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Préambule

Un apport nutritif constant est nécessaire a la croissance d’une tumeur. Cependant, a
partir d’une certaine taille, une ischémie se développe dans les zones avascularisées des
tumeurs solides. Cette ischémie déclenche une réponse des tissus tumoraux et notamment
I’émission de facteurs angiogéniques induisant la convergence de néo-vaisseaux vers la
tumeur, ce qui permet une expansion tumorale sans contraintes nutritives. Plusieurs
parameétres physiologiques et nutritifs de lI'ischémie peuvent étre impliqués dans I'expression
du facteur pro-angiogénique VEGF. Parmi ces parametres, le plus étudié, I’hypoxie, conduit a
I'induction de ce facteur par la voie de signalisation cellulaire dépendante du facteur de
transcription HIF. Les carences en acides aminés ou en glucose constituent également des
stress incontournables liés a I’ischémie. Ces carences induisent, d'une part, I’expression de
facteurs angiogéniques et favorisent, d'autre part, I'émergence de clones résistants aux
conditions ischémiques. Cependant, les mécanismes d'action de ces stress restent encore peu
étudiés au niveau moléculaire.

Differents parametres constituant I’ischémie tumorale sont également a I’origine
d’une réponse cellulaire caractéristique du stress du réticulum endoplasmique appelée UPR

(Unfolded Protein Response) pouvant moduler différents aspects du développement tumoral.

L’objectif de ce travail de these a été d’étudier les effets des carences en glucose et en
acides aminés sur I’expression du VEGF-A par des cellules tumorales et de rechercher

I’implication de la réponse UPR lors de ces carences.

Afin de préciser les différents aspects abordés lors de cette étude, I’introduction de ce
manuscrit traite, dans une premiere partie, de I’angiogenése et de I’ischémie tumorale, et est
consacrée dans une seconde partie a l'importance de la réponse au stress du réticulum
endoplasmique dans l'ischémie tumorale. Les différents résultats obtenus lors de ce travail
sont présentés sous la forme de trois articles et sont discutés dans une derniére partie

« conclusion genérale et perspectives ».
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Figure 1 : Vasculogenése, angiogeneése et artériogenese.

Les principaux régulateurs moléculaires des processus de vasculogenése, d’angiogenése et

d’artériogenése sont indiques.
(D’aprés Conway et al. 2001)
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INTRODUCTION

Chapitre I : Angiogenese et Ischémie tumorale.

Partie | : L’angiogenese physiologique et tumorale

L’angiogenese est le terme qui définit la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a
partir d’un réseau vasculaire préexistant. Ce phénomene est indispensable au cours de
nombreux processus physiologiques tels que le développement embryonnaire, I'implantation
du placenta, mais aussi pathologiques tels que la croissance des tumeurs ou le développement

des métastases.

1. Formation du réseau capillaire

1.1. Vascularisation embryonnaire

Lors des premiéres étapes du développement embryonnaire, en absence de réseaux
vasculaires, les nutriments et I’oxygéne indispensables a la croissance cellulaire parviennent
aux tissus par diffusion simple (Noden 1989). Puis, tres rapidement, un réseau de vaisseaux
sanguins se met en place a travers deux processus : la vasculogenése et I’angiogenése.

Le terme de vasculogenése se caractérise généralement par la différenciation, a partir
du mésoderme, des hémangioblastes en angioblastes qui vont ensuite former les cellules
endothéliales et par la constitution d’un plexus vasculaire primaire (Risau 1997). Ce sont des
facteurs de croissance tels que le FGF2 (« fibroblast growth factor-2 »), le VEGF-A
(« vascular endothelial growth factor-A ») et le TGF-B (« transforming growth factor ») qui
induisent I’émergence des hémangioblastes puis des angioblastes (Pardanaud et al. 1989)
(figure 1).

La vasculogenése est principalement limitée aux étapes précoces du développement
embryonnaire. Cependant, chez I’adulte, on peut observer la formation de nouveaux
vaisseaux par un phénomene de vasculogenése, a partir de progéniteurs endothéliaux ou EPC
(« endothelial progenitor cells »). Ces EPC auraient pour origine la moelle osseuse et
comporteraient des caractéristiques similaires aux angioblastes embryonnaires (Luttun et al.
2002; Rafii et al. 2002).

Le phénomene de vasculogenese postnatale lié a la croissance vasculaire tumorale sera traité

page 23.
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1.2. L’angiogenése et I’expansion du réseau primaire

La croissance, I’expansion et le remodelage du plexus vasculaire primaire en un
réseau vasculaire mature se produisent lors de deux types de processus d'angiogenese :
bourgeonnement et intussusception (Risau 1997; Carmeliet 2000) (figure 1).

Chez I’adulte, I’angiogenese est un événement peu fréquent. Elle survient durant le
processus de réparation tissulaire ou la cicatrisation et dans I’appareil reproducteur femelle
durant les cycles menstruels et la gestation (Ferrara et al. 1998; Goede et al. 1998; Li et al.
2003). L’angiogenese est également fréquemment observée, chez I’adulte, au cours de
pathologies comme les maladies inflammatoires (arthrites rhumatoides, psoriasis), les
maladies de la rétine (rétinopathie liée au diabéte) et le cancer (Folkman 1995; Carmeliet and
Jain 2000). Les mécanismes d’angiogenése par bourgeonnement et intussusception seront

abordés d’un point de vue tumoral pages 19 et 21.

1.3. Remodelage et maturation du réseau vasculaire

1.3.1. Remodelage vasculaire

Le profil final du réseau vasculaire est déterminé par la croissance, I’extension ou la
régression des différents segments qui le composent. On obtient ainsi un réseau continu
constitué par la succession de vaisseaux de petits et gros diameétres (Risau 1997). Ce
processus de remodelage est dépendant de I’environnement tissulaire (besoins locaux en
oxygene et en nutriments, cf. page 41) dans lequel les vaisseaux se forment. Par exemple, la
suppression du flux sanguin dans les capillaires en exces entraine leur régression (Resnick
and Gimbrone 1995; Meeson et al. 1999) (figure 1).

1.3.2. Stabilisation du réseau vasculaire

Les vaisseaux naissants sont stabilisés par deux processus : le recrutement de cellules
accessoires ou cellules murales et I’élaboration d’une matrice extracellulaire commune aux
cellules endothéliales (CE) et aux cellules accessoires.

Les cellules murales, péricytes et cellules musculaires lisses (CML), participent a la
stabilisation vasculaire en inhibant la prolifération et la migration des cellules endothéliales
(Darland and D'Amore 2001). Les précurseurs des cellules murales proviennent des tissus
mésenchymateux chez I’embryon et de la moelle et du stroma osseux chez I’adulte (Carmeliet
2000).
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Les mécanismes de stabilisation des vaisseaux font intervenir plusieurs
facteurs (figure 1). Le PDGF-B secrété par les CE, en réponse a une stimulation par le VEGF-
A, induit le recrutement, la prolifération et la migration des cellules murales (Hellstrom et al.
2001). L’angiopoiétine 1 (Ang-1) se fixe sur le récepteur tyrosine kinase Tie2 exprimé au
niveau des cellules endothéliales et stabilise les interactions entres les cellules murales et les
CE (Davis et al. 1996). Le TGF-B1 permet la différenciation des cellules murales soit en
péricytes, soit en CMLs (Hirschi et al. 1998). Les vaisseaux sont stabilisés et doivent alors
acquérir une orientation artérielle ou veineuse (figure 1).

La fixation de Ang-2 sur Tie2 entraine une destabilisation des vaisseaux en abolissant
les interactions entres CE et cellules murales (Maisonpierre et al. 1997). Un vaisseau sans
cellules murales a alors deux devenirs possibles : en I’absence de facteurs de croissance
comme le VEGF-A il a tendance a régresser, en présence de VEGF-A il se maintient et peut
étre a I’origine du bourgeonnement angiogénique (Holash et al. 1999).

2. L’angiogenése tumorale

2.1. Notion de commutation angiogénique

En 1945, Algire propose que I’acquisition par les cellules tumorales de la capacité a
induire la croissance de nouveaux vaisseaux est une étape significative de la tumorigenese
(algire 1945). En 1971, Folkman émet I’idée que la grande majorité des cellules tumorales
doivent initier une angiogenése tumorale en produisant des substances diffusibles pro-
angiogeéniques (ou TAFs pour «tumor angiogenic factors ») pour former des tumeurs
décelables (Folkman 1971; Folkman 1974). De plus, il émet I’hypothése qu’en bloquant
I’action des substances pro-angiogéniques on peut stopper la croissance tumorale (Folkman
and Klagsbrun 1987).

Le cancer est une maladie multi-étapes lors de laquelle des cellules saines se
transforment en cellules tumorales suite a des mutations génétiques (Duesberg et al. 1999;
Hahn and Weinberg 2002; Pelengaris et al. 2002). Cependant, la progression et la
propagation tumorales necessitent I’induction d’une angiogenése appelée « switch
angiogenic » ou commutation angiogénique qui sépare deux phases de ce développement
tumoral. Dans la premiére phase dite pré invasive, une tumeur maligne ne peut dépasser 1 a 2
millimetres de diametre si elle n’est pas en mesure d’induire la formation de nouveaux

vaisseaux sanguins susceptibles de lui apporter I’oxygene et les éléments nutritifs nécessaires
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Angiogenése Angiogenése

Activateurs < Inhibiteurs Activateurs > Inhibiteurs

VEGF TSP1 VEGF TSP1

FGF PF4 FGF PF4

Etc. Endostatine Etc. Endostatine
Etc. Etc.

Ischémie
Oncogenes (ras, src,...)
Anti-oncogénes (p53, VHL...)

Facteurs de croissance

Figure 2 : Régulation moléculaire de I’angiogenése tumorale.

Les conditions ischémiques stimulent la production de facteurs pro-angiogéniques et inhibent
celle de facteurs anti-angiogéniques. L’activation d’oncogenes ou I’inactivation d’anti-
oncogénes active la production de facteurs pro-angiogéniques et inhibe celle de facteurs anti-
angiogeniques. Les facteurs de croissance modifient également I’expression des activateurs et
inhibiteurs de I’angiogenese. Abréviations: TSP1 (thrombospondine 1), PF4 (facteur
plaquettaire 4), VHL (facteur Von Hippel Linau)

(Adapté d’apres Bikfalvi 2003)
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a sa croissance et d’éliminer ses déchets. Ces masses tumorales oscillent entre prolifération et
apoptose. Dans la deuxiéme phase, une vascularisation massive des tumeurs permet a celles-
ci de devenir invasives et métastasiques (Papetti and Herman 2002).

La régulation moléculaire de I’angiogenése tumorale est a I’image d’une balance
comportant sur chacun de ses plateaux les facteurs activateurs ou inhibiteurs de I’angiogenése
(Figure 2). Le switch angiogénique est en position « off » quand I’effet des molécules pro-
angiogéniques est contre balancé par les molécules anti-angiogéniques. Inversement, il est
activé lorsque I’équilibre est rompu en faveur des facteurs pro-angiogéniques. Un
déséquilibre en faveur des facteurs pro-angiogéniques est corrélé avec une augmentation de la
densité vasculaire tumorale (Bergers and Benjamin 2003). Cependant dans certaines tumeurs,
en particulier les tumeurs du sein, des facteurs pro- et anti-angiogéniques peuvent étre
augmentés (Fontana et al. 2005) et il faut donc prendre en compte le rapport entre les
quantités relatives de ces facteurs. Parmi les facteurs induisant cette commutation
angiogenique (TAFs), le premier découvert fut le FGF-2 (Shing et al. 1984; Klagsbrun et al.
1986). D’autres facteurs comme le VEGF-A, le TGF-B, ’EGF ou le TNFa ont ensuite été
ajoutés a la famille des TAFs (Folkman and Klagsbrun 1987; Leung et al. 1989; Plouet et al.
1989). Des molécules inhibitrices de I’angiogenése tumorale ont également été découvertes
(Kerbel and Folkman 2002).

