most sensitive to irradiation, since: (i) combined
silencing reduced the capacity of LS174Tr cells to regulate their pH;
in acidic medium while single silencing of ca9 was not sufficient to
do so (Chicheetal.,2010a), (ii) silencing of ca9/cal2 increased p21
expression indicating a cell cycle arrest in G1 along with increased
levels of P1 integrin, two key proteins involved in cell contact
and adhesion which may influence proliferation (Svastova etal.,
2003) and (iii) ca9 silencing lead to a reduction in proliferation
and a decrease in cell number in the radioresistant S phase. A
single radiation dose on xenograft tumors dramatically reduced
the growth rate of ca9- and ca9/ cal2-silenced tumors. Twenty-five
days after irradiation, ca9-silenced tumors recovered a growth rate
that was comparable to control tumors, while ca9/cal2-silenced
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FIGURE 4 | Combined silencing of ca9 and ca 12 compromises in vivo ca9 knock-down mice received DOX in the drinking water 4 days before
LS174Tr cell proliferation when combined with ionizing radiation. cell injection. Fifteen days after cell injection, when the tumor size reached
(A,B). Anti-tumor activity of silencing ca9 or ca12 individually or combined is 4-5 mm, a single dose (8 Gy) of iradiation (IR) was delivered to the tumors
increased in conjunction with ionizing radiation in LS174Tr xenograft tumors. only with “contact X-rays.” Xenograft growth was determined by measuring
At 4 days before injection of LS-shcad/ct! (A) or LS-shca9/cal2~ cells (B), the tumor volume. (C) Xenograft tumor growth of control tumors LS-shev/ct!
cells were incubated with or without Tet (+/—Tet) to silence ca9. In vivo iradiated (IR) or not, in the presence (+DOX) or in the absence (—DOX) of
xenograft assays were performed by s.c injection of viable and individual doxycycline in the drinking water. Five mice were used per
tumor cells (1 x 108) into the flanks of athymic nude mice. To maintain condition.

and irradiated tumors never recovered the growth rate of con-
trol cells. In addition, the loss of radioresistant hypoxic cells
due to CA9/CA12 silencing could contribute to the reduction of
tumor growth in combination with their radio-sensitivity due to
decreased pH; regulation.

Hypoxia-specific cytotoxins such as tirapazamine form toxic
radical species that act to kill hypoxic cells and are thus proposed
to be used in combination with irradiation to create a synergistic
effect (Brown, 1993). Unfortunately this treatment-strategy failed
to be efficient in patients (Rischin etal.,, 2010). Intense research
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is ongoing in the development of small molecule inhibitors to
specifically target membrane-bound CA(s) over cytosolic CAs to
appraise the potential of targeting CAIX and CAXII to decrease
tumor progression (Morris etal., 2011). The synthesis of new
CA(s) inhibitors (Supuran, 2008; Morris etal., 2011) has also
revived interest in acetazolamide (ACTZ), which has been used
in the clinic for over 40 years as a CA inhibitor (Kaur etal,
2002). Recently, ACTZ was linked to a C-terminal albumin-
binding peptide (Albu-ACTZ) with the aim of not only reducing
blood clearance butalso preventing internalization of the molecule
to target more specifically membrane-bound CAIX and CAXIL.
This compound demonstrated its in vivo efficacy by retarding
tumor growth of renal SK-RC-52 xenografts. However, it had
no significant impact on highly proliferative LS174Tr tumors
(Ahlskog etal., 2009).

In the present study, we took advantage of the expression of
the hypoxia-induced pHj-regulating systems CAIX and CAXII to

target radioresistant hypoxic cells. This study reinforces the notion
that CAIX and CAXII represent potential targets for anti-cancer
treatment. The present study also supports the use of radiotherapy
in combination with CAs inhibition as a new anti-cancer strategy.
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8.2. Article 2: miR-210 promotes a pseudohypoxic phenotype and increases

tumor radioresistance in human lung cancer cell line A549

L'étude des microARN en cancérologie connait un essor croissant avec la mise en
évidence de corrélations pronostiques selon I'expression des microARNS et leur réle pro-
oncogene dans de nombreux cancers comme le cancer du poumon (Croce CM et al, causes
and consequences of miroRNA dysregulation in cancer,Nature Reviews Genetic, 2009). I
existe des microARNs dont I'expression est regulée par I'hypoxie, appelés hypoxamirs comme
le microARN miR-210 (Chan YC et al, miR-210, the master hypoxamir, Microcirculation,
2012) qui est considéré comme un des hypoxamirs majeurs. Notre groupe a montré
précédemment que ce microARN était impliqué dans l'agressivité des carcinomes bronchiques
chez I'nomme (Puissegur MP et al, miR-210 is overexpressed in late stages of lung cancer and
mediates mitochondrial alterations associated with modulation of HIF-1 activity, Cell Death
Differentiation, 2011). Nous avons analyser I'impact de miR-210 in vitro vis a vis de la
radiosensibilité des cellules de cancer du poumon A549. L'expression stable de miR-210 dans
cette lignée a permis I'obtention d'une lignée ayant inhibé sa respiration mitochondriale,
méme en normoxie, mimant ainsi la surexpression de miR-210 en hypoxie. La radiosensibilité
des cellules transfectées était en normoxie drastiquement réduite, avec une radiorésistance
encore plus importante que celle observée en hypoxie et montrant ainsi le role majeur de miR-
210 dans la radiorésistance de la lignée de cancer du poumon A549. Le marquage 53BP1 et
yH2AX était nettement moins marqué apres irradiation de la lignée surexprimant miR-210
montrant ainsi la diminution des cassures double brins dans cette condition. Finalement il
semblait que cette radiorésistance n'était pas lié a une modification de p53 ou des cycles
cellulaires, mais par contre la sous-expression de HIF-1a a permis de réverser la
radiorésistance montrant qu'elle est liée a ce gene. L'implication de miR-210 dans la
radiosensibilité des carcinomes bronchiques pourrait étre analysée en clinique afin de
déterminer les patients qui devraient bénéficier d'une escalade de dose de radiothérapie en cas

de surexpression de ce micro-RNA.
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MiR-210 promotes a hypoxic phenotype and increases
radioresistance in human lung cancer cell lines

S Grosso'?7, J Doyen*®7, SK Parks?®, T Bertero'?, A Paye®, B Cardinaud®, P Gounon?®, S Lacas-Gervais®®, A Noél*,
J Pouysségur®®, P Barbry'?, NM Mazure*2* and B Mari*'?

The resistance of hypoxic cells to radiotherapy and chemotherapy is a major problem in the treatment of cancer. Recently, an
additional mode of hypoxia-inducible factor (HIF)-dependent transcriptional regulation, involving modulation of a specific set of
micro RNAs (miRNAs), including miR-210, has emerged. We have recently shown that HIF-1 induction of miR-210 also stabilizes
HIF-1 through a positive regulatory loop. Therefore, we hypothesized that by stabilizing HIF-1 in normoxia, miR-210 may protect
cancer cells from radiation. We developed a non-small cell lung carcinoma (NSCLC)-derived cell line (A549) stably expressing
miR-210 (pmiR-210) or a control miRNA (pmiR-Ctl). The miR-210-expressing cells showed a significant stabilization of HIF-1
associated with mitochondrial defects and a glycolytic phenotype. Cells were subjected to radiation levels ranging from 0 to
10 Gy in normoxia and hypoxia. Cells expressing miR-210 in normoxia had the same level of radioresistance as control cells in
hypoxia. Under hypoxia, pmiR-210 cells showed a low mortality rate owing to a decrease in apoptosis, with an ability to grow
even at 10 Gy. This miR-210 phenotype was reproduced in another NSCLC cell line (H1975) and in HelLa cells. We have
established that radioresistance was independent of p53 and cell cycle status. In addition, we have shown that genomic double-
strand breaks (DSBs) foci disappear faster in pmiR-210 than in pmiR-Ctl cells, suggesting that miR-210 expression promotes a
more efficient DSB repair. Finally, HIF-1 invalidation in pmiR-210 cells removed the radioresistant phenotype, showing that this
mechanism is dependent on HIF-1. In conclusion, miR-210 appears to be a component of the radioresistance of hypoxic cancer
cells. Given the high stability of most miRNAs, this advantage could be used by tumor cells in conditions where reoxygenation
has occurred and suggests that strategies targeting miR-210 could enhance tumor radiosensitization.

Cell Death and Disease (2013) 4, e544; doi:10.1038/cddis.2013.71; published online 14 March 2013

Subject Category: Cancer Metabolism

It has been well established that hypoxic cells are more
resistant to radiation therapy than are normoxic cells, as first
demonstrated in 1953 by Gray et al.' Part of this resistance,
called the ‘oxygen effect’, can be explained by a reduction in
production capacity and reaction of free radicals of water
radiolysis.> However, the master transcriptional activator of
the hypoxic response, the hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) 2
has also been widely linked to the radiation resistance of
hypoxic cells.* HIF-1 affects numerous processes, such as
proliferation, migration or cellular metabolism, to activate
survival pathways in response to radiation, and has been
shown to be highly associated with poor prognosis and
resistance to anticancer radiotherapy in many cancers.5=®

In addition, targeting HIF-1 in tumor and stromal cells using
different strategies can resensitize tumors to radiotherapy. %"

MicroRNAs (miRNAs)'? are new factors implicated in the
regulation of gene expression, and over the past decade they
have been found to have key roles in cancers,'®'® including
lung cancer.'” These molecules typically inhibit translation
and/or reduce the stability of mRNAs of genes involved in
tumorigenic processes, such as inflammation, cell cycle
regulation, stress response, differentiation, apoptosis and
invasion. Of note, recent studies have suggested a link
between expression of some miRNAs and radiotherapy,
particularly in lung cancer.'®?' Alterations in miRNAs
expression can be caused by various mechanisms, including
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deletions, amplifications or mutations, epigenetic silencing, or
dysregulation of transcription factors.'® Notably, it has been
demonstrated that a specific set of miRNAs are upregulated
by hypoxia.?> Among these hypoxia-regulated miRNAs, the
HIF-1-responsive miR-210 appears as a unique evolutionarily
conserved and ubiquitously expressed ‘hypoxamir’.?223
MiR-210 involvement in a wide-range of processes, including
cell proliferation, migration, apoptosis, differentiation, DNA
repair and cell metabolism,?**?* and more recently in the
regulation of antitumor immune responses,® underline the
role of this miRNA as a central master regulator of the hypoxic
response. Among this wide range of cellular effects, miR-210
has been shown to repress mitochondrial metabolism by
targeting a number of proteins that are crucial for normal
tricarboxylic acid cycle and electron transport chain (ETC)
activity. These include an iron—sulfur cluster assembly
homolog 1/2 (ISCU1/2),25-27 cytochrome c oxidase assembly
protein (COX10),2” NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1z
subcomplex 4 (NDUFA4), a subunit of ETC complex |, and
succinate dehydrogenase complex, subunit D (SDHD), a
subunit of the ETC complex 11.2% Recently, we demonstrated
that miR-210 was overexpressed in the most aggressive
stages in human non-small cell lung carcinomas (NSCLCs)
and correlated with a hypoxic signature.?®> We demonstrated
that transient overexpression of miR-210 induced mitochon-
drial dysfunction and silenced the expression of SDHD,
resulting in increased stabilization of HIF-12, even in normoxia.
We, thus, hypothesized that overexpression of miR-210 could
stabilize HIF-1 and induce a hypoxic response to affect the
sensitivity of cancer cells to radiotherapy in normoxia. To
answer these questions, we developed NSCLC-derived cell
lines stably expressing miR-210 or a miR control (miR-Ctl), and
compared their resistance to high doses of radiation (0—10 Gy).

Results

Generation and characterization of an A549-derived cell
line stably expressing miR-210. Using lentiviral vectors,
we first established A549 cells that stably overexpressed
hsa-miR-210 or a control ce-miR-67, named pmiR-210 and
pmiR-Cil, respectively. A stable and moderate overexpres-
sion of miR-210 was observed in pmiR-210 cells in
comparison with miR-Ctl cells (Figure 1a). Luciferase activity
of a miR-210 sensor construct®® was decreased in miR-210
cells compared with miR-Ctl cells, confirming that miR-210
activity was elevated in the pmiR-210 cells (Figure 1b). We
then performed a transcriptomic analysis using human
whole-genome expression microarrays. The comparison
between miR-210 and miR-Ctl cells showed a modulation
of 150 annotated transcripts, corresponding to 66 up- and 84
downregulated genes in the pmiR-210 cell line (Figure 1c).
Several miR-210 predicted targets were found in the set of
downregulated transcripts (Figure 1c). We next analyzed this
set using our web tool ‘MiRonTop’*° to better characterize
this effect. The results indicated an overrepresentation of
miR-210-predicted targets in the set of downregulated
transcripts (enrichment factor =6.55; P<0.0001), according
to the ‘TargetScan’ algorithm with 16 predicted targets
(Figure 1d and Table 1). Gene ontology analysis of these
16 genes showed an association with the ‘ETC’, confirming
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the downregulation of two ETC subunits, SDHD and
NDUFA4, which we had previously identified.2® Moreover,
validated miR-210 targets ISCU1/22° and GPD1L>"*? two
genes associated with the ability of miR-210 to downregulate
mitochondrial respiration or promote glycolysis, were con-
firmed. We, therefore, established a stable population
expressing hypoxic physiopathological levels of miR-210,
which are able to constitutively repress genes associated
with mitochondria metabolism.

MiR-210 alters mitochondrial function in A549 cells. We
next analyzed the expression level of a selection of validated
targets of miR-210 by gRT-PCR. A reduction of mRNA levels
was observed for five targets of miR-210 in pmiR-210 cells,
including COL4A2, ISCU1/2, SDHD, DIMTL and GPDLT
(Figure 2a). A 50% decrease in the protein expression of
ISCU1/2 confirmed the effective reduction in mRNA levels
(Figure 2b). Transfection of NDUFA4 and SDHD 3’-untrans-
lated region (UTR) pSiCheck-2 constructs showed a repro-
ducible reduction of luciferase activity in pmiR-210 cells
compared with pmiR-Ctl cells, confirming that both genes are
direct miR-210 targets (Figure 2c). A significant reduction of
SDH complex Il activity was also noticed in pmiR-210 cells
(Figure 2d). Finally, electron microscopy performed on pmiR-
210 cells revealed enlarged mitochondria with rearranged
cristae in comparison with the normal mitochondria morphol-
ogy in pmiR-Ctl cells (Figures 2e and f). Overall, these results
confirmed the strong link between miR-210 and mitochon-
drial functions.