2.2. Déterminisme genétique

L’activation d’oncogénes et/ou I’inactivation d’anti-oncogénes entrainent une
augmentation de la production de facteurs pro-angiogeniques et/ou une diminution de la
production de facteurs anti-angiogéniques par les cellules tumorales (Rak and Yu 2004). Par
exemple, I’oncogene Bcl2 (protéine anti-apoptotique) transfecté dans des cellules tumorales
induit une augmentation de I’expression du VEGF-A (Fernandez, A. et al. 2001). L’activation
d’oncogenes comme K-ras et H-ras augmente I’expression du VEGF-A et diminue
I’expression de la thrombospondine (TSP-1) (Udagawa et al. 2002; Rak and Yu 2004). Le
gene suppresseur de tumeur p53 influence indirectement la commutation angiogénique en
augmentant I’expression du facteur anti-angiogénique TSP-1 (Dameron et al. 1994), en
modulant les effets du facteur HIF-1o (North et al. 2005) et en inhibant la transcription du
VEGF-A (Zhang, L. et al. 2000) et de la protéine FGF-BP (FGF binding-protein) (Sherif et
al. 2001). Cependant, la protéine p53 est inactivée dans plus de 50% des tumeurs humaines
(Hainaut and Hollstein 2000).
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Vasculogenése postnatale

Angiogenése Angiogenése
par intussusception bourgeonnante
Cooption Imitation de la vasculogenése
vasculaire ou “vasculogenesis mimicry”

Figure 3 : Les différents mécanismes impliqués dans la vascularisation tumorale.
(Modifié d’aprés Carmeliet 2000).
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En plus de ces modifications génétiques, des stress metaboliques (hypoxie,
hypoglycémie, acidification du milieu, etc.) (Hanahan and Weinberg 2000), des stress
mécaniques (ou «shear stress») ou une réponse immune et inflammatoire (suite a
I’infiltration de cellules immunes dans la tumeur) (Carmeliet and Jain 2000) peuvent induire
une commutation angiogenique. Les mécanismes d’activation du facteur angiogénique

VEGF-A par I’ischémie tumorale sont décrits en detail dans le chapitre | partie IlI.

3. Mécanismes et régulation de la vascularisation des tumeurs

La création d’une lignée transgénique de souris développant spontanément des
tumeurs au niveau du pancréas, lignée RIP-Tag (Hanahan 1985), a permis de mieux
comprendre les mécanismes d’induction de I’angiogenése tumorale et de la commutation
angiogenique (Hanahan and Folkman 1996). En plus de I’angiogenése (bourgeonnante et
intussusceptive), trois mécanismes permettent a une tumeur d’élaborer ses propres vaisseaux :
le processus de co-option vasculaire (« vascular co-option »), I’imitation de la vasculogenese

(« vasculogenic mimicry ») et le recrutement d’EPC (Auguste et al. 2005) (figure 3).

3.1. L angiogenese

3.1.1. Angiogenese bourgeonnante

L’angiogenése bourgeonnante se caractérise par plusieurs étapes (figure 4) qui sont
sous la dépendance de facteurs pro-angiogéniques et anti-angiogéniques (Papetti and Herman
2002). Les cellules endothéliales et les cellules tumorales sont les principaux acteurs de ce
processus mais d’autres types cellulaires y participent également comme les cellules
musculaires lisses, les péricytes, les cellules inflammatoires et les fibroblastes (Fukumura et
al. 1998; Coussens et al. 2000).

La premiére phase correspond a une perméabilisation vasculaire pendant laquelle le
systeme Ang/Tie contribue au relachement des interactions entre les cellules endothéliales, la
matrice extracellulaire et les péricytes, ce qui sensibilise les cellules endothéliales a I’action
du VEGF-A (Maisonpierre et al. 1997; Benjamin et al. 1998). Sous I’effet du VEGF-A
(sécrété par les cellules tumorales) la NO synthase produit du monoxyde d’azote (NO) qui va
induire la dilatation des vaisseaux. La perméabilité vasculaire est également augmentée en
présence de VEGF-A par une redistribution des molécules intercellulaires de type VE-

cadheérine (Kevil et al. 1998). De plus, I’extravasation de fibrine induite par le VEGF-A crée
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o Dilatation du vaisseau

o Activation des ECs

o Production de protéases

o Augmentation de la permeabilite

o Extravasation de protéines plasmatiqu

o Dégradation de la ECM
o Prolifération et migration des ECs
o Bourgeonnement

o Formation d’une lumiére vasculaire
o Recrutement de cellules murales

o Formation de la BM

o Etablissement du flux sanguin

Figure 4 : Principales étapes de I’angiogenése par bourgeonnement.

Abréviations: BM (membrane basale), EC (cellule endothéliale)y ECM (matrice
extracellulaire), MC (mastocyte), MP (macrophage), P (péricyte), RBC (érythrocyte).
(D’apreés Levine et al. 2000)

Cellule -
endothéliale
=R Fibroblaste

Figure 5 : Représentation schématique du processus d’angiogenése par intussusception.
(D’aprés Djonov et al. 2003)
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un support temporaire qui favorise la migration, a travers de la paroi vasculaire, des cellules
endothéliales activées.

Une étape de dégradation de la matrice extracellulaire et de la membrane basale fait
ensuite appel a des héparanases ou une série de protéases comme I’activateur du
plasminogene (u-PA « urokinase-plasminogen activator ») ou les métalloprotéinases (MMP
« matrix metalloproteinase ») (Chang, C. and Werb 2001; Pepper 2001; Vlodavsky and
Friedmann 2001). Ces enzymes permettent de créer un espace de migration pour les cellules
endothéliales et de libérer des facteurs de croissance (FGF-2, VEGF-A) séquestrés dans la
matrice extracellulaire. Ces derniers induisent ainsi la prolifération, la migration et la chémo-
attraction des cellules endothéliales (Brooks et al. 1996; Stetler-Stevenson 1999; Gerhardt
and Betsholtz 2003). Les intégrines avp3, avp5 et a5B1 ainsi que des protéases comme les
MMP-2 et -9 sont également fortement impliquées dans I’étape de migration des cellules
endothéliales (Brooks et al. 1996; Senger et al. 1997; Kim, 1. et al. 2000).

Enfin, lors d’une étape de formation des tubes endothéliaux, les cellules endothéliales
s’allongent, forment des cordes de cellules pour ensuite s’assembler en un tube qui entoure un
lumen. Le diamétre des tubes vasculaires est régulé par de nombreux facteurs. Le VEGF-A en
combinaison avec le facteur Ang-1 permet d’augmenter ce diamétre (Sato et al. 1995; Suri et
al. 1998). Les interactions des cellules endothéliales via les intégrines a5p1 et avp3, avec la
matrice extracellulaire sont également impliquées dans la formation de la lumiére du tube
vasculaire (Drake et al. 1995; Bayless et al. 2000). Les capillaires néoformés entrent alors
dans une phase de stabilisation (cf. page 14).

3.1.2. Angiogeneése par intussusception

A la différence de I’angiogenése bourgeonnante, I’angiogenése par intussusception ne
nécessite pas une prolifération importante des cellules endothéliales mais plutét un
réarrangement des structures préformées. L’intussusception est un processus angiogénique au
cours duquel un vaisseau existant peut se scinder en deux vaisseaux par compartimentation.
(Burri and Tarek 1990; Patan et al. 1996a; Patan et al. 1996b). Ce processus est initié par une
invagination de la paroi du capillaire a I’intérieur de la lumiére et aboutit a la création d’une
zone de contact entre les deux parois opposées du capillaire. Ce contact entraine une
réorganisation des jonctions entre les cellules endothéliales et la formation d’une séparation
interstitielle qui est rapidement envahie par des péricytes ou des myofibroblastes (figure 5).
Ces cellules péri-capillaires vont alors synthétiser une matrice extracellulaire permettant

d’augmenter la séparation entre les deux vaisseaux fils (Djonov et al. 2003).
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Figure 6 : Représentation schématique des mécanismes de cooption vasculaire.

(A) La tumeur non angiogénique se développe initialement autour d’un vaisseau sanguin
(cooption) et induit la production d’Ang-2. (B) Le vaisseau régresse alors et la tumeur grossit.
Des zones ischémiques tumorales apparaissent et induisent la production de facteurs
angiogeniques. (C) Ces facteurs induisent un processus d’angiogenése tumorale.

(Adapté de Papetti and Herman 2002)
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m ] Cellules tumorales
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Figure 7 : Représentation schématique des mécanismes d’imitation de la vasculogenése.
(A) Imitation de la vasculogenéese : les vaisseaux composés de cellules tumorales sont
délimités par une lamina basale qui remplace les cellules endothéliales. (B) Vaisseau
mosaique : les cellules tumorales en transit vers la lumiére vasculaire restent temporairement
bloquées dans le mur des capillaires.

(D’apres Auguste et al 2005)
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L’intussusception permet également une diversification du diametre des vaisseaux et de leur
angle de branchement, et ainsi une hiérarchisation du réseaux vasculaire (Djonov et al. 2003).

Les mécanismes moléculaires qui régulent les phénomenes d’intussusception sont peu
connus. Cependant les forces de cisaillement et de distensions (Djonov et al. 2003) ainsi que
les facteurs PDGF-B (Burri and Djonov 2002), le VEGF-A et Ang-1 (Thurston et al. 1999)
semblent jouer un réle important dans ces mécanismes.

Lors de processus pathologiques tels que le cancer, I’angiogenése physiologique va
étre mimeée afin de subvenir aux besoins métaboliques de la tumeur. Cette angiogenése
tumorale aboutit a une architecture vasculaire immature, plastique, permettant la croissance
continue des vaisseaux sanguins et par conséquent le développement tumoral et la

propagation de métastases.

3.2. Les autres mecanismes

Il existe des tumeurs se développant dans des organes extrémement vascularisés
n’induisant pas d’angiogenése pour proliférer. La tumeur subvient alors a ses besoins en
oxygéne et nutriments en entourant les vaisseaux sanguins préexistants. On parle du
phénomeéne de vaisseaux co-optés (Holash et al. 1999) (figure 6).

Les cellules tumorales peuvent également former des vaisseaux sanguins tumoraux a
la place des cellules endothéliales dans des cancers de la peau et des ovaires (Maniotis et al.
1999; Folberg et al. 2000). Ce processus appelé imitation de la vasculogenése semble étre
induit par I’acquisition, par ces cellules tumorales, de caractéristiques phénotypiques de type
endothélial (Bittner et al. 2000) (figure 7A). Des cellules tumorales peuvent également
constituer des vaisseaux en association avec des cellules endothéliales. On parle dans ce cas
de « vaisseaux mosaiques » (Carmeliet and Jain 2000) (figure 7B)

Enfin, des cellules endothéliales progénitrices ou EPC peuvent étre mobilisées a partir
de la moelle osseuse, étre transportees par la circulation sanguine puis étre incorporees dans

la paroi des vaisseaux tumoraux en formation (Rafii et al. 2002).

4. Les principaux activateurs de I’angiogenese tumorale

Parmi les régulateurs clés de I'angiogenese figurent le VEGF-A et ses récepteurs (cf.
chapitre | partie Il), les FGFs et leurs récepteurs, les angiopoiétines / Tie2, les
métalloprotéases et les activateurs du plasminogéne (Carmeliet 2003). Des régulateurs
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négatifs endogénes comme la thrombospondine, I'angiostatine, I'endostatine, et le facteur

plaquettaire-4 ont également été décrits (Hagedorn and Bikfalvi 2000).
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Figure 8 : Structure des principaux variants d’épissage du VEGF-A chez I’homme.
(D’apres Cross et al 2003)
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Partie Il : Le VEGF-A et ses récepteurs

Le VEGF-A constitue une famille de glycoprotéines homodimériques comprenant
cing membres chez les mammiferes: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, PIGF
(« placental growth factor ») et un membre codé par un parapoxvirus: le VEGF-E. Ces
facteurs se lient a trois récepteurs différents appelés VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (flk-1 ou
KDR) et VEGFR-3 (flt-4). Ils peuvent également se fixer a des co-récepteurs appelés
neuropiline-1 (NRP1) et neuropiline-2 (NRP2) et aux héparanes sulfates protéoglycanes
(HSPG) dont font partie I’héparine et les héparanes sulfates (Neufeld et al. 1999; Cross et al.
2003).

Cette partie traitera essentiellement du VEGF-A, considéré comme I’inducteur majeur

des angiogenéses physiologique et pathologique.

1. Le VEGF-A

Le VEGF-A a tout d’abord été identifié comme un facteur augmentant la perméabilité
vasculaire (VPF pour « vascular permeability factor ») (Senger et al. 1983). Par la suite, il a
été identifié sous le nom de VEGF-A pour son activité mitogene et pro-angiogénique (Ferrara
and Henzel 1989; Plouet et al. 1989). Des lors, ce facteur a fait I’objet de trés nombreuses
études et un grand nombre d’activités biologiques variées lui ont été attribuées. Ce facteur est
considéré comme le médiateur majeur des processus de vasculogenese et d’angiogenése lors

de nombreuses conditions physiologiques ou pathologiques (Ferrara et al. 2003b).

1.1. Géne du VEGF-A

Le géne humain codant pour le VEGF-A (14 kb) est localisé sur le chromosome 6 et
posseéde 8 exons séparés par 7 introns (Houck et al. 1991; Tischer et al. 1991). Il est transcrit
en un prée-ARNmM qui va genérer par épissage alternatif des exons 6 (a et b) et 7, plusieurs
ARN messagers codant pour différentes isoformes protéiques (figure 8) qui sont toutes

sécrétées sous forme d’homodimeéres.
1.2. Structure protéique et isoformes

Les monomeres de VEGF-A sont associés par des ponts disulfures entre les résidus

Cysb1 d’une chaine et Cys61 de I’autre (Potgens et al. 1994). Un site potentiel de N-
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Figure 9 : Récepteurs des VEGFs et fonctions biologiques associées.