Stable expression of miR-210 stabilizes HIF and pro-
motes a more glycolytic phenotype. We investigated
whether miR-210 was able to promote the stabilization of
HIF-1in pmiR-210 cells. We first monitored the expression of
a sensitive target of HIF-1, carbonic anhydrase IX (CAIX,
Figure 3a). Immunofluorescence confirmed that indeed HIF-1
was stabilized in pmiR-210 cells in normoxia in close
relationship with the expression of CAIX (Figure 3b). No
differences were observed between the proliferation rates of
pmiR-Ctl and pmiR-210 cells (Figure 3c), strongly suggesting
that the stabilization of HIF-1 was mainly due to miR-210-
mediated metabolic gene targeting and not via an indirect
mechanism mediated by an increased cell proliferation.®
To compare the metabolic profiles of pmiR-Ctl and
pmiR-210 cells, we used the SeaHorse XF bioenergetic
system to quantify the mitochondrial respiration in which
OXPHOS is measured by oxygen consumption rate (OCR)
and glycolysis is measured by the generation of lactate as
monitored by the consequent extracellular acidification rate
(ECAR). Cells were deprived of glucose for 1 h, after which the
effects of successive addition of glucose, oligomycin, FCCP
and rotenone were measured for OXPHOS and glycolysis
rates in real time. The maximum capacity of pmiR-Ctl cell
respiration measured from the baseline in the presence of
oligomycin and then FCCP was much larger than that
obtained in the pmiR-210 cells, suggesting pmiR-210 cells
have a lower respiratory capacity (Figure 3d, left panel).
Moreover, the addition of oligomycin, which blocks mitochon-
drial ATP production, showed that pmiR-210 cells have an
increased glycolytic rate compared with pmiR-Ctl (Figure 3d,
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Figure 1 Identification of a miR-210 transcriptional signature in pmiR-210 A549 cells. (a) MiR-210 expression was analyzed by qRT-PCR on A549 cells cultivated in
normoxia or hypoxia (1% Os) and on A549-derived pmiR-Ctrl and pmiR-210 cells. Mean + S.E.M. is representative of three independent experiments carried out in duplicate.
(b) Activity of miR-210 was assayed in pmiR-Ctl and pmiR-210 cell lines with a 2 x perfect sensor construct, and were normalized using psiCheck2. Mean £ S.E.M. is
representative of three independent experiments carried out in triplicate. **P<0.05. (c) Volcano plot showing the distribution of differentially expressed genes between pmiR-
210 versus pmiR-Ctl A549 cells. The green window focuses on significantly downregulated transcripts, containing a high proportion of miR-210-predicted targets (yellow dots).
(d) Overrepresentation of miR-210-predicted targets in the pmiR-210 cell line according to TargetScan algorithm. Representation of miRNA predicted targets in the set of
downregulated genes was compared with the set of all expressed genes. For each miRNA, a fold enrichment value (horizontal axis) and an associated P-value (vertical axis)
were calculated. The best enrichment score and P-value are obtained for miR-210. A significant score is also obtained for miR-147b, confirming the close functional proximity
of miR-210 and miR-147b""

Table 1 List of the top miR-210 predicted targets significantly downregulated in the pmiR-210 A549 cell line

Symbol Gene ID AVEEXPR LOGFC Description

CORO1C 23603 11.68 -0.44 Coronin, actin binding protein, 1C

DIMT1L 27292 12.13 —0.89 DIM1 dimethyladenosine transferase 1-like

ELFN2 114794 9.27 —-0.61 Extracellular leucine-rich repeat and fibronectin type Il domain containing 2
ENOX2 10495 9.65 —-0.54 Ecto-NOX disulfide-thiol exchanger 2

FGFRL1 53834 8.56 -0.75 Fibroblast growth factor receptor-like 1

GPD1L 23171 9.58 —-0.55 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like

INF2 64423 10.78 —-0.62 Inverted formin, FH2 and WH2 domain containing

ISCU1/2 23479 13.06 —-0.58 Iron-sulfur cluster scaffold homolog

MITF 4286 9.84 —-0.52 Microphthalmia-associated transcription factor

NDUFA4 4697 14.87 —0.58 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 12subcomplex, 4, 9kDa

SDF2 6388 10.63 -0.61 Stromal cell-derived factor 2

SDHD 6392 11.06 —0.46 Succinate dehydrogenase complex, subunit D, integral membrane protein
ST6GAL2 84620 10.20 —-0.57 ST6 f-galactosamide z-2,6-sialyltranferase 2

TMEM20 159371 7.98 —-0.49 Transmembrane protein 20

TNPO1 3842 9.69 —-0.41 Transportin 1

VAMP7 6845 11.21 -0.78 Vesicle-associated membrane protein 7

Sixteen of the miR-210 predicted transcripts selected using the bioinformatics tool miRonTop (http://www.microarray.fr.8080/miRonT op/index) are listed. The Target
Prediction Tool used was TargetScan. Cutoff values for selection are equal to 7 for logarithm (base 2) of the average intensity (AveExpr), to 0.4 for the logarithm
(base 2) of the ratio (pmiR-210/pmiR-Ctr) (logFC) and 0 for the B-value. Gene ID: corresponds to NCBI Gene ID (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene)
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Figure 2

Mitochondrial functions are altered in pmiR-210 A549 cells. (a) Expression levels of five miR-210 targets (predicted and confirmed) were measured by qRT-PCR

in pmiR-Ctl and pmiR-210 A543 cells. Mean + S.E.M. is representative of three independent experiments carried out in triplicate. (b) Westem blotting showing downregulation
of ISCU1/2 in pmiR-210 cells. Representative blot out of three independent experiments is shown. (c) Effect of miR-210 on NDUFA4 and SDHD was assessed using luciferase
reporter assay. NDUFA4 3'-UTR, SDHD 3'-UTR construct or the control construct were transfected into pmiR-Ctl and pmiR-210 A549 cells and assayed for luciferase activity.
Renilla luciferase values were normalized to Firefly luciferase activity. Mean = S.E.M. is representative of three independent experiments carried out in triplicate. (d) Complex
I activity assays were performed on pmiR-Ctl and pmiR-210 A549 cells 48 h after plating. Mean £ S.E.M. is representative of three independent experiments carried out in
duplicate. (e) Electron micrograph showing morphology of mitochondria in pmiR-Ctl and pmiR-210 A549 cells. (f) Quantification of mitochondrial momhology. The

quantification was done on thirty cells for each cell line. *P<0.01 and **P<0.05

right panel). Finally, pmiR-210 cells showed greater lactate
production compared with pmiR-Ctl cells (Figure 3e), con-
firming the increase in glycolytic flux.