Les neuropilines (NRP-1 et NRP-2) désignent les co-récepteurs aux VEGFs. sVEGFR-1
correspond a une forme soluble du VEGFR-1.

(D’apres Jussila and Alitalo 2002)
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glycosylation au niveau du résidu Asn74 semble étre nécessaire pour I’efficacité de la
sécretion des dimeres de VEGF-A mais n’intervient pas dans leurs activités biologiques
(Peretz et al. 1992; Claffey et al. 1995). Des études de mutagenese dirigée ont permis
d’identifier trois résidus acides codés par I’exon 3 (Asp63, GIn64 et GIn67) et trois résidus
basiques codés par I’exon 4 (Arg82, Lys84 et His86) comme étant essentiels pour lier le
VEGFR-1 et le VEGFR-2, respectivement. Enfin, un domaine de liaison a I’héparine codé par

les exons 6 et/ou 7 a été identifié en position C-terminale du VEGF-A.

Il existe sept isoformes du VEGF-A chez I’homme : une isoforme comprenant 121
résidus d’acides aminés notée VEGFiy; et les isoformes VEGFi4s, VEGFi6s, VEGFig3,
VEGFg9 et VEGF,06. La majorité des cellules humaines produisent préférentiellement les
formes VEGF121, VEGF165 et VEGFig9 (figure 8). L'isoforme VEGFig3 possede également
une large distribution tissulaire. Les isoformes VEGFi45 et VEGF,0 sont spécifiqguement
exprimées dans les cellules d’origine placentaire mais en proportion tres faible par rapport
aux autres (Anthony et al. 1994; Neufeld et al. 1999; Robinson and Stringer 2001).

Les isoformes de VEGF-A different par la présence ou I’absence des séquences
codées par les exons 6 (a et b) et 7. Ces exons codent pour des zones d’affinité pour les HSPG
présents a la surface cellulaire et dans la matrice extracellulaire (Tischer et al. 1991).
L’isoforme VEGF 45 sécrétée sous la forme d’un homodimére de 45 kDa posséde une affinité
modérée pour I’héparine par la présence de I’exon 7 uniquement (Ferrara and Henzel 1989;
Plouet et al. 1989). En revanche, le VEGFi,; ou les exons 6 et 7 sont absents n’a aucune
affinité pour I’héparine. Le VEGFi,; est donc une isoforme entierement diffusible alors que
50 a 70 % du VEGFs5 reste associé a la cellule ou a la matrice extracellulaire (Houck et al.
1992; Park, J. E. et al. 1993). La séquence codée par I’exon 6a présente dans le VEGF4s lui
confere une affinité pour I’héparine identique celle du VEGFiss. Les isoformes VEGFg9 et
VEGF,06, possédant I’exon 7 et au moins un des deux exons 6, restent, une fois sécrétees,
totalement liées aux HSPG (Houck et al. 1992).

Cette affinité différente des isoformes du VEGF-A pour les HSPG présente deux
intéréts. Premierement, elle permet de constituer un réservoir en facteurs de croissance qui
peut étre mobilisé par I’action d’héparinases ou d’enzymes protéolytiques spécifiques telles
que la plasmine et I’'u-PA (Houck et al. 1992; Plouet et al. 1997). Deuxiémement elle permet
la maturation fonctionnelle des isoformes VEGFig9 et VEGF06. Ces isoformes non clivées ne
peuvent pas stimuler la prolifération des cellules endothéliales du fait de repliements

protéiques masquant les régions de fixation au récepteur VEGFR-2. La maturation
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Figure 10 : Le promoteur du VEGF-A : éléments de réponse et facteurs de transcription.
Les deux sites d’initiation de la transcription classique et cryptique, du VEGF ainsi que la
position et les séquences des éléments cis-régulateurs sont représentes.

(D’apres Pages and Pouyssegur 2005)

Facteurs de transcription HIF-1a, HIF-2a, Ap-1, Ap-2, Sp1, Sp3, STATS,
oestrogeéne, progestérone, NF-xB

Facteurs influencant les facteurs 1-1p, 11-6, TGFo/B, TNFa, EGF, AMPc, Ca®*, NO,

de transcription Insuline/IGF, HGF, INK, AMPK, p42/44, PKA, PKC,
Akt, PI3K, serum, ischémie, etc.

Genes VHL, p53, Bcl2, v-src, ras, c-myc, PTEN, etc.

Tableau 1 : Les différents facteurs influengant la transcription du VEGF.
(Josko and Mazurek 2004 ; Pages and Pouyssegur 2005, Loureiro andD’Amore 2005)
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enzymatique de ces isoformes par la plasmine ou I’'uPA leur permet de fixer le VEGFR-2 et
d’exercer ainsi leurs effets mitogenes. De plus, la plasmine est la seule enzyme capable de
cliver tous les VEGFs, son site d’action se trouvant sur I’exon 5 commun a tous ces facteurs
(figure 8) (Cross et al. 2003).

Les VEGF-A lient deux types de récepteurs aux VEGFs, le VEGFR-1 ou Flt-1 et le
VEGFR-2 ou FIk-1 ainsi que le co-récepteur neuropiline-1 ou NRP-1 (figure 9).

1.3. Régulation transcriptionnelle

De nombreuses études ont montré que la régulation de I’expression du VEGF-A est
principalement transcriptionnelle mais elle se fait également par la stabilisation de ses ARNm
(Levy et al. 1998; Dibbens et al. 1999). La région du promoteur du VEGF-A fait 2,4 kb chez
I’Homme (Chang, C. P. et al. 2004) et ne contient pas de boite « TATA » consensus servant a
son activation. Le VEGF-A posséde également un promoteur cryptique situé dans la région
correspondant a la partie 5’-utr de son ARNmM. Le deuxiéme site d’initiation de la
transcription est situé en position +632 par rapport au site classique (AKkiri et al. 1998) et
semble étre activé indépendamment du promoteur classique (figure 10). Le promoteur du
VEGF-A est trés conservé entre les especes et contient de nombreux sites consensus de
fixation pour des facteurs de transcription comme Sp1/Sp3, Ap-1, Ap-2, Egr-1 (« early gene
response protein »), STAT3 et HIFs ainsi que des sites de fixation des récepteurs d’hormones
comme les cestrogénes (ERE), la progestérone (PRE) ou le récepteur X du foie (LRX) (Josko
and Mazurek 2004; Pages and Pouyssegur 2005). Cependant, bien que I’activation du facteur
de transcription NF-kB soit nécessaire a I’expression du VEGF-A dans des tumeurs de la
prostate ou du sein (Shibata et al. 2002; Shukla et al. 2004), seul le promoteur du VEGF-A
murin possede un site consensus pour ce facteur (Shima et al. 1996). Enfin, le facteur de
transcription NFAT peut se fixer sur le promoteur du VEGF-A en position -2400 et inhiber
son activation dans le myocarde (Chang, C. P. et al. 2004).

Plusieurs parameétres de I’ischémie tumorale comme I’hypoxie ou la carence de
glucose peuvent également induire la transcription du VEGF-A (Stein et al. 1995). De plus, le
promoteur de ce gene peut étre activé par de nombreux récepteurs a activité tyrosine kinase
incluant ceux de I’EGF, de I’insuline ou des FGFs (Pages and Pouyssegur 2005). Des
dénominateurs communs entre tous ces signaux sont les voies de signalisation
Ras>Raf>Mek>Erk, PKC, PKA et PI3K/Akt. Enfin de nombreux oncogénes et genes
suppresseurs de tumeur peuvent également moduler la transcription du VEGF-A (Josko and
Mazurek 2004; Steelman et al. 2004; Pages and Pouyssegur 2005) (tableau 1).
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2. Fonctions biologiques du VEGF-A

2.1. Activités biologiques

Le VEGF-A est également connu sous le nom de VPF ou facteur de perméabilité
vasculaire. En effet, ce facteur peut accroitre la perméabilité des micro-vaisseaux et induire
I’extravasation de liquides et de protéines plasmatiques a partir de ces vaisseaux sanguins
(Senger et al. 1983; Dvorak et al. 1995). Le VEGF-A induit également la vasodilatation de
capillaires sanguins de maniere dose-dépendante par induction de la synthése endothéliale de
NO (Ku et al. 1993).

Le VEGF-A a la capacité d’activer la prolifération et la migration de cellules
endothéliales dérivées d’artéres, de veines et de vaisseaux lymphatiques in vitro. En effet, il
stimule I’expression endothéliale de protéases telles que la collagénase interstitielle (encore
appelée métalloprotéase-1 ou MMP-1), I’'u-PA et t-PA (activateur du plasminogéne tissulaire)
(Pepper et al. 1991; Unemori et al. 1992) qui libérent les cellules de leur ancrage et leur
permettent ainsi de migrer. Le VEGF-A induit également une forte réponse angiogénique
dans un large éventail de modeles in vivo (Leung et al. 1989; Plouet et al. 1989). C’est aussi
un inducteur de lymphangiogenése, processus qui permet la synthese des vaisseaux
lymphatiques (Nagy et al. 2002). Méme si les cellules endothéliales ont été reportées comme
étant les premiéres cibles du VEGF-A, il a également la propriété d’étre un facteur mitogene
pour des cellules non endothéliales (Matsumoto and Claesson-Welsh 2001).

Le VEGF-A agit in vitro et in vivo comme facteur de survie pour les cellules
endothéliales. In vitro, il empéche la mort cellulaire par apoptose lors de la privation de
sérum dans le milieu de culture (Gerber et al. 1998a; Gerber et al. 1998b). In vivo, on
constate que cet effet protecteur est étroitement régulé lors du développement puisqu’une
inhibition du VEGF-A entraine d’importants changements apoptotiques chez la souris
nouveau-né alors qu’elle n’a pas d’effet chez la souris adulte (Gerber et al. 1999). Cette
fonction protectrice du VEGF-A existe aussi pour les cellules endothéliales constituant les
vaisseaux sanguins nouvellement formés au sein d’une tumeur alors qu’elle disparait dans des
vaisseaux déja établis (Yuan et al. 1996; Benjamin et al. 1999).

Le VEGF-A posséde également un réle d’interleukine et agit sur les cellules derivéees
de la moelle osseuse. En effet, il a la capacité d’induire la chémotaxie des monocytes et la
formation de granulocytes et de macrophages (Clauss, M. et al. 1990; Broxmeyer et al.
1995). En retour, les monocytes, les macrophages et certains lymphocytes T induisent des

facteurs pro-angiogénique tels que le VEGF-A ou le PDGF ainsi que la MMP-9 et
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contribuent ainsi a I’angiogenese et a la maturation des vaisseaux néo-formés lors de
réactions inflammatoires (Freeman et al. 1995; Melter et al. 2000; Rafii et al. 2002). Le
VEGF-A induit également une mobilisation rapide et accrue de cellules souches
hématopoiétiques, d’EPC et stimule la production de lymphocytes B et de cellules myéloides
immatures (Hattori et al. 2001).

2.2. Fonctions physiologiques

Au niveau du développement embryonnaire, le VEGF-A joue un réle crucial dans les
processus de vasculogenése et d’angiogenese embryonnaires (Carmeliet et al. 1996; Ferrara
et al. 1996). Il joue également un réle important lors de la vie post-natale précoce et plus
particulierement dans le développement d’organes comme le cceur, le rein, le foie, la rétine, le
squelette et dans I’ossification endochondrale (Ferrara 2004). Chez I’adulte le VEGF-A est
essentiellement associé au phénomene d’angiogenese ovarienne et de cicatrisation (Carmeliet
2003; Ferrara et al. 2003a).

2.3. Fonctions pathologiques

Dans la majorité des tumeurs humaines, un accroissement de la quantité d’ARNm du
VEGF-A est observé (Dvorak et al. 1995; Ferrara and Davis-Smyth 1997). De méme, la
quantité de protéines du VEGF-A (sérique, plasmatique, urinaire ou mesurée dans les
tumeurs) est globalement augmentée dans de nombreux types de cancers tels que les cancers
gastriques ou mammaires (Yoshiji et al. 1996), les ostéosarcomes (Kaya et al. 2000) et les
cancers des reins (Takahashi, A. et al. 1994). L’injection, chez des souris nudes, de cellules
non tumorales CHO (Chinese Hamster ovary) transfectées par des vecteurs d’expression du
VEGFi2; ou du VEGFi¢s entraine la formation de tumeurs. In vitro, ces cellules transfectées
n’acquiérent pourtant pas d’avantage de capacité a proliférer (Ferrara et al. 1993). De plus,
I’utilisation d’anticorps neutralisant le VEGF-A exerce un effet inhibiteur sur la croissance de
nombreuses tumeurs chez la souris et la suppression ciblée du VEGF-A par un systéme de
transgenese Cre/Lox provoque une inhibition de I’angiogenése dans une tumeur de type
insulinome (Kim, K. J. et al. 1993). L’expression du VEGF-A a également été associée au
développement de métastases (Kirsch et al. 2004; Rini 2005).