We next used another NSCLC cell line, H1975, along with
Hela cells stably expressing luciferase under a hypoxia
responsive element (HRE) named HeLa—HRE Luc.®** The two

cell lines were infected with pre-miR-210 lentiviral vectors,
leading to a stable and moderate expression of mature
miR-210 (Supplementary Figure S1a). As expected, miR-210
overexpression led to a decrease in miR-210 sensor
luciferase activity and NDUFA4 or SDHD 3'-UTR pSiCheck-2
constructs in H1975 cells, as well as a significant downregulation

100



a A549 - Nx b
pmiR-Ctl pmiR-210

B < HIF-1o

A-549 - Nx 48h

pmiR-Cil

pmiR-210

Glucose Oligo. FCCP Rot.
10mM 1M TuM 1M

bl

45 -
40 1
35

w
o
'

ECAR mpH/min

—&— pmiR-Ctl
.- pMiR-210

A549

N ] -
S OO O © O
1 L L L '

1 8 16 24 32 40 48 54 62
Time (min)

e

=
e S CcAx s
L.
- < HKl T
S s «— Tubulin
C 5 5001 o
& 400 <DE
E 300
g 200
= 1004
g 0
Q
E
=2
L o=t
)
o pmiR-Ctl pmiR-210
Ab549
d Glucose Oligo. FCCP  Rot.
1M0mM  1uM 1 uM 1M
350 - l, l l, l
300 -
£
£ 250 -
0
o
[e) J
£ 200
Q.
o 150 A
3
100 A
50
M- miR-210
1 8 16 24 32 40 48 54 62
Time (min)
e D
]
8 c 154
090
B 4
L]
£3
< 8 0.5-
@
0

pmiR-Ctl  pmiR-210

A549

Figure 3 Metabolic characterization of pmiR-Ctl and pmiR-210 A549 cells. (a) Immunoblotting of HIF-12, CAIX, HKII and tubulin in pmiR-Ctl and pmiR-210 A549 cells in
normoxia. (b) Immunofluorescence of HIF-1z in pmiR-Ctl and pmiR-210 A549 cells in normoxia; scale bar, 50 um. (¢) Characterization of the growth of pmiR-Ctl and pmiR-210
A549 cells incubated in normoxia (Nx) or in hypoxia 1% O, (Hx19%) for 2 days (2d). Mean = S.E.M. is representative of two independent experiments carried out in duplicate.
(d) OCR (left panel) and ECAR (right panel) were measured in real time in a Seahorse XF bioenergetic assay. A total of 2 x 10 pmiR-Ctl and pmiR-210 A549 cells were
seeded for 2d. Average OCR and ECAR were calculated from at least four measurements during the treatment of each compound (glucose, oligomycin, FCCP, rotenone) at
the concentration as indicated. Mean + S.E.M. is representative of six independent experiments carried out in tetraplicate. **P<0.01 shows significant difference from the
miR-Ctl after addition of oligomycin. (e) After 2d of culture, cells were lysed in assay buffer by sonication. Then, lactate was quantified in cellular extracts. Lactate quantity is
expressed in relative lactate production. Mean £ S.E.M. is representative of three independent experiments carried out in duplicate. *P < 0.05 shows significant difference

from the miR-Ctl

of ISCU1/2 protein levels in the two cell lines (Supplementary
Figures S1b and c). As miR-210 acts on several mitochondrial
targets that could mediate apoptosis,?® we next measured
caspase-3 activity in the different cell line models

(Supplementary Figures S1d—f). We could detect a moderate
but significant induction of caspase-3 in the pmiR-210
population compared with pmiR-Ctl cells for H1975 and
HelLa—-HRE Luc cell lines, whereas no significant differences
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could be detected for A549 cells. However, no significant
differences in cell growth and viability could be observed
between pmiR-210 and pmiR-Ctl conditions for the three cell
lines (data not shown). Immunofluorescence indicated that
HIF-1 was also stabilized in the two additional pmiR-210 cell
types in normoxia compared with pmiR-Ctl cells
(Supplementary Figures S2a and b). Moreover, although
luciferase activities measured from the two subpopulations of
HelLa—-HRE Luc were similar in hypoxia, a significantly higher
activity was found in pmiR-210 cells in normoxia
(Supplementary Figure S2c). These data were confirmed by
lactate production, with the two pmiR-210 cells showing
greater lactate production compared with control cells
(Supplementary Figure S2d). Overall, these results confirm
andextendto othercell lines our previous data,?® showing that
miR-210 alone can partially mimic hypoxic conditions.

MiR-210 confers resistance to radiation. We next
analyzed the impact of miR-210 expression levels on the
sensitivity to radiation. As a control, we first confirmed the
protective effect of hypoxia on A549 parental cells. Figure 4a
illustrates the fraction of clonogenic survival as a function of
radiation dose in A549 wt cells in normoxia and hypoxia 1%
O, (Hx1%), confirming that hypoxic A549 cells are more
radioresistant. We then tested radiosensitivity of pmiR-Ctl
and pmiR-210 A549 cells in either normoxia or hypoxia
(Figure 4b and Supplementary Figure S3a). Interestingly,
pmiR-210 A549 cells in normoxia exhibited a radioresistance
similar to that of pmiR-Ctl cells in hypoxia. Moreover, hypoxia
was able to increase this resistance. The morphology of the
different colonies obtained 7 days after irradiation (Figure 4c)
confirmed the protective effect associated with miR-210
expression. Importantly, pmiR-210 H1975 as well as
pmiR-210 HeLa—HRE Luc cells also presented a significant
radioresistance in normoxia compared with pmiR-Cil
(Supplementary Figures S3b and c).

We next monitored the p53 status between pmiR-Ctl and
pmiR-210 A549 cells following radiation. We observed a rapid
and prolonged induction of p53 expression at both 4 and 8 Gy
radiation at the protein level in both pmiR-Ctl and pmiR-210
A549 cells (Figure 4d and Supplementary Figure S4).
Expression level of p21, a direct target of p53, followed p53
activity after radiation but remained reproducibly at a lower
level in pmiR-210 A549 cells (Figures 4d and e and
Supplementary Figure S5). Consistent with the miR-210-
mediated resistance to radiation, caspase-3 activity was 60%
lower in pmiR-210 A549 cells subjected to 8 Gy than in pmiR-
Ctlcells (Figures 4d and e). However, analysis of the cellcycle
showed no significant differences between pmiR-210 and
pmiR-Ctl A549 cells, either before or after radiation
(Figure 4f).

MiR-210 cells rapidly repair double-strand breaks
(DSBs) after radiation. We followed the expression of two
markers of DSB-induced DNA repair, yH2AX and tumor
suppressor p53-binding protein 1 (53BP1), by immunofluor-
escence in A549 cells. Neither hypoxia nor overexpression of
miR-210 was able to activate the expression of yH2AX and/or
53BP1 (Supplementary Figure S6). As expected, radiation
(8Gy) induced DSBs as indicated by the expression of

53BP1 at 15min post radiation in both the pmiR-Ctl and
pmiR-210 A549 cells (Figure 5a). Total 53BP1 foci numbers
were similar ( ~ 100 foci per nucleus) in both cell types at this
time point (Figure 5b). However, after 48 h post radiation we
clearly observed a decrease in foci for pmiR-210 A549 cells
compared with pmiR-Ctl cells (5.6 +1.2 versus 10.8 +3.3;
Figure 5c). The number of foci and the location of the DSBs
merged perfectly between yH2AX and 53BP1. This differ-
ence in the number of foci was also observed at early (18 h,
37.1 +3.8 versus 14.5 £2.0) and late (72h, 2.2 +0.6 versus
0.8+0.1) time points post radiation (Figure 5d,
Supplementary Figures S7 and S8). Counting apoptotic
nuclei after staining with DAPI revealed that pmiR-210 A549
cells had significantly fewer apoptotic nuclei (7.4%) than
pmiR-Ctl cells (13.2%; Supplementary Figure S9). Increased
mitosis was also found in pmiR-210 cells (Figure S7, yellow
arrow) after 18h post radiation. Finally, we investigated
whether miR-210 expression could confer resistance to other
genotoxic treatments. We tested three compounds used in
chemotherapy in several cancers, including NSCLC: (i)
bleomycin, which generates DSBs and DNA single-strand
breaks, (ii) cisplatin, classified as an alkylating agent and
(iii) docetaxel, a spindle poison. We observed that pmiR-210
A549 cells (29.4% +1.5) showed an enhanced resistance to
bleomycin compared with pmiR-Ctl (20.6% + 2.9), whereas
no differences were observed for cisplatin and docetaxel
(Figure 5e and Supplementary Figure S10).