L’ischémie se développant au sein des tumeurs est un des facteurs inducteurs de la
vascularisation des tumeurs solides et plusieurs études ont montré que le VEGF-A est

exprimé dans les régions tumorales hypoxiques (Plate et al. 1992; Shweiki et al. 1992) et
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carencees en glucose (Shweiki et al. 1995; Stein et al. 1995; Satake et al. 1998) (cf. chapitre |
partie 111).

Le VEGF-A est également impliqué dans les processus d’inflammation et d’oedémes
cérébraux ainsi que dans les maladies cardio-vasculaires, oculaires, inflammatoires et les
pathologies de I’appareil reproducteur féminin (Aiello et al. 1994; Malecaze et al. 1994;
Detmar et al. 1995; Dvorak et al. 1995; Kovacs et al. 1996; Carmeliet 2003).

3. Les autres VEGFs

Les autres membres de la famille des VEGFs : PIGF, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, et
VEGF-E, présentent des profils d’expression et des spécificités de fixation aux récepteurs
(VEGFR-1 a 3) différents. lls se distinguent également par leur fonction (Tableau 2). En effet,
le PIGF intervient principalement dans I’artériogenese mais également dans I’angiogenése
pathologique. Les VEGF-C et VEGF-D sont majoritairement des facteurs
lymphangiogéniques et interviennent dans le développement du réseau vasculaire sanguin. Le
VEGF-E identifié chez le parapoxvirus semble avoir la méme activité que le VEGF-A. La
fonction du VEGF-B est peu connue mais il pourrait contribuer a I’angiogenéese dans les

tissus musculaires (Jussila and Alitalo 2002; Felmeden et al. 2003; Tammela et al. 2005).

4. Les récepteurs des VEGFs

Les VEGFs lient de maniére générale trois récepteurs a activité tyrosine kinase
(RTK): VEGFR-1, VEGFR-2 et VEGFR-3 (figure 9) (Cross et al. 2003). Ces RTK sont
composés d’un domaine extracellulaire formé de sept domaines de type immunoglobuline,
une region transmembranaire et un domaine intracellulaire conservé comportant deux
domaines d’activité enzymatique tyrosine kinase (Shibuya et al. 1990; Matthews et al. 1991;
Terman et al. 1991). La fixation d’un homo ou d’un hétérodimére de VEGFs entraine
successivement une dimérisation homologue ou hétérologue des RTK puis I’activation de
leur activité tyrosine kinase intracellulaire. Ces RTK activés phosphorylent de maniére
croisée des résidus tyrosines de leur domaine intracellulaire qui vont servir de point d’ancrage
a des protéines possédant des domaines SH2 (ou domaine d’homologie avec Src). Aprés
phosphorylation, ces protéines activent alors en cascade d’autres effecteurs cellulaires.

Le VEGFR-1 intervient dans la vasculogenese et dans la régulation négative de la
fixation du VEGF-A sur le VEGFR-2 (Claesson-Welsh 2003). Le VEGFR-2 induit les effets

physiologiques et pathologiques majeurs du VEGF-A sur les cellules endothéliales en
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Figure 11 : Voie de signalisation et fonctions biologiques associées au VEGFR-2.

Le VEGFR-2 régule différents processus comme la prolifération, la migration et la survie des
cellules endothéliales ainsi que la perméabilité des vaisseaux sanguins.

(D’apreés Cross et al. 2003)
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phosphorylant de nombreuses protéines cellulaires. Il contréle, en effet, la prolifération, la
migration et la survie des cellules endotheéliales ainsi que la perméabilité des vaisseaux
sanguins (figure 11) (Cross et al. 2003). Le VEGFR-3 qui fixe les VEGF-C et VEGF-D mais
pas le VEGF-A, joue un rdle dans le développement du systeme cardiovasculaire et
lymphatique dans I’embryon et dans la régulation de la formation des vaisseaux lymphatiques
chez I’adulte (Jussila and Alitalo 2002)

En plus de ces récepteurs, les cellules endothéliales expriment la neuropiline-1
(NRP1) et la neuropiline-2 (NRP2), récepteurs cellulaires transmembranaires simples, qui

agissent comme des co-récepteurs entre les VEGFs et leurs récepteurs (tableau 3).
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Figure 12 : Ischémie tumorale et I’induction de I’angiogenése.
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Partie 111 : L’ischémie tumorale et I’induction du VEGF-A

L’ischémie se définit comme une situation d’irrigation sanguine insuffisante d’un tissu
ou d’un organe. Elle peut survenir suite a une baisse du débit cardiaque, une anémie, un
accident vasculaire (embolie, athérosclérose) ou au cours du développement (normal ou
tumoral) qui provoquent, le plus souvent, une insuffisance ou une absence d’alimentation par
le réseau vasculaire. Dans ces conditions, un déséquilibre se crée, au niveau tissulaire, entre
I’apport en nutriments et I’élimination des déchets du métabolisme cellulaire. Ainsi, la
distribution micro-environnementale de divers métabolites, molécules, ions et gaz, conduit a
définir différents parameétres relatifs a I’ischémie comme le pH, la pression partielle en
oxygene (pO,) ou la concentration en nutriments comme le glucose, en vitamines ou en

minéraux.

1. Ischémie tumorale

La prolifération intensive de cellules transformées conduit rapidement a la formation
d’une masse tumorale dont certaines zones se retrouvent a des distances (supérieures a 110
pum) trop importantes du réseau vasculaire, ce qui entraine une baisse de la disponibilité
locale en oxygene (hypoxie) et en nutriments comme le glucose, ainsi qu'une diminution de
I’évacuation des déchets issus du métabolisme cellulaire (Folkman 2002). Le tissu tumoral se
trouve en état d’ischémie. Les cellules adaptent alors leur métabolisme a ces conditions
hostiles et induisent une réponse incluant I’émission de facteurs angiogéniques et la
prolifération cellulaire (figure 12). Les adaptations métabolique, génétique et/ou épigénétique
aux différents paramétres de I’ischémie tumorale sont des étapes cruciales pour le
développement d’un phénotype cellulaire tumoral agressif, envahissant et métastasique.

Le but de cette 3° partie est de faire un état des lieux des paramétres de I’ischémie
tumorale et de leurs implications dans I’induction de I’angiogenése et plus particuliérement
dans I’induction du VEGF-A.

2. Mécanismes de sélection clonale induits par I’ischémie tumorale

L’hypoxie est la premiere manifestation de I’ischémie a laquelle les cellules
néoplasiques sont confrontées. Différentes études ont en effet prouvé que la pression en
oxygeéne dans un tissu diminue plus rapidement que la concentration en glucose par rapport a

la distance des vaisseaux sanguins (Helmlinger et al. 1997; Secomb et al. 1998) (figure 13).
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Figure 13 : Modéle d’interactions cellules/environnement dans la carcinogenése.

Les étapes de la croissance tumorale et de leurs états physiologiques associés sont
représentées. Les cellules épithéliales normales deviennent hyper prolifératives apres
transformation. Elles proliférent ensuite jusqu’a atteindre la limite de diffusion de I'oxygene,
ou elles deviennent hypoxiques et angiogéniques. Elles acquierent ensuite un phénotype
glycolytique, qui permet leur survie ou bien elles deviennent apoptotiques. Les lésions
deviennent alors acides, ce qui a pour effet de sélectionner les cellules mobiles et agressives
qui vont dégrader la membrane basale et conduire & des métastases. Lors de la progression
tumorale, les mutations cellulaires augmentent : les noyaux en orange clair représentent une
mutation et en orange plus foncée plusieurs mutations.

(D’apres Gatenby and Gillies 2004)
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Figure 14 : L'ischémie tumorale et la progression maligne.

42



En réponse a cette hypoxie locale, les cellules tumorales vont s’adapter en modulant leur
métabolisme énergétique (glycolyse), en induisant I’angiogenése et en inhibant I’apoptose.
L’essentiel de cette adaptation permettant la survie cellulaire est sous la dépendance du
facteur de transcription HIF-1a (« hypoxia inducible factor ») (Semenza 2003).

Une hypoxie persistante ou cyclique (figure 14) peut exercer une sélection des cellules
tumorales les mieux adaptées qui maintiennent une activation de la glycolyse (Gatenby and
Gillies 2004; Vaupel 2004). Les cellules cancéreuses consomment ainsi énormement de
glucose pour la production de I'énergie nécessaire a leur multiplication. La prolifération
tumorale va également conduire a un manque de glucose auquel les cellules vont devoir
S’adapter en augmentant leur capacité a transporter ce métabolite, essentiellement en
stimulant la néoglucogenése et éventuellement en produisant de I’énergie a partir de la
dégradation d’acides aminés. Au niveau tissulaire, ces limitations en nutriments vont
également induire I’angiogenese. Une des principales conséquences d’une glycolyse accrue
est une acidification du milieu extracellulaire par accumulation de déchets du métabolisme
(acide lactique) (Dang and Semenza 1999; Gatenby and Gillies 2004). L’ischémie tumorale
peut conduire alors a une sélection clonale de cellules plus résistantes aux conditions
environnementales extrémes. Cette sélection est une étape cruciale du développement de
cancers agressifs et envahissants :

e Elle confére aux cellules tumorales un avantage prolifératif puissant au détriment des
populations tumorales cellulaires moins adaptées.

e Lacidification de I’environnement de ces cellules facilite I'invasion tumorale par la
destruction des cellules normales adjacentes et la promotion de métastases (Gatenby and
Gillies 2004) (figure 13).

D’autres facteurs peuvent également influencer la survie des cellules tumorales
comme les carences en acides aminés. Ainsi, I'induction de I’angiogenése et la prolifération
cellulaire tumorale intensive vont étre associées a un cycle d’événements angiogéniques et
ischémiques permettant une sélection constante des cellules tumorales les plus agressives et
envahissantes (figure 14).

Cette sélection clonale passe donc par une adaptation du métabolisme énergétique des
cellules tumorales qui peut également étre activée par I’expression constitutive d’oncogénes
ou la perte de suppresseurs de tumeur par mutations somatiques. Ces phénomenes fournissent
des avantages pour la survie et la prolifération des cellules transformées dans un

environnement ischémique (Dang and Semenza 1999).

43



y

@ QVaisseau sanguin O
‘l_\ll _ 2 h

Echangeur
02 d’anion

Transporteur
du glucos

H+

échangeur

Figure 15 : Métabolisme du glucose.

Le sang afférent livre aux tissus le glucose et l'oxygene qui atteignent les cellules par
diffusion. Le glucose pénétre dans les cellules par des transporteurs spécifiques, est converti
en glucose-6-phosphate par I’hexokinase, puis en pyruvate, ce qui produit 2 moles d’ATP par
mole glucose dégradé. En présence d'oxygeéne, la dégradation du pyruvate produit 36 moles
d’ATP supplémentaires par mole de glucose dégradé. En absence d'oxygene, le pyruvate est
transformé en lactate et exporté de la cellule causant une acidification de I'espace
extracellulaire. HbO2 : hémoglobine oxygénée.

(D’apres Gatenby and Gillies 2004)
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La privation en glucose ainsi que les stress hypoxiques ou oxydants provoquent
I’accumulation de protéines mal conformées dans le réticulum endoplasmique (RE). Il en
résulte une réponse cellulaire cytoprotectrice et anti-apoptotique conférant également aux
cellules une résistance aux drogues (Kaufman et al. 2002; Reddy et al. 2003; Ma and
Hendershot 2004; Bi et al. 2005). De plus, dans différentes lignées de cellules tumorales,
I’expression des facteurs angiogéniques VEGF-A et interleukine-8 est induite simultanément
avec plusieurs chaperonnes du RE en réponse a I’hypoxie et a la privation de glucose et de
glutamine. Ceci suggére un rapport direct entre le stress du RE, les paramétres ischémiques et
I’induction de I’angiogenese (Marjon et al. 2004) (cf. article n°2). Enfin, la chaperonne
ORP150 intervient dans le contrdle de lI'angiogenése tumorale en régulant la maturation et la
sécretion du VEGF-A (Ozawa et al. 2001a). Les différentes réponses aux stress du RE induit

par I’ischémie tumorale seront développées en détail dans le chapitre 11.

Ainsi I’ischémie tumorale intervient a plusieurs niveaux dans la sélection des cellules
les plus résistantes a des conditions environnementales extrémes, par une adaptation

métabolique et une résistance a I’apoptose permettant une prolifération intensive.

3. Le phénotype glycolytique tumoral : effet Warburg

Une propriété commune a tous les cancers invasifs est une altération du métabolisme
du glucose favorisant la glycolyse. La glycolyse est la voie catabolique de transformation du
glucose en pyruvate puis en acide lactique (déchet).

Dans la plupart des cellules de mammifére, la production d'acide lactique est inhibée
par la présence d’oxygene qui oxyde le pyruvate en H,O et CO, au sein des mitochondries.
Cette inhibition est appelée « effet Pasteur » (Racker 1974). Cet effet permet un maintien
énergétique cellulaire par rapport a la quantité d’oxygene disponible. En effet, le rendement
en ATP de la dégradation du glucose a travers la glycolyse, le cycle de Krebs et la chaine
respiratoire (38 moles d’ATP par mole de glucose dégradée) est trés supérieur a celui de la
glycolyse seule (2 moles d’ATP par mole de glucose dégradée) (figure 15).

Les cellules tumorales ont souvent un fort taux de consommation de glucose et une
activité glycolytique trés importante, et ce, méme en présence d’oxygene. Cette forte activité
est essentielle pour répondre aux besoins élevés en métabolites pour la division rapide des
cellules. Ce phénomene est connu sous le nom «deffet Warburg » (Warburg 1956;

Semenza et al. 2001). 1l existe une corrélation entre un mauvais pronostique, I’augmentation
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de I’agressivitée tumorale et I’augmentation de la consommation en glucose des cellules par un
effet Warburg (Kunkel et al. 2003).

L’effet Warburg résulte de I’activation d’enzymes clefs de la glycolyse comme les
hexokinases | et I, la PFKFB3 (6-phosphofructokinase 2/fructose-2,6-bisphosphatase) mais
également les transporteurs du glucose comme GLUT-1 (Atsumi et al. 2002; Bos et al. 2002;
Rivenzon-Segal et al. 2003). Cet effet peut étre induit constitutivement dans les cellules
tumorales par plusieurs mécanismes : des transformations oncogéniques (Bosca et al. 1986;
Kole et al. 1991; Dang et al. 1997), une activation constitutive de HIF (Minchenko et al.
2002) ou des enzymes de dégradation du glucose (Dang and Semenza 1999) et I’action de
cytokines ou de facteurs de croissance (Bauer et al. 2004).

Des tumeurs hypoxiques qui ont besoin d’une augmentation de la glycolyse pour
survivre sont souvent (He, X. et al. 2004; Postovit et al. 2004) mais pas toujours (Krtolica
and Ludlow 1996) plus invasives et métastasiques que des tumeurs en normoxie. Le
phénotype hyper-glycolytique confére donc aux cellules un avantage prolifératif significatif.
En effet, I’augmentation de la consommation de glucose permet la production d’ATP et
d’intermédiaires de la biosynthéese des acides aminés et des acides nucléiques indispensables
a la prolifération intensive des cellules tumorales (Gatenby and Gillies 2004). De plus, la
glycolyse accrue de ces cellules leur confére une résistance aux stress oxydants et induit une
acidification du milieu extracellulaire (Graeber et al. 1996; Spitz et al. 2000; Schornack and
Gillies 2003).

4. L’hypoxie

Les zones hypoxiques sont trés répandues au sein des tumeurs ou la prolifération
cellulaire est plus importante que le recrutement de vaisseaux sanguins. L’hypoxie (ou la
diminution de la pression partielle en oxygene) est le premier parametre de I’ischémie
tumorale a intervenir et c’est également le plus étudié. La réponse cellulaire a ce stress fait
intervenir principalement le facteur de transcription HIF-1 qui active de nombreux génes
importants pour I’adaptation et la survie cellulaire et tissulaire (Semenza 2003; Gatenby and
Gillies 2004).
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4.1. Le facteur de transcription HIF-1

Les facteurs de transcription HIFs sont des hétérodimeres formés d’une sous-unité
nucléaire exprimée de maniére constitutive et ubiquitaire, HIF-1B, et d’une sous-unité
inductible a. 1l existe trois isoformes o : HIF-1a, HIF-2a et HIF-3a.

HIF-1o et HIF-1B (figure 16A) sont des protéines de 826 et 789 acides amines,
respectivement. Ces deux protéines contiennent une séquence de localisation nucléaire et un
domaine bHLH (hélice boucle hélice basique). La région basique de ce domaine est
essentielle a la fixation a I’ADN alors que la région HLH est indispensable a la dimérisation
de ces facteurs. Un autre point commun & HIF-1o et HIF-1p est la présence d’un domaine
Per-ARNT-Sim (PAS) caracteristique de la famille des protéines ARNT (« aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator »). HIF-1a posséde un domaine de dégradation dépendant de
I’oxygéne (ODD) permettant sa protéolyse en normoxie. HIF-1o contient également deux
domaines de transactivation (TAD) situés dans les parties N- et C-terminales, responsables de
I’activité transcriptionnelle de ce facteur. HIF-1 posséde un seul domaine TAD en C-
terminal qui n’est pas nécessaire a I’activité transcriptionnelle. Ces domaines TAD sont
également responsables de la liaison avec des co-activateurs comme p300/CBP et Ref-1
(Dery et al. 2005).

4.2. Régulation de HIF-1
Le facteur de transcription HIF-1 est situé & un carrefour de différentes voies de
signalisation cellulaire. Son activité est régulée par un grand nombre de mécanismes et

notamment par des modifications covalentes.

4.2.1. Régulation de HIF-1 dépendante de I’hypoxie

L’activité des facteurs HIFs est majoritairement régulée au niveau post traductionnel.
L’expression du gene de HIF-1o est constitutive et contrdlée principalement par l'action du
facteur de transcription Spl. D’autres sites de fixation de facteurs de transcription tels qu'Ap-
1 et 2, NF-1 et NF-xB sont également présents sur le promoteur du gene de HIF-1a. La
traduction de HIF-1a est également constitutive. En revanche, cette protéine est extrémement
labile et sa demi vie est de moins de 5 minutes en normoxie. En présence d’oxygene, HIF-1a
est hydroxylée sur les résidus proline 402 et 564 par trois hydroxylases dépendantes de
I’oxygéne (PHD1 a PHD3) possedant des activités biologiques distinctes (Schofield and
Ratcliffe 2004). Une fois hydroxylée, HIF-1a est reconnue par la protéine suppresseur de

tumeur VHL (Von Hippel Lindau) qui est un composant du complexe ubiquitine ligase E3.
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Figure 16 : Les facteurs de transcription HIFs.

(A) Les domaines protéiques de HIF-1a et HIF-1B ainsi que leurs sites d’hydroxylation,
d’acéthylation et de phosphorylation sont indiqués. (B) Structure moléculaire des différentes
sous unités HIFs. Abréviations : ODD (domaine de dégradation dépendant de I’oxygeéne),
bHLH (domaine hélice boucle hélice basique), TAD-N et TAD-C (domaines de
transactivation N- et C-terminaux), NLS (signal de localisation nucléaire) et PAS (Per-
ARNT-Sim).

(D’apres Déry et al, 2005).
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Cette reconnaissance va entrainer I’ubiquitinilation d’HIF-1a et son adressage au protéasome
pour étre dégradée. La présence de fer, de 2-oxaloglutarate et d’oxygéne est indispensable a
I’activité des PHDs. L’inactivation de la PHD-2 est suffisante a la stabilisation de HIF-1a. De
plus, les PHD-2 et PHD-3 sont induites en hypoxie sous la dépendance de HIF, ce qui
constitue un rétrocontréle negatif de ce systéeme (Berra et al. 2003). En condition de
normoxie, I’acétylation de la lysine 532 de HIF-1o conduit également a sa dégradation apres
interaction avec la protéine VHL (Jeong et al. 2002).

D’autres facteurs protéiques interviennent dans le contrdle de I’activité de HIF-1 en
condition de normoxie. Une asparagyl-hydroxylase dont I’activité nécessite également la
présence de fer, de 2-oxaloglutarate et d’oxygene, identifiée comme une protéine se fixant a
HIF-1 et appelée FIH (« factor inhibiting HIF »), hydroxyle le résidu asparagine 803 de la
sous-unité a, ce qui empéche I’interaction avec le cofacteur p300/CBP et diminue I’activité
transcriptionnelle de HIF-1a (Schofield and Ratcliffe 2004).

En condition hypoxique, les différentes hydroxylations de HIF-1a sont bloguées et
son acétylation inhibée, ce qui permet sa stabilisation, son hétérodimérisation avec HIF-13
pour former le facteur de transcription HIF-1 actif. Ce facteur se fixe sur les séquences HRE
(« hypoxia response element ») présentes sur les promoteurs des génes cibles (Semenza
2003). La stabilisation de HIF-1 est détectable pour des teneurs en oxygene inférieures a 5 %
et allant jusqu’a I’anoxie. Dans ces conditions, I’activité des PHDs diminue en fonction de la
concentration en oxygéne qui est un des substrats de ces enzymes. En dessous de 1,5 %
d’oxygéne, ces enzymes sont inhibées réversiblement par des radicaux libres oxygénés (ROS)
de type H,O,, ce qui contribue au blocage efficace de leurs activités (Brunelle et al. 2005;
Guzy et al. 2005; Mansfield et al. 2005) (figure 17).

Enfin, de nombreuses études ont montré qu’en condition d’hypoxie, I’activité de HIF
est augmentée par phosphorylation directe par les MAPK p42/44 (« mitogen activated protein
kinase ») (Richard et al. 1999) (figure 17). La phosphorylation de la thréonine 796 empéche
I’hydroxylation de I’asparagine 803 par la FIH (Lancaster et al. 2004). Parallélement, les
MAPK p42/44 peuvent également phosphoryler le co-activateur p300/CBP et augmenter ainsi
I’activité de HIF (Sang et al. 2003).

En conclusion, I’oxygene, les hydroxylations et phosphorylations de HIF et les ROS
régulent les réponses adaptatives allant d’une hypoxie modérée a une hypoxie séveére et

pouvant aboutir a la mort cellulaire (Piret et al. 2002).
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Figure 17 : Régulation de HIF1.

Il éxiste quatre mécanismes qui régulent l'activité de HIF-1a. 1) Les proline hydroxylases
hydroxylent le domaine de dégradation dépendant de I'oxygéne de HIF-1a permettant a la
protéine von Hippel-Lindeau (pVHL) d'ubiquitiniler et d’adresser HIF-1a au protéasome pour
y étre dégradée. La protéine p53 peut lier HIF-1o et recruter Mdm2 ce qui mene également a
son ubiquitinilation et a sa dégradation. 2) L'activité transactivatrice de HIF-1 est diminuée
par hydroxylation d’un résidu asparagine par I’asparagine hydroxylase (FIH) qui diminue
I'interaction avec le co-activateur p300/CBP. 3) L'activation d'Akt et de mTOR par la
phosphatidyl-inositol 3-kinase (PI13K) augmente la traduction de HIF-1a. L’activation de la
PKC augmente la transcription de HIF-1a par I’intermédiaire du facteur de transcription Sp-1.
4) La phosphorylation de p300/CBP par la voie de signalisation MAPK augmente la
formation de complexes HIF-1/p300/CBP.

L'hypoxie empéche les processus 1 et 2, stimule 3, et n'a aucun effet sur 4. Les radicaux libres
(ROS) vont augmenter I’activité de HIF1 en activant la voie de signalisation MAPK, en
augmentant I’affinité de HIF pour son co-activateur p300/CBP (via Ref-1) ou en inhibant
I’activité des différentes hydroxylases. PTEN est un inhibiteur de la voie induite par la PI3K.
(Adapté d’apres Powis and Kirkpatrick 2004)
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4.2.2. Régulation de HIF-1 indépendante de I’hypoxie

Des stimulations cellulaires par des facteurs de croissance (Feldser et al. 1999;
Richard et al. 2000), des cytokines (Hellwig-Burgel et al. 1999) et des hormones (Richard et
al. 2000; Gorlach et al. 2001) peuvent également conduire a une induction et une activation
de HIF-1a.