MiR-210 confers radioresistance to cancer cells through
HIF-1. We established new stable pmiR-210 A549 clones, in
which HIF-1x was knocked down (pmiR-210/HIF ) using the
pTerHIF-1 constructs already described®® (Figure 6a). Sur-
prisingly, we observed no difference in growth between
pmiR-Ctl, pmiR-210 and pmiR-210/HIF = in normoxia or
hypoxia (Supplementary Figure S11a). We next compared
the metabolism of both pmiR-210 and pmiR-210/HIF = A549
cells by real-time monitoring of OCR and ECAR, following the
same protocol described above. The invalidation of HIF-1« in
pmiR-210 A549 cells had a dramatic impact on mitochondrial
respiration (Figure 6b, top panel). In parallel, the addition of
oligomycin had no effect on the glucose-stimulated ECAR,
indicating that all of the available glucose is utilized for
glycolysis (Figure 6b, bottom panel) and that pmiR-210/HIF

A549 cells had lost their ability to use OXPHOS. Radio-
resistance of pmiR-210/HIF = A549 cells was then tested.
We observed that pmiR-210/HIF = cells were less resistant to
radiation than pmiR-210, but still slightly more resistant than
pmiR-Ctl (Figure 6c). We finally explored the effect of
modulation of miR-210 and HIF-12 expression in tumor
spheroids containing a natural oxygen gradient in vitro®®
(Figure 6d). Comparing first the morphology of spheroids, we
observed that pmiR-Ctl A549 spheroids showed irregular
contours unlike the uniform pmiR-210 spheroids obtained
with the same amount of cells (Supplementary Figure S11a).
Although cell growth in 2D did not differ between the different
cells, spheroids obtained with pmiR-210/HIF ~ were 10 times
smaller than control spheroids owing to a strong defect in cell
growth (Supplementary Figure S11b). Moreover, 5 days after
radiation (8@Gy), cells in the pmiR-210 spheroids survived
better than pmiR-Ctl spheroids (7.1%+3.6 versus
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Figure4 Radioresistance of pmiR-210 A549 cells. (a) Radioresistance of wild-type A549 (A549wt) cells cultured for 2 days in normoxia (Nx) and in hypoxia 1% O, (Hx1%),
and treated with the indicated dose of radiation. Cells were then subjected to a clonogenic cell survival assay. In x axis is the dose of X-radiation. In y axis is the surviving
fraction. Mean £ S.E.M. is representative of two independent experiments carried out in duplicate. (b) Radioresistance of both pmiR-Ctl and pmiR-210 A549 cells cultured for 2
daysin nomoxia (Nx) and hypoxia 1% O, (Hx1%). The cells were then subjected to a clonogenic cell survival assay. In x axis is the dose of X-radiation. Iny axis is the surviving
fraction. Mean + S.E.M. is representative of three independent experiments carried out in duplicate for a+ b. (¢) Cell morphology from microscope images of pmiR-Cil and
pmiR-210 A549 cells cultured for 2 days in normoxia (Nx) and hypoxia 1% O, (Hx1%), treated with 10 Gy and subject to clonogenic cell survival. (d) Immunoblotting of HIF-12,
CAIX, total p53, p53-P, p21, cleaved caspase-3 (cleaved Casp.3) and f-actin in pmiR-Ctl and pmiR-210 A549 cells in normoxia (Nx) 18 h after irradiations (0, 4 and 8 Gy).
(e) Histograms show the quantification of the p21 and the cleaved caspase-3 bands. Mean = S.E.M. is representative of three independent experiments. **P<0.01.
(f) Eighteen hours after the indicated dose of iradiation, cells were fixed and labeled with propidium iodide for analysis by flow cytometry. Histograms represent the percentage
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of cells in each phase of the cell cycle (subG1, GO/G1, S and G2/M). Representative results are shown from three independent experiments

27.8% + 5.4 cell death, respectively; Figure 6e, left panel). All
A549 cells from pmiR-210/HIF = spheroids were dead after
5 days. The difference between pmiR-210 and pmiR-Cil
spheroids was still maintained 10 days after radiation
(19.8% +6.7 versus 41.7%+ 6.5 cell death, respectively;

Figure 6e, right panel).

These data indicated that an in vitro 3D system, which
approximates spatial conditions observed in vivo, confirmed
the miR-210-mediated radioresistance. Moreover, inactiva-
tion of HIF-1 in cells expressing miR-210 significantly reduces
their radioresistance, confirming the strong molecular link

between miR-210 and HIF-1.
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Increased kinetics of DSBs repair after radiation in pmiR-210 A549 cells. (a) Induction of 53BP1 foci in pmiR-Ctl and pmiR-210 A549 cells following 0-8 Gy at

15min; scale bar, 7.3 um. (b) Histograms show the quantification of the average foci per nucleus from at least three independent measurements. (c) 53BP1 colocalizes with
the canonical DSB marker yH2AX in pmiR-Ctl and pmiR-210 A549 cells at 48 h following 8 Gy; scale bar, 7.3 um. (d) Histograms show the quantification of the foci per nucleus
on average from at least three independent measurements in a time-responsive manner (18, 48 and 72 h after irradiations). (e) A549 cells, pmiR-Ctl and pmiR-210 were
cultured for2 days, and at this point, treated with cisplatin (1 .g/ml) for 24 h or docetaxel (25 nM) for 4 h, or bleomycin for 2h (10 seg/ml). Then, cells were trypsinized and plated
in triplicate (1000 cells per well in 6-well plates) for clonogenic survival. Cells were allowed to form colonies during 10 days. At this time, they were fixed and stained with crystal
violet and counted using ImageJ software. Data represent the average of two independent experiments. *P< 0.05 and **P<0.01

Discussion

We show here for the first time that several normoxic cancer
cell lines expressing the ‘hypoxamir miR-210 exhibited a
radioresistance similar to that found in hypoxic control cells.
Our data shows that miR-210 stable expression mimics
hypoxia-induced metabolic changes (CAIX and hexokinase ||
(HKII) expression, lactate production) associated with a slight
but significant stabilization of HIF-1x. This information,
combined with a strong reduction of radioresistance following
HIF-1 silencing, reinforces the central role of HIF-1 in the

resistance to radiotherapy. The molecular mechanism
responsible for this radioresistance is not fully understood
and is likely mediated by a complex network of miR-210
targets involved in a wide set of biological functions, including
cell cycle control, survival, DNA repair and cell metabo-
lism.?*3 The precise contribution of these specific pathways
in this phenotype is described below.

MiR-210 and cell cycle. Stimulation of cell proliferation may
promote HIF-1 stabilization, and we have previously shown
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1% O, (Hx1%). (b) OCR (top panel) and ECAR (bottom panel) were measured in real time in a Seahorse XF bioenergetic assay. A total of 2 x 10 pmiR-210 and pmiR-210/
HIF — A549 cells were seeded for 2 days. Average OCR and ECAR were calculated from at least four measurements during the treatment of each compound (glucose,

oligomycin, FCCP, rotenone) at the concentration as indicated. Mean= S.E.M.

is representative of three independent experiments carried out in tetraplicate.