Contrairement aux effets observés en hypoxie, I’activation de HIF est le résultat d’une
augmentation de sa traduction qui est alors plus importante que sa dégradation. Cette
augmentation de la traduction de HIF-1a est induite par la voie de la kinase P13 (PI3K) et ses
effecteurs, mTOR et p70S6 kinase (figure 17). La phosphorylation de la protéine S6 de I'unité
ribosomale 40S par p70S6K augmente la traduction des ARNm contenant une région 5’-
oligopyrimidine terminale incluant celle de HIF (Page et al. 2002). La voie de signalisation
dépendante de la PI3K n’active pas la transcription de HIF-2a. (Blancher et al. 2001).
L’augmentation de la transcription de HIF-1o est possible par I'activation des protéines
kinases A et C (PKA et PKC) (figure 17) qui stimulent la transcription des genes Spl, AP-1
et AP-2 (Tischer et al. 1991; Page et al. 2002). Les stress oxydants et I’accumulation de
radicaux libres modulent, par I’intermédiaire de Ref-1, I’activité des facteurs de transcription
HIF-1 et HIF-2 (Ema et al. 1999; Lando et al. 2000; Welsh et al. 2002) (figure 17).

La dégradation de HIF-1a peut également étre induite indépendamment de la teneur
en oxygene. La protéine ubiquitine ligase MDM2 est recrutée par la protéine suppresseur de
tumeur p53 aprés sa fixation sur HIF-1a. HIF-1a est alors ubiquitinilée par MDM2 puis
dégradée au niveau du protéasome (Ravi et al. 2000) (figure 17)

4.3. Les facteurs de transcription HIF-2 et HIF-3

Le facteur de transcription HIF-2a a une forte homologie de séquence avec HIF-1a et
la méme organisation générale de ses domaines fonctionnels (figure 16B). HIF-2 est
également un facteur de transcription de type bHLH activant les génes possédant I'élément
HRE dans leur promoteur. Il existe des différences de localisation, d’activation et de
spécificité entre HIF-1 et HIF-2 :
e La délétion des génes codant pour HIF-la et HIF-2a a des effets distincts sur le
développement embryonnaire (cf. 8 4.5 page 53) (Ryan et al. 1998; Peng, J. et al. 2000).
e La localisation cellulaire et I’activité de HIF-2o sont liées au type cellulaire. Dans des
cellules MEF immortalisées, HIF-2a a une localisation cytoplasmique en normoxie et son

activité n’est pas régulée par I’hypoxie ni par les mécanismes d’hydroxylation (Park, S. K. et
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al. 2003). HIF-2a, a I’inverse de HIF-1a, interagit avec la protéine NEMO («NF-xB
essential modulator ») et cette interaction induit son activité par recrutement du co-activateur
p300/CBP, en normoxie (Bracken et al. 2005). HIF-2a, et non HIF-1a, s’associe
spécifiqguement avec le facteur de transcription Ets-1 pour induire I’expression du récepteur
VEGFR-2 (Elvert et al. 2003). Enfin, Brusselmans et al, suggérent que d’autres stimuli que
I’hypoxie induisent I’activation de HIF-2a : ce facteur aurait un role plus spécifique dans la
réponse a la carence en glucose (Brusselmans et al. 2001).

e Une étude comparative par microarrays a montré que la surexpression de HIF-1 et/ou
HIF-2 dans des cellules HEK induit une augmentation significative de la transcription de 45
genes dont seulement 21 sont communs & ces deux facteurs (Wang, V. et al. 2005).

Peu de chose sont connues sur HIF-3a. Ce facteur semble avoir une fonction
inhibitrice en réponse a I'nypoxie. Cette sous-unité se fixe également a la sous-unité HIF-1p
apres avoir été induite par I’hypoxie et posséde les mémes domaines fonctionnels que HIF-1a
et HIF-2 o a I’exception du domaine trans-activateur (TAD) (figure 16B) (Semenza 2003;
Powis and Kirkpatrick 2004).

4.4. Les voies de signalisations dépendantes de HIF

Dans des conditions hypoxiques, les facteurs de transcription HIFs sont impliqués
dans I’induction de tous les genes qui possédent une séquence HRE sur leurs promoteurs.
HIF-1 et HIF-2 sont responsables de I’expression de plus de 60 genes tels que
I’érythropoiétine, le VEGF-A et ses récepteurs, GLUT-1, la plupart des enzymes clefs de la
glycolyse, ainsi que des génes intervenant dans la survie, la prolifération cellulaire et
I’apoptose (tableau 4) (Semenza 2003).

4.5. Hypoxie, angiogenése et induction du VEGF-A

Le systeme HIF joue un réle crucial lors de I’angiogenése. La délétion des genes
codant pour HIF-1a et HIF-1B provoque une létalité embryonnaire par une diminution de
I’expression du VEGF-A, un défaut de développement du systéeme cardiovasculaire et une
réduction de la vascularisation de I’embryon et du sac vitellin (Maltepe et al. 1997; Ryan et
al. 1998; Kotch et al. 1999). HIF-2a. joue un réle critique mais distinct dans le
développement. La délétion du géne HIF-2a chez les souris induit des défauts vasculaires

graves dans le sac vitellin et I’embryon qui menent a une mort embryonnaire. Des vaisseaux
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sanguins normaux ont été constitués par vasculogenése mais ils sont incorrectement fusionnés
et non hiérarchisés (Peng, J. et al. 2000).

HIF-1 et HIF-2 sont activés dans les régions hypoxiques tumorales. Le réle de HIF-2
dans la tumorigenése n’est pas encore clairement établi. Des travaux de Acker et al ont
montré que HIF-2 intervient dans la promotion de I’angiogenése mais diminue la croissance
tumorale par induction d’une apoptose dans des gliomes de rat (Acker et al. 2005). A
I’inverse, une étude sur des cellules ES dans lesquelles le gene codant pour HIF-1la. est
remplacé par celui de HIF-2a (« knock-in ») par recombinaison homologue, montre que les
tumeurs issues de ces cellules sont plus grosses, prolifératives, micro-vascularisées et
expriment plus de VEGF-A comparé aux cellules sauvages. Ces résultats suggérent donc que
HIF-2 est plus efficace que HIF-1 dans la promotion de la croissance tumorale (Covello et al.
2005; Raval et al. 2005).

En hypoxie, les facteurs de transcription HIFs sont impliques dans I’induction du
VEGF-A. L’hypoxie induit en effet une augmentation forte et rapide des ARNm et des
protéines du VEGF-A (Dor et al. 2001) mais pas des autres membres de la famille des
VEGFs. L’hypoxie augmente également la demi-vie des ARNm du VEGF-A en induisant le
facteur de stabilité HUR qui se fixe sur des séquences régulatrices dans les régions 5’ et 3’
non traduites de I’ARNmM et le stabilise (Levy et al. 1998; Dibbens et al. 1999). En hypoxie,
une induction de I’expression des récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 (via HIF-2a
principalement) ainsi que de celle de I’angiopoiétine-2, de la MMP-2 et de I’'UPAR est
également observée (Liu, Y. et al. 1995; Forsythe et al. 1996; Waltenberger et al. 1996;
Gerber et al. 1997; Levy et al. 1998; Elvert et al. 2003). De plus, I’adénosine libérée par les
cellules hypoxiques en se liant aux récepteurs A2 stimule la voie dépendante de la PKA qui
active la production de VEGF-A (Takagi et al. 1996).

Sous I’influence de mutations somatiques, une augmentation de I’expression du
VEGF-A est observée. La perte des suppresseurs de tumeur p53 ou VHL par mutation ou
inhibition constitutive conduit a une surexpression de HIF (Ravi et al. 2000; North et al.
2005).

5. La carence en glucose

Les limitations en nutriments peuvent intervenir dans I’activation de processus
angiogéniques. Parmi ces nutriments, le plus important énergiquement est le glucose. Sa

dégradation a travers la glycolyse et la respiration mitochondriale produit de I’énergie sous
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forme d’ATP. Le glucose est également un precurseur essentiel pour la production d’acides
aminés et de sucres nécessaires a la synthése des protéines et des acides nucléiques qui
permettent la prolifération et I’expansion tissulaire. Enfin, le métabolisme du glucose est
associé a la voie métabolique des hexoses monophosphates et a la production du NADPH,
puissant réducteur impliqué dans la protection des cellules contre les effets de stress oxydant.
Les carences en glucose ont été associées a plusieurs pathologies humaines incluant

I”ischémie tissulaire et le cancer (Semenza 2003; Marjon et al. 2004).

5.1. Importance du glucose dans I’ischémie tumorale

Dans différents types de tumeurs, une diminution locale de la perfusion sanguine peut
provoquer une carence en glucose. Cette carence est donc un parameétre constitutif de
I’ischémie tumorale (Vaupel et al. 1989; Eskey et al. 1993; Walenta et al. 2002). Des
concentrations trés faibles de glucose ont été mesurées dans le milieu interstitiel des tumeurs
(de 0,15 a 0,8 g/l) par rapport aux tissus normaux (glycémie normale ~ 1 g/l) (Ettinger et al.
2001; Ziegler et al. 2001; Helmlinger et al. 2002; Walenta et al. 2002). De plus, la sévérité de
ces carences peut étre augmentée par une consommation plus importante de glucose dans les
cellules tumorales, du fait des effets Warburg/Pasteur, (cf. page 45) (Younes et al. 1996;
Kunkel et al. 2003; Stubbs et al. 2003; Gatenby and Gillies 2004). Ces données montrent
I’importance clinique du métabolisme du glucose. Enfin, les cellules cancéreuses
maintiennent leur phénotype métabolique en culture cellulaire en condition de normoxie ce
qui indique que la glycolyse aérobie est augmentée a travers des transformations génétiques
ou épigénétiques stables (Gatenby and Gillies 2004). L altération du métabolisme du glucose
dans les tumeurs est donc plus qu’une simple adaptation a I’hypoxie.

Au niveau médical, ce phénotype glycolytique permet la localisation de tumeurs gréace
a I’utilisation d’un analogue du glucose, le fluorodésoxyglucose (FDG) marqué a I’aide d’un
atome radioactif, le fluor-18, [*°F]-FDG. Cette molécule s’accumule dans les tissus qui
consomment du glucose, soit a I’état physiologique comme dans le cerveau ou les muscles a

I’exercice, soit de maniére pathologique dans les tissus cancéreux (Maublant et al. 1998).

Il existe egalement un lien entre la carence en glucose et d’autres paramétres de
I’ischémie tumorale comme I’absence d’acides aminés, la diminution du pH ou le stress
oxydatif. En effet, la résistance cellulaire a cette carence en glucose est dépendante de la
consommation d’acides aminés dont la glutamine (Esumi et al. 2002). De plus, la limitation

en glucose dans les zones tumorales ischémiques induit également un stress oxydatif ainsi
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qu’une acidification de I’environnement cellulaire (Spitz et al. 2000; Gatenby and Gillies
2004).

5.2. Voies de signalisation dépendantes de la carence en glucose

La consommation accrue de glucose en condition ischémique va entrainer une
diminution de sa concentration péri-cellulaire, ce qui nécessite différentes adaptations
cellulaires. La compétition cellulaire pour cette ressource favorise les cellules qui
surexpriment des transporteurs du glucose posseédant de hauts Vuax (par exemple, GLUT1)
ou de bas Ky (par exemple, GLUT3). Cette surexpression des récepteurs a été observée dans
des cancers de I’oesophage, du sein et du colon (Younes et al. 1997; Grover-McKay et al.
1998; Sakashita et al. 2001).

La carence de glucose dans des cellules en culture induit I’expression de nombreux
genes de la glycolyse (PGK, PK, etc.) ainsi que des transporteurs du glucose GLUT-2 et
GLUT-4 (Vaulont et al. 2000). L’induction de ces génes est due a I’activation de I’AMPK
(« AMP-activated protein kinase ») sous la dépendance de I’AMP, métabolite indicateur
d’une faible charge énergétique (Hardie 2004). En absence de glucose, I’AMPK contréle
I’expression des facteurs de transcription USF (« upstream stimulatory factor ») et ChREBP
(« carbohydrate-response eélément binding protein ») (Vaulont et al. 2000). Ces facteurs se
fixent sur une séquence de réponse au glucose ChoRE (« carbohydrate-response élément »)
présente sur le promoteur de génes d’enzymes de la glycolyse (PGK, GLUT-1, lactate
déshydrogénase) qui chevauche la séquence HRE et active leur transcription (Dang et al.
1997). HIF peut également induire la transcription de ces génes en se fixant sur la séquence
ChoRE (Kietzmann et al. 2002). Cependant ces résultats sont encore discutés. En effet, bien
gu’une induction de la PFKFB3 et de GLUT-1 ait été rapportée de maniére indépendante de
HIF et dépendante de I’AMPK (Yun et al. 2005), d’autres auteurs montrent que I’induction
de tous ces genes est inhibée en absence de glucose aussi bien qu’en hypoxie quand le géne
HIF-1a est délété dans des cellules ES de souris (Carmeliet et al. 1998; Ryan et al. 1998).

L’élement de réponse ChoRE est identique, a une base prés, au site de fixation
consensus de c-Myc (Dang et al. 1997) et on observe que ce facteur de transcription contréle
également l'expression des génes induits par les carences en glucose (Valera et al. 1995; Riu
et al. 1996; Osthus et al. 2000)
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5.3. Carence en glucose et induction du VEGF-A

Les voies de signalisation activées par les carences en glucose induisant le VEGF-A
sont mal connues. Les principaux travaux concernant cette carence au niveau tumoral ont
porté sur I’étude de HIF mais d’autres voies de signalisation sont impliquées. Si le pouvoir
angiogenique de la carence en glucose est suggéré par I’expression accrue du VEGF-A, les
mécanismes de régulation proposés sont trés controverses et semblent dépendants du type de

cellules et de I’environnement péri-cellulaire.

Les carences en glucose induisent I'expression du gene du VEGF-A dans des cellules
normales ou tumorales (Shweiki et al. 1995; Stein et al. 1995; Ryan et al. 1998; Satake et al.
1998; Park, S. H. et al. 2001). L’augmentation des messagers du VEGF-A en absence de
glucose, dans différentes lignées de cellules tumorales, ne semble pas induite par les facteurs
HIF-1, comme pour I’hypoxie, (lyer et al. 1998; Kotch et al. 1999; Yun et al. 2005) mais
dépend plut6t de la stabilisation des messagers a travers leur séquence 3’utr (Stein et al. 1995;
lida et al. 2002; Yun et al. 2005) (cf. article n°2). D’autres auteurs montrent que dans des
cellules murines ES, I’induction du VEGF-A en absence de glucose peut étre dépendante de
HIF-1 (Maltepe et al. 1997; Carmeliet et al. 1998; Ryan et al. 1998) par une activation de la
voie de signalisation dépendante de PI3K (Zhang, L. et al. 2003) ou par I’accumulation de
radicaux libres (Spitz et al. 2000). De plus, Brusselmans et al, (2001) suggerent que d’autres
stimuli que I’hypoxie induisent I’activation de HIF-2a qui aurait un role plus spécifique dans
la réponse a la carence en glucose. HIF-1 et HIF-2 sont inducteurs de I’angiogenése et
notamment du VEGF-A et du VEGFR-2 en absence de glucose, mais HIF-1 aurait un role
plus important dans I’induction des enzymes glycolytiques.

D’autres voies de signalisation seraient potentiellement impliquées dans I’activation
du VEGF-A sous I’effet de carences en glucose. Lors de ces carences, la voie de signalisation
dépendante de I’AMPK aboutit a lI'induction et a la stabilisation des ARNm du VEGF-A par
I’intermédiaire de la kinase JNK mais d'une facon indépendante de HIF (Yun et al. 2005).
Cependant, ces mecanismes ne sont pas encore totalement élucidés. Une augmentation de la
concentration en calcium intracellulaire observée lors de carence en glucose conduit a
I’activation de la PKC et egalement & I’induction du VEGF-A par le facteur de transcription
AP-1 (Park, S. H. et al. 2001).

Enfin, la privation de glucose active la réponse UPR (« unfolded protein response » cf.
chapitre 11) et le VEGF-A est induit par des agents pharmaceutiques inducteurs du stress du

RE tels que la tunicamycine ou la thapsigargine (Abcouwer et al. 2002). La protéine de
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signalisation proximale de la réponse UPR, IREL est indispensable a I’expression du VEGF-

A lors de carences en glucose (cf. Article n°2).

6. Les carences en acides aminés

Le lien existant entre les carences en acides aminés et I’ischémie tumorale n’a pas été
démontré clairement & I’heure actuelle. Ce lien peut s’expliquer, d’une part, par l'origine
exogene de ces métabolites ainsi que par leur transport sanguin sur le site d’utilisation et
d’autre part, par I’augmentation des besoins des cellules tumorales en nutriments. Les
mammiferes doivent réguler avec précision la disponibilité en acides aminés en tenant compte
du fait qu’ils ne peuvent pas les synthétiser tous et qu’il n’en existe pas de stock important au
niveau cellulaire. Huit acides aminés seulement sont décrits comme essentiels chez I’Homme
adulte (valine, isoleucine, leucine, lysine, méthionine, phénylalanine, thréonine et
tryptophane), mais les cellules en culture ont besoin de 5 acides aminés supplémentaires
(arginine, cysteine, glutamine, histidine et tyrosine) (Eagle 1959). La définition d'un acide
aminé essentiel doit donc étre considérée dans le contexte du type cellulaire plutdét que de

I'organisme entier.

6.1. Importance des acides aminés dans I’ischémie tumorale

Une absence de vascularisation est susceptible de générer une carence locale pour un
ou plusieurs acides aminés. Une mobilisation importante de la glutamine des tissus hotes vers
la tumeur en développement a, par exemple, été observée (Medina et al. 1992). La glutamine
est I'acide aminé le plus abondant dans la circulation et est métabolisée par les tissus
tumoraux a des taux beaucoup plus éleves que n'importe quel autre acide aminé
(Bobrovnikova-Marjon et al. 2004). La glutaminolyse fournit en effet aux cellules des
précurseurs métaboliques, de I'énergie et des équivalents réducteurs. La glutamine a
également un réle important dans la régulation de I'équilibre redox cellulaire, I'apoptose et la
prolifération tumorale (Mates et al. 2002; Mazurek et al. 2002). Helmlinger et al (2002) ont
montré qu’une glutaminolyse accrue est corrélée avec la surproduction de lactate au niveau
tumoral. La glutamine représente une source énergétique palliant une carence en glucose. De
plus, une inhibition de la glutaminolyse induit une diminution de la croissance tumorale
(Lobo et al. 2000).

Les carences en acides aminés induisent I’expression de génes ayant une implication

dans le développement tumoral : proto-oncogéenes, facteurs de croissance et génes impliqués
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dans le métabolisme des acides aminés (Campbell et al. 2000; Fafournoux et al. 2000;
Kilberg et al. 2005). Enfin, les cellules tumorales sont plus résistantes que les cellules
normales aux carences totales en acides aminés et glucose. Ces effets de résistance sont en
partie dépendants de la voie de la PI3 kinase (lzuishi et al. 2000).

Campbell et al, (2000) rapportent une augmentation de I’expression du transporteur
membranaire d’acides aminés LAT1 en absence d’arginine. Cette augmentation n’est pas
observée en absence de glutamine ou lors de stress hypoxiques ou anoxiques. Ceci suggere
I’existence d’une spécificité moléculaire des acides aminés. L’augmentation de LAT-1 ainsi
que de ASCT?2 (transporteur majeur de la glutamine dans les cellules de cancer du colon) est
associée au phénotype tumoral et a la croissance tumorale et confére a ces cellules un
avantage de croissance et de survie, notamment dans les conditions de carences en acides
aminés (Campbell et al. 2000; Yanagida et al. 2001; Kobayashi, H. et al. 2005). Les
transporteurs des acides aminés des cellules normales et transformées différent par leurs
constantes physicochimiques ce qui peut favoriser I’importation des acides aminés par les
tumeurs (Bode et al. 1995; Kim do et al. 2004). L’augmentation de cet import a pour effet

d’activer la kinase mTOR qui augmente la synthese protéique et la croissance tumorale.

6.2. Voies de signalisation dépendantes de I’absence d’acides amineés

Dans les cellules de mammiféres, deux voies contrélent et répondent a la disponibilité
en acides aminés en modifiant le taux de synthese protéique dans des directions opposées.
La premiere voie métabolique contrdlée par mTOR (« mammalian target of ranpamycin »)
permet la synthése protéique et la croissance cellulaire si le niveau d’acides aminés est
suffisant. Par un mécanisme encore inconnu de détection cellulaire, les acides aminés activent
la kinase mTOR puis une cascade de phosphorylations aboutissant a I’activation de la kinase
associée au ribosome S6. Cette phosphorylation de la kinase S6 permet de maintenir une
traduction importante de protéines ribosomales. Par cette voie, les taux de synthése protéique
et de croissance cellulaire sont maintenus & un niveau cohérent avec la disponibilité nutritive.
(Fingar and Blenis 2004; Meijer and Dubbelhuis 2004; Padbury et al. 2004). Une étude par
microarrays montre que des cellules soumises a une carence en glutamine ou un traitement a
la rapamycine présentent des profils d’expression génique comparables (Peng, T. et al. 2002)
et qu’il existe des régulations croisées entre mTOR, ASCT2 et LAT-1 (Fuchs and Bode
2005).

La deuxiéeme voie de signalisation de réponse a I’absence d’acides aminés (AAR)

inhibe la synthése protéique. L’augmentation de la quantité d’ARNt non chargé entraine
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I’activation de la kinase GCN2 (« general control nonderepressible protein 2 ») (Sood et al.
2000; Zhang, P. et al. 2002) qui phosphoryle le facteur général d’initiation de la traduction
elF2a inhibant ainsi la synthése protéique dépendante de la coiffe (Kimball 2002).
Cependant, la traduction de certains ARNm est augmentée dans ces circonstances, comme
ATF4 (« activating transcription factor 4 ») (Vattem and Wek 2004), le VEGF-A (Stein et al.
1998) ou HIF (Lang and Reeder 1993). ATF4 joue un rble essentiel dans la régulation
transcriptionnelle des génes contenant I’élément de réponse aux acides aminés (AARE) dans
leur promoteur comme I’asparagine synthétase (AS) et le transporteur membranaire d’acide
aminé cationique (Cat-1) (Kilberg et al. 2005). ATF4 contribue a I’augmentation de I’apport
en acides amines suffisant pour la biosynthése de protéines et de glutathion qui protege les
cellules contre les agents oxydants (Harding et al. 2003). La voie de réponse adaptative

cellulaire dépendante d’ATF4 sera détaillée dans le chapitre II.

6.3. Carence en acides aminés, angiogenése et induction du VEGF-A

Abcouwer et al (2002) ont montré que la privation en glutamine augmente
I'expression du VEGF-A dans une lignée de cellules épithéliales rétiniennes pigmentées.
Cette induction est le résultat d’une augmentation de la transcription et de la stabilisation des
ARNM.
Bobrovnikova-Marjon et al (2004) montrent qu’une privation en glutamine in vitro active les
facteurs de transcription NF-xB et AP-1. Cependant la surexpression du VEGF-A est

faiblement associée a ces facteurs de transcription.

7. Le stress oxydant

Le stress oxydant représente un parametre essentiel de I’ischémie et peut contribuer a
I'angiogenese tumorale (Carmeliet and Jain 2000). En effet, ce stress peut induire et modifier
le phénotype des cellules tumorales en endommagent I’ADN ou en modulant I’expression de
genes ou l'activité de diverses voies métaboliques (Adler et al. 1999; Allen and Tresini 2000).

Le stress oxydant a plusieurs origines possibles incluant 1) la réduction inachevée de
I'oxygene pendant la respiration, 2) I'exposition a une hypoxie puis une réoxygénation, 3) une
exposition a des produits chimigques ou composés biologiques, 4) un empoisonnement, 5) une
irradiation. Toutes ces conditions produisent des ROS qui sont les médiateurs des effets de ce
stress. Les cellules tumorales produisent des quantités élevées de ROS dont le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) (Szatrowski and Nathan 1991). L’H,O, peut contribuer a la
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transformation néoplasique et a l'angiogenése en induisant la prolifération de cellules
tumorales et la différentiation de cellules endothéliales (Burdon et al. 1990; Yasuda et al.
1999; Yeldandi et al. 2000).

Le métabolisme du glucose a un réle dans la détoxification du H,O, cellulaire. Les
limitations en glucose induisent un stress oxydant en modifiant les rapports cellulaires de
NAD(P)H/NAD(P)* et de glutathion réduit/oxydé (GSH/GSSG) (Spitz et al. 2000) (figure
18). De plus, la limitation en glucose compensée par I’utilisation d’acides aminés dans le
cycle de Krebs et la limitation en oxygene vont entrainer une respiration incompléte et la
production de H,O,. L activité anti-oxydante du glucose s’explique de la maniéere suivante :
sous I’action de I’hexokinase 2, le glucose est transformé en glucose-6-phosphate qui est a
I’origine de deux voies métaboliques, la glycolyse qui aboutit a la production de pyruvate et
la voie des pentoses phosphates dont I’un des produits est le NADPH (réduit). Le pyruvate a
un role anti-oxydant et le NADPH sert de réducteur au niveau de la navette GSSG/GSH qui

sert elle méme a la réduction de I’H,0O, en H,0.

Les ROS produits par les NAD(P)H oxydases (NOX) sont impliqués dans la
commutation angiogénique dans des tissus non tumoraux (Gorlach et al. 2001; Arbiser et al.
2002) et probablement dans les tumeurs. Les NOX induisent la prolifération de cellules
tumorales par I'intermédiaire du facteur de transcription régulateur du statut redox NF-xB. Ce
facteur régule I’expression de différents genes impliqués dans l'apoptose, la prolifération
cellulaire, les métastases et I'angiogenese (Brar et al. 2003). NF-kB est constitutivement
exprimé dans de nombreuses tumeurs.