(c) Radioresistance of both pmiR-210 and pmiR-210/HIF ~ A549 cells cultured for 2 days in normoxia (Nx). The cells were then subjected to a clonogenic cell survival assay.
In x axis is the dose of X-radiation. In y axis is the surviving fraction. Mean + S.E.M. is representative of three independent experiments carried out in duplicate. (d and e) A549
cells, pmiR-Ctl, pmiR-210 and pmiR-210/HIF ~, were cultured as 3D spheroids for 5 days (D5), subjectedto 0 or 8 Gy, and then cultured for 5 (D5) or 10 (D10) days. Spheroids
were then subjected to accutase dissociation, and individualized live cells and dead cells were counted using Trypan blue. Data represent the average of three independent

experiments. **P<0.01

that a high cell density consumes large amounts of oxygen to
reproduce hypoxic conditions.®*® MiR-210 has been pre-
viously shown to repress or stimulate cell proliferation,
depending on the cellular model. It targets proteins that
are crucial for the cell cycle, such as E2F3,37:%8 FGFRL13%4°
or HOXA1,%° to inhibit cell growth. On the other hand,
it also targets the myc-antagonist MNT*' promoting cell
cycle progression in some cancer cells. Lung adenocarci-
noma (A549 or H1975) cells stably expressing miR-210
did not show any modulation regarding their proliferation
rate and are, therefore, unlikely to create such O, local

deprivation. We also focused on the cell cycle, as cells
in S-phase are less radiosensitive;*> however, we observed
no differences between pmiR-210 and pmiR-Ctl in 2D
conditions (Figure 4f). This lack of effect on cell cycle may
be explained by the fact that miR-210 function has so far
been studied within hours or days following transient
transfection using relatively high concentration of miRNAs
mimics, whereas in our conditions cells have been adapted
to a stable and moderate miR-210 concentration. Finally,
we also looked at the induction of p53, which is well known to
coordinate DNA repair with cell cycle progression and
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apoptosis.“? Similar expression levels of both total p53 and
p53-P were induced in the two cell lines following radiation in
a dose-dependent manner (Figures 4d and e), confirming our
previous results. Surprisingly, expression of one of the main
p53 effectors, the potent cyclin-dependent kinase inhibitor
p21/WAF1, was almost 50% lower after radiation in cells
expressing miR-210. Despite this p21 expression level, it is
likely that there were sufficient p21 levels in pmiR-210 cells to
induce growth arrest as shown in cell cycle analysis
(Figure 4f).

MiR-210 and DSB repair. We could clearly demonstrate
that miR-210 expression conferred a strong radioresistance
to all of the three cell lines tested. Moreover, the number of
53BP1- and yH2AX-associated foci disappeared significantly
faster in pmiR-210 A549 cells compared with pmiR-Citl cells
following radiation, suggesting that the process of DSB repair
was more efficient in cells expressing miR-210. The source
of radioresistance appeared to be specific for DSBs, as cells
expressing miR-210 were also able to withstand a cytotoxic
antibiotic treatment with bleomycin that generates DSBs. On
the contrary, miR-210 has been implicated in the shutdown of
DNA repair via targeting the enzyme RAD52.® However, no
modulation of RAD52 could be observed in our cellular
model, which explains, in part, these conflicting data.
Comparative genomic studies between pmiR-210 and
pmiR-Cil A549 cells did not reveal any modulation of a
specific gene involved in DSB repair at the RNA level
(data not shown). During preparation of this manuscript,
Yang et al.* reported that stable integration of an antisense
sequence against miR-210 (iR-210) suppressed cell
viability, induced cell arrest in the G(0)/G(1) phase, increased
apoptotic rate and enhanced radiosensitivity in hypoxic
human hepatoma. They proposed apoptosis-inducing
factor, mitochondrion-associated, 3 (AIFM3) as a new
miR-210 target involved in these processes. Although
these results are consistent with our data, no significant
expression of AIFM3 was found in our NSCLC cell line
model. In contrast, another recent study focusing on prostate
cancer has reported the absence of radiosensitization
using a miR-210 inhibitor on prostate cancer cells in
condition of anoxia, suggesting that miR-210 inhibition may
depend on the type of cancer or on the degree and duration
of hypoxia.*®

MiR-210, cell metabolism and radioresistance. MiR-210
expression in normoxia resulted in a glycolysis-dominated
metabolism (Figures 3d and e). By reducing the metabolism
of mitochondria in normoxia, miR-210 would create a mito-
chondrial dysfunction that is known to lead to an increase in
toxic reactive oxygen species (ROS).2® Adaptation of cells to
an increased ROS production may be part of the mechanism
that protects cells against radiation exposure. Moreover, it
has been shown that lactate, the final product of glycolysis,
has an antioxidant effect acting as a scavenger of free
radicals.*®™*® Therefore, an interaction between the increase
in ROS production and increased lactate likely contributes to
the resistance of the different pmiR-210 cell types analyzed
in this study. Interestingly, hypoxia-induced miR-210 remains
elevated even after reoxygenation,*® suggesting that

miR-210 could sustain inhibition of mitochondria metabolism
and HIF1 activation in the presence of oxygen. This
mechanism may also occur in tumor cells in which HIF-1«
expression is increased via hypoxia-independent pathways
through transcriptional and/or translational regulation by
oncogenes, loss of the tumor suppressor PTEN,® or as
suggested recently by systemic elevation of tissue inhibitor of
metalloproteinases-1.5"? It might therefore be conceivable
that miR-210 may be a marker of radioresistance in
circumstances other than hypoxia.

MiR-210 as a marker of radioresistance?. MiR-210 over-
expression has been found in numerous tumors,*%-5%-55
including NSCLC.%® Whether miR-210 is linked to a poor
prognosis and/or a poor response to treatment is not clearly
established, although three studies previously reported
miR-210 overexpression as a bad prognostic factor in a
small cohort of patients with HNSCC,% soft-tissue sarcoma®®
and breast carcinoma.®® Interestingly, although a post-
operative radiotherapy was delivered in the cohort of patients
with HNSCC,* no clear correlation could be found between
miR-210 expression and oncogenic or DNA repair pathway
signatures. It would be interesting to analyze in future patient
cohorts the impact of miR-210 regarding tumor response
after radiotherapy or chemotherapy for clinical outcome,
especially in tumors presenting miR-210 overexpression,
such as NSCLC.

In summary, we provide evidence that miR-210 can
efficiently mediate radioresistance in the NSCLC cell line
A549, suggesting that miR-210 is an attractive prognostic/
predictive biomarker in this type of cancer. More knowledge is
now required regarding the underlying molecular mechanisms,
notably through knockdown strategies and in vivo models to
evaluate whether targeting miR-210 may have potential value
as an adjuvant therapy for tumor radiosensitization.

Materials and Methods

Cell culture. The lung adenocarcinoma A549 and H1975 cell lines were
purchased from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA,
USA) and grown in Ham's F-12K supplemented with penicillin, streptomycin and
10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS) at 37 °C in a humidified 5% CO air
atmosphere. The p3HRE-Aptk-LUC construct was described in Dayan et al**
HeLa cells were cotransfected with pSHRE-Aptk-LUC and pBabepuro. Puromycin-
resistant clones were tested in hypoxia for their ability to upregulate LUC activity
(HeLa-HRE Luc). A Bug-Box anaerobic workstation (Ruskinn Technology,
Bridgend, UK) set at 1% oxygen, 94% nitrogen and 5% carbon dioxide was
used for hypoxic conditions.