Les effets des ROS sur l'angiogenése peuvent étre également attribués a la
surexpression des ARNm et des protéines du VEGF-A (Kuroki et al. 1996; Schafer et al.
2003). Les facteurs de transcription Spl et Sp3 activés par I'H,O, reconnaissent des séquences
de types GC sur le promoteur du VEGF-A et activent sa transcription. L’H,O, induit
également, via NF-xB, l'expression de I’interleukine 8 (I1-8) qui contribue au phénotype
angiogénique par une activité sur les cellules endothéliales (Shono et al. 1996).

Les ROS contribuent a bloquer I’activité des PHDs et a stabiliser HIF-1o (Brunelle et
al. 2005; Guzy et al. 2005; Mansfield et al. 2005) (figure 17). Cette stabilisation de HIF par
les ROS peut également s’effectuer par I’intermédiaire des voies de signalisation Shc-Ras,
p38 MAPK, PI3K et p42/44 MAPK (Richard et al. 1999; Gorlach et al. 2001; Abe and Berk
2002; Schafer et al. 2003).
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Figure 18 : Meécanismes contribuant a I’induction de I’angiogenése par les stress
oxydants.
TCA : cycle de Krebs, PP : voie des pentoses phosphates, GR : glutathione réductase, GPX :

glutathione péroxydase, Trx : thioredoxine, (?) : réduction ou oxydation directe ou action de
Ref-1 ou de la thioredoxine.

(D’apreés Spitz et al, 2000)
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Les stress oxydants vont egalement intervenir dans I’induction de I'angiogenese en
modulant l'activit¢ de HIF-1la et HIF-2a. principalement par I’intermédiaire de résidus
cysteines sensibles a I’oxydation (figure 18). En raison de la présence d'une cystéine (C25)
dans la région bHLH de HIF-2a, remplacée par une sérine (S28) sur HIF-1a, ces deux
protéines sont soumises a des mécanismes de contr6le redox distincts pour leur fixation a
I’ADN (Lando et al. 2000). Un autre résidu cystéine conservé dans les domaines d'activation
situés en C-terminal de HIF-1o et HIF-2a est impliqué dans les interactions avec p300/CBP
(Ema et al. 1999). L'état d’oxydation de ces cystéines et donc la fixation de HIF-2 a I’ADN et
I’activité de HIF-1 et HIF-2 sont régulés par I’activité du facteur redox 1 (Ref-1) (figures 17
& 18). Ref-1 est une protéine nucléaire qui possede deux activités distinctes : une activité
réductrice N-terminale agissant sur les cystéines oxydées, et une activité de réparation de
I’ADN C-terminale (Xanthoudakis et al. 1994). Ref-1 module également l'activité de fixation
a I’ADN d'autres facteurs de transcription tels que fos, jun, NF-xB, Myb (Xanthoudakis and
Curran 1992) et p53 (Jayaraman et al. 1997). Ref-1 intervient également dans I’induction de
I'angiogenese en modulant I'activité des protéines kinases ERK1/2, INK et PKC et des proto-
oncogenes (Raf, Ras et c-Myc) (Spitz et al. 2000).

Une autre protéine redox cytoplasmique, la thioredoxine (Trx), induite en hypoxie,
active les voies de signalisation dépendantes de HIF par des mécanismes semblables a Ref-1
(Ema et al. 1999). La thioredoxine est surexprimée dans plusieurs tumeurs humaines et peut
contribuer ainsi a la régulation de I’activité transcriptionnelle des facteurs HIFs, c-Myc ou
Ap-1 pour I’expression du VEGF-A et a I’activation de I’angiogenese tumorale (Ema et al.
1999; Spitz et al. 2000; Welsh et al. 2002).

8. L acidose tumorale

L’acidification de I’environnement tumoral est une conséquence directe du manque de
perfusion sanguine et de I’absence de I’évacuation des déchets du métabolisme cellulaire.
Cette acidose est impliquée dans I’acquisition d’un phénotype tumoral : elle augmente le taux
de mutations (Morita et al. 1992) et le pouvoir invasif (Martinez-Zaguilan et al. 1996).
L’acidose tumorale est une conséquence de I’ischémie et de la croissance tumorale et elle
participe a la progression d’une tumeur bénigne en une tumeur maligne et métastatique
(Gatenby and Gawlinski 2003; Gatenby and Gillies 2004).

Une augmentation constitutive de la glycolyse aboutit a une forte acidification de

I’environnement tumoral qui provient de la surproduction d’acide lactique, de pyruvate, de
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Figure 19 : Modele d’invasion tumorale induite par le pH.

(A) La diminution du pH dans I'espace extracellulaire tumoral fait suite & I’acquisition d’un
métabolisme hyper-glycolytique et provoque I’apparition d’un gradient de concentration en
protons allant de la tumeur (cellules foncées) vers les tissus normaux (cellules claires). Cette
diminution de pH des zones périphériques tumorales va entrainer la mort des cellules
normales. (B) Les cellules tumorales proliférent. La diffusion de protons va induire la
dégradation de la matrice extracellulaire et I'induction de I'angiogenése.

(D’apres Gatenby and Gawlinski 2003)
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CO, et de protons (Gatenby and Gillies 2004). Plusieurs études ont montré que le pH
extracellulaire (pHe) de tumeurs humaines et animales est acide et peut atteindre des valeurs
allant jusqu’a 6,0 (Fukumura et al. 2001; Gatenby and Gawlinski 2003). Le pH intracellulaire
(pHi) de cellules tumorales est identique a celui de cellules normales (Griffiths 1991). Le pHi
est maintenu par de multiples transporteurs de protons (Ober and Pardee 1987; Lee, A. H. and
Tannock 1998), par des échangeurs Na*/H* (McLean et al. 2000) et des pompes H*-ATPases
vacuolaires (Martinez-Zaguilan et al. 1993) qui sont tous surexprimés dans les cancers
(Gottlieb et al. 1995).

L’exposition prolongée de cellules normales a un environnement acide conduit a une
mort cellulaire par nécrose ou apoptose a travers les voies dépendantes de p53 et de la
caspase-3 (Park, H. J. et al. 1999; Williams et al. 1999). Cependant les cellules tumorales
sont relativement résistantes au pHe acide. Cette résistance est en partie due a des mutations
de p53 (Hainaut and Hollstein 2000) ou des voies métaboliques menant a I’apoptose. Les
cellules tumorales ont une croissance optimale a des pH légérement acide (pH 6,6 a 6,8)
(Casciari et al. 1992).

Le phénotype glycolytique tumoral accru et la sécrétion de divers composés acides
changent le microenvironnement en réduisant sensiblement le pHe. Les protons produits par
la tumeur diffusent et forment un gradient de concentration dans les tissus normaux adjacents.
Cette acidification de I'environnement méne a la destruction des tissus sains et de la matrice
extracellulaire (Gatenby and Gawlinski 2003). Les cellules tumorales dont la croissance est
favorisée dans ces conditions vont alors pouvoir proliférer et envahir I’espace libéré par les
cellules normales avec lesquelles elles étaient en concurrence pour l'espace et les nutriments
(Gatenby and Gillies 2004) (figure 19).

Différentes études ont montré que I’acidité peut induire I’angiogenése (D'Arcangelo et
al. 2000) a travers I’expression de facteurs comme le VEGF-A (Fukumura et al. 2001; Shi, Q.
et al. 2001a) et 118 (Shi, Q. et al. 2001b) mais également a travers la dégradation de la matrice
extracellulaire par I’action d’enzymes protéolytiques comme la cathepsine B (Rozhin et al.
1994). Un pH acide active les facteurs de transcription Ap-1 et NF-kB, impliqués dans
I’expression du VEGF-A et d'll-8 dans ces conditions (Huang, S. et al. 2000; Xu and Fidler
2000; Shi, Q. et al. 2001b).

Dans différentes lignées cellulaires tumorales, un pHe acide induit une surexpression
du VEGF-A par une voie de signalisation distincte de celle de I’hypoxie et donc indépendante
de HIF (Huang, S. et al. 2000; Xu and Fidler 2000; Fukumura et al. 2001; Shi, Q. et al.
2001b).
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Réduction du Ca?* du RE :

-A23187

-Thapsigargine
Antagoniste de glycosylation : Mauvaise conformation protéigue :
-Tunicamycine -AzC
-Glucosamine -Protéines mutantes

-2-desoxyglucose

Microenvironnement : Sress réducteur :
-Hypoxie -DTT

-pH faible -B-ME

-privation en glucose -Homocystéine

Figure 20 : Résumé schématique des principaux inducteurs du stress du réticulum
endoplasmique.

A23187: ionophore Ca?* ; Acide azetidine-2-carboxylique (AzC) ; B-mercaptoethanol (B-ME)
et dithiothreitol (DTT).

(D’apres Lee, 2001)

66



Chapitre 11 : Le réticulum endoplasmique, I’ischemie tumorale et la

réponse UPR

Le réticulum endoplasmique (RE) est le premier compartiment intracellulaire traversé
par la voie de sécrétion des protéines. Il est associé a la synthése et responsable de certaines
modifications post-traductionnelles et de I’adressage des protéines sécrétées et des protéines
trans-membranaires. A I’intérieur du RE, les protéines sont repliées suivant leurs
conformations natives, de plus faible énergie, et subissent une multitude de modifications
incluant la glycosylation et la formation de ponts disulfures intra et intermoléculaires
(Hubbard and Ivatt 1981; Kornfeld and Kornfeld 1985; Fewell et al. 2001). Dans le RE le
repliement des protéines a lieu dans une solution protéique dense (estimée a ~100 mg/ml) et
complexe qui favorise I’agrégation protéique et rend I’assemblage de sous-unités difficile
(Stevens and Argon 1999). Toutes les réactions qui sont directement ou indirectement liées a
la bonne conformation des protéines dans le RE nécessitent la présence d’ATP dans la
lumiere de cet organite (Stevens and Argon 1999; Dimcheff et al. 2003). Le RE est également
le site de synthese des stérols et des lipides (Cox et al. 1997).

Dans diverses conditions énumérées en figure 20, des protéines de conformations
anormales s’accumulent dans le RE, et conduisent & une réponse cellulaire définie comme le
stress du Réticulum Endoplasmique (Lee, A. S. 2001). Les cellules eucaryotes soumises a
ce stress développent la réponse aux protéines mal repliées ou réponse UPR (« unfolded
protein response ») qui possede deux composantes. La premiere consiste a activer la
transcription de génes impliqués dans le repliement des protéines et dans I’activation du trafic
intracellulaire au sein de la voie secrétrice et a degrader plus activement les protéines
incorrectement repliées. La seconde composante de la réponse UPR est une répression rapide
et intense de la synthése protéique qui limite I’afflux de nouvelles protéines dans le RE et
évite ainsi la surcharge de cet organite (Kaufman et al. 2002; Schroder and Kaufman 2005b).
Lorsque ces deux composantes ne peuvent remédier a une situation de stress trop intense ou

de trop longue durée, la réponse UPR aboutit a I’apoptose (Breckenridge et al. 2003).
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Partie | : Origine du stress du réticulum endoplasmique

La lumiére du RE contient une concentration importante en calcium (~5 mM contre
0.1 uM dans le cytosol), un fort potentiel oxydant et se caractérise par la présence d’une
machinerie moléculaire réalisant les N-glycosylations sur les asparagines polypeptidiques
(Hwang et al. 1992; Orrenius et al. 2003). Ces différentes caractéristiques nécessitent la
présence de transporteurs d’ions, d’enzymes et de protéines chaperonnes. Des altérations de
ces caractéristiques vont étre a I’origine de I’accumulation de protéines mal conformées et de

I’induction d’un stress du RE.

1. Environnement redox

Un événement essentiel conduisant au repliement correct des protéines dans le RE est
la formation de ponts disulfures. Les résidus cystéines des protéines synthétisées tendent
naturellement a s’oxyder de par le potentiel redox de ce compartiment (Hwang et al. 1992).
Le RE possede une enzyme qui catalyse la formation des ponts disulfures, la protéine
disulfure isomérase (PDI). La PDI permet également la réduction et le réarrangement de
ponts disulfures incorrects. En effet, si le pont disulfure formé est illégitime, cette enzymes
peut immeédiatement se fixer sur (ou ne pas se détacher de) son substrat et modifier la liaison
par une réaction d’isomérisation (Wilkinson and Gilbert 2004). La PDI est réduite lors de la
formation de ponts disulfures. La protéine ERO1 (« ER oxydation 1 ») permet de réoxyder la
PDI, transféere les électrons directement a I’oxygeéne, par une réaction flavine dépendante, et
produit ainsi des ROS (radicaux libres oxygénés) et du glutathion oxydé