Generation of stable miR-Ctl, miR-210 and miR-210/HIF-1 — cell
lines. A lentiviral miR-210 expression vector that expresses ~ 400-base pre-
miR-210 and empty lentiviral vector were purchased from System Biosciences
(SBI, Mountain View, CA, USA). A pre-miR (ce-miR-67) from Caenorhabditis
elegans was cloned into the lentiviral vector and used as a control. Virus
production and cell transduction were performed following the manufacturer's
protocol. The resulting pmiR-Ctl and pmiR-210 cells that stably overexpress miR-
210 were selected by puromycin (1 zg/ml).

Several pmiR-210HIF-1~ A549 clones were obtained using two independent
sequences of shRNA against HIF-1 «.%5 We selected one clone for each sequence,
based on the decreased mRNA level of HIF-12 ( >95% — data not shown) and the
expression of HIF-1x and CAIX in hypoxia compared with the same conditions in
pmiR-210 cells (Figure 6a). As both clones were then tested under the same
conditions and gave the same results, we only show the results from one clone
(sequence pTerHIF-1bis).
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qRT-PCR analysis. miR-210 expression was evaluated using the TagMan
MicroRNA Assay (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) as specified in their
protocol. Expression of target genes was assessed using TagMan Gene
Expression Assay (Applied Biosystems). Real-time qPCR was performed using
TagMan Universal Master Mix Il, no UNG (Applied Biosystems) and a Lightcycler
480 (Roche, Meylan, France) real-ime PCR machine. All reactions were
performed in triplicate. Expression levels of miRNA and mRNAs were evaluated
using comparative CT method (2 ~“°T). Transcript levels of RNU44 (for microRNA
assay), fi-actin and ubiquitin C (for gene expression assay) were used as
endogenous control.

Luciferase assay. Transfection of 50 ng psiCHECK-2 constructs (Sensor 210
described in Yang et al,?® and NDUFA4 and SDHD described in Puissegur
et al®) was carried out in 96-well plates with Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Saint Aubin, France). The medium was replaced 8h after transfection with fresh
medium containing 10% FCS and supplemented with penicillin and streptomycin.
At 48 h after transfection, firefly and Renilla luciferase activities were measured
using the Dual-Glo luciferase assay (Promega, Charbonnieres, France). For
experiments with HeLa-HRE Luc cells, cells were plated in six-well plates and
incubated in 21% Oz or 1% O for 24 h. Cells were then lysed, firefly luciferase
activity was measured and were normalized to total protein contents.

Microarrays

Expression microarrays: SurePrint G3 Human Gene Expression 8 x 60 K
Microarray from Agilent Technology (Loveland, CO, USA) were used. RNA were
labeled and hybridized following the manufacturer's instructions. Two biological
replicates were performed for each comparison. The experimental data and
microarray design have been deposited in the NCBI Gene Expression Omnibus
(http:/www.ncbi.nim.nih.gov/geo/) under series GSE43622.

Statistical analysis: Normalization was performed using the Limma package
available from Bioconductor (http:/www.bioconductor.org). Intra- and interslide
normalization was performed using the Print Tip Loess and the quantile methods,
respectively. Means of ratios from all comparisons were calculated and B-test
analysis was performed. Differentially expressed genes were selected using a
B-value >0.

Biological theme analysis. Data from expression microarrays were analyzed
for enrichment in biological themes (Gene Ontology molecular function
and biological process) using Ingenuity Pathway Analysis software (http:/iwww.
ingenuity.com/) and Mediante (http://www.microanay.fr:8080/merge/index).
miR-210 targets analysis was performed with MiRonTop (available at http://
www.microarray.fr:8080/miRonTop/index) as previously described.®

Transmission electronic microscopy. Cells were fixed in situ with 1.6%
glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer at room temperature for at least 1 h and
then conserved at 4 “C. Samples were rinsed in the same buffer and then
postfixed with 1% osmium tetroxide and 1% potassium ferrocyanide in 0.1M
cacodylate buffer for 1h at room temperature to enhance the staining of
cytoplasmic membranes. Cells were rinsed with distilled water and embedded in
epoxy resin. Embedded samples were then processed for thin sectioning and
observed with a JEM1400 transmission electron microscope (Jeol, Tokyo, Japan)
equipped with a Morada CCD camera (Olympus SIS, Rungis, France).

Western blot analysis. Cells were lysed in 1.5 x Laemmli buffer and the
protein concentration was determined using the bicinchoninic acid assay. Forty
microgram of protein of whole-cell extracts was resolved by SDS-PAGE and
transferred onto a polyvinylidene fluoride membrane (Millipore, Billerica, MA,
USA). Membranes were blocked in 5% non-fat milk in TN buffer (50 mM Tris-HCI
(pH 7.4), 150 mM NaCl) and incubated in the presence of the primary and then
secondary antibodies in 5% non-fat milk in TN buffer. After washing in TN buffer
containing 0.1% TWEEN-20 and then in TN buffer, immunoreactive bands were
visualized with the ECL system (Amersham Biosciences, Orsay, France).

Antibodies. Anti-HIF-1 (antiserum 2087) was produced and characterized in
our laboratory as described previously.* Rabbit polyclonal antibodies to HKII, p53
and phospho-p53 (ser15), 53BP1 and p21 were purchased from Cell Signaling
(Danvers, MA, USA), Nowus Biologicals (Cambridge, UK) and Santa Cruz

(Heidelberg, Germany), respectively. Mouse antibodies to CAIX and ISCU1/2 were
purchased from Bayer HealthCare Co. (Berlin, Germany) and Novus Biologicals,
respectively. Membranes were also blotted with the mouse monoclonal antibodies
to tubulin (Santa Cruz) and f-actin (Cell Signaling) as loading controls.

Complex Il activity. Complex Il activity was assessed using Complex I
Enzyme Activity Microplate Assay Kit from Mitosciences (Abcam, Paris, France)
following the manufacturer's instructions. Briefly, cells were lysed and complex I
from lysate was immobilized in the well by a capture antibody. Succinate, 2.6-
dichloroindophenol and ubiquinone 2 were added to the well, and the decrease in
absorbance at 600 nm was measured.

Caspase-3/7 assay. The activation of executioner caspase-3 and -7 in all cell
types was determined using the Caspase-Glo 3/7 Assay kit (Promega), according
to manufacturer's instructions. Cells were plated in triplicate in 96-well plates and
treated as described above. Luminescence was quantified after 1 h of incubation
with the caspase substrate.

Lactate quantification. Lactate quantification was done on cellular extracts
using a Lactate Assay Kit (Biovision, Milpitas, CA, USA) according to the
manufacturers instructions.

Assessment of the cell cycle by flow cytometry. Eighteen hours
after radiations, cells were washed, fixed in 70% ethanol and left for a minimum of
24h at —20"C. Next, cells were washed 2 x in phosphate buffered saline (PBS)
and incubated in PBS buffer containing 50 p.g/ml of propidium iodide and 50 yeg/ml
RNase A for 15min at 37 “C. Cell distribution across the different phases of the
cell cycle was analyzed with LSR Fortessa cytometer (Becton-Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA).

3D cell culture, radiation and cell death. To grow spheroids, 5000
pmiR-Ctl, pmiR-210 and pmiR-210/HIF1 — A549 cells were seeded in 20 p drops
of F-12 media supplemented with 10% fetal bovine serum. After 5 days, spheroids
were irradiated (0 and 8 Gy) as described below. Spheroids were then collected
and fransferred to polyhema-coated 96-well plates containing the same media for
5 days. Spheroids were dissociated in Accutase (Life Technologies, Saint Aubin,
France), and live and dead cells were counted (Trypan blue uptake).

Cell radiations. Radiation of tumor cells was performed in 60-mm dishes.
Cells were iradiated 100 cm from the source with a bolus of 1.1cm (under dishes;
water equivalent of 2cm). Low-energy photons were used (6 MV), delivered by a
clinical device (PRIMUS, Siemens, Concord, CA, USA) with a 40 x40cm
posterior field. The debit of the PRIMUS was 300-monitor units/min and 2 Gy
corresponded to 93 monitor units (18.6s).

Cloning efficiency. One thousand or 5000 cells were plated in normoxic
or hypoxic conditions in 60-mm dishes or flasks, subsequently iradiated at day 2
(2, 4, 6, 8 and 10Gy), then immediately trypsinized and plated in triplicate for
clonogenic survival. Cells were allowed to form colonies during 7 days. At this
time, they were stained with GIEMSA and counted using ImageJ software. For
chemotherapy sensitivity, 400 000 cells were plated in 25cm? flask and cultivated
for 2 days. At this point, cells were treated for 24 h with cisplatin or 4h with
docetaxel or for 2h with bleomycin, then immediately trypsinized and plated in
triplicate (1000 cells per well in 6-well plates) for clonogenic survival. Cells were
allowed to form colonies during 10 days. At this time, they were fixed and stained
with crystal violet and counted using ImageJ software.

Confocal microscopy. Cells were grown on glass coverslips and then fixed
in 3.3% paraformaldehyde for 30 min at RT and permeabilized with 0.2% Triton-X-
100 for 5 min. Cells were blocked with PBS containing 0.2% gelatin and 2% bovine
serum albumin for 30 min at RT, and incubated with anti-rabbit HIF-12 (described
in the Immunoblotting section) andfor antimouse CAIX (Bayer), or antirabbit
53BP1 (Nowus Biologicals) and anti-mouse yH2AX (Abcam) antibodies in PBS for
3h at RT. After washing, cells were incubated in the presence of a biofinylated
antimouse secondary antibody conjugated to Alexa 594 (Invitrogen, Saint Aubin,
France) (1:400) or antirabbit secondary antibody conjugated to Alexa 488
(Amersham Biosciences, Munich, Germany) (1:400) for 1 h at RT. Aiter washing,
coverslips were mounted in Cytifluor (Amersham Biosciences), detection of the
confocal images by fluorescence was performed with a Leica (Leica Microsystem,
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Zurich, Switzerland) TCS-SP1 microscope, and images were taken using a Nikon
Coolpix 990 digital camera (Nikon, Champigny sur Marne, France).

Respirometry and extracellular acidification. Cellular OCR and
ECAR data were obtained using a Seahorse XF96 extracellular flux analyzer
from Seahorse Bioscience (North Billerica, MA, USA). Experiments were
performed according to the manufacturer's instructions. Protein standardization
was performed after each experiment, with no noticeable differences in protein
concentration and cell type.

Statistical analysis. All values are represented as the mean £S.D. of the
indicated number of replicates (n). Significant differences were based on the
Student’s ttest and the Wilcoxon rank sum test.
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RESUME

Role des protéines de régulation du pH intracellulaire et du métabolisme énergétique dans
les carcinomes du sein triple négatif

Les cancers se caractérisent par une prolifération cellulaire incontrdlée, avec pour certains
cancers, a évolution rapide, un métabolisme glycolytique exacerbé (effet Warburg). Il en résulte
une surexpression de protéines d'import du glucose comme GLUT1 mais aussi d'autres protéines
assurant le controle du pH intracellulaire (pHi) par I’export efficace des acides carbonique et
lactique. Ce role majeur, requis pour le maintien énergétique de la cellule est assuré et magnifié
dans les conditions hypoxiques par 1’induction des anhydrases carboniques (CA9 et 12), le
symporteur H*/ lactate MCT4 (MonoCarboxylate Transporteur) et MCT1 induit par c-Myc. Les
études récentes ont établi que le ciblage de ces régulateurs de pHi ont un effet cytostatique sur
des modeles de cancer du pancréas et colon xénogreffés chez la souris (Parks et al., Nature
Reviews Cancer 2013). Cette approche n'a été pas ou peu explorée dans le cancer du sein.

Le cancer du sein représente la premiere cause de mortalité toutes causes confondues et
comprend 3 sous-groupes: 70% dépendent de récepteurs nucléaires a l'estrogéne et a la
progestérone, 15% de I'expression membranaire de Her-2 (c-erbB2), et 15% qui n’expriment
aucun de ces marqueurs, appelés "triple négatif* (TNEG). Ce sous groupe ne répond donc ni aux
hormonothérapies, ni aux traitement anti-Her-2 et a par conséquent le pronostic le plus péjoratif.
lls se démarquent des autres sous groupes par une fixation intense et constante du ‘®Fluoro-
déoxy-glucose au PET-scanner, suggérant une addiction au glucose.

Un précédent travail réalisé par le Dr Trastour (these 2011) a permis de montrer dans une
cohorte de 653 patientes (dont 62 TNEG) que les cancers TNEG expriment bien plus les
protéines du métabolisme glycolytique (MCT4, MCT1, GLUT-1, CAIX) que les autres cancers
du sein. Nous avons ensuite montré une correlation de I'expression de ces marqueurs, en
particulier de MCT4, avec la survenue de métastases et des déces dans une cohorte plus large de
160 patientes TNEG. Par la suite nous avons testé I'efficacité anti-tumorale in vitro d'inhibiteurs
ciblant les protéines impliquées dans le métabolisme glycolytique comme MCT1 et le complexe
| mitochondrial de la chaine respiratoire (phenformine). La délétion de MCT4 a été obtenue par
la technique des Zinc Finger Nucléases (ZFN). L'efficacité anti-proliférative était maximale lors
du ciblage commun de ces 3 protéines dans une lignée de cancer du sein TNEG (Hs578t). Cette
étude montre donc pour la premiére fois le caractére tres glycolytique des tumeurs TNEG et
propose quelques cibles potentielles dont I'efficacité sera testée prochainement dans des modéles
murins de xénogreffes transplantées directement a partir des tumeurs des patientes. Cette
approche sera facilitée par le développement par AstraZeneca d’un inhibiteur de MCT4

Métabolisme hypoxique, complément d’études

Nous avons confirmé que le ciblage du métabolisme glycolytique permet d'augmenter la
radiosensibilité de xénogreffes tumorales d'une lignée de cancer du colon (Doyen J et al,
Frontiers in Oncology, 2013), avec démonstration sous-jacente que l'acidose est un nouveau
facteur radiosensibilisant. Enfin, dans le cancer du poumon, nous avons également montré in
vitro que le ciblage de I'hnypoxamiR miR-210 permettait de radiosensibiliser drastiquement ce
sous-type de cancer (Grosso S*, Doyen J* et al, Cell Death Diease 2013; *co-premiers auteurs).

L'ensemble de ces études montre que la dérégulation des protéines impliquees dans le
métabolisme hypoxique et glycolytique joue un rdle dans I'agressivité tumorale et pourrait étre
exploité en thérapie anticancéreuse.
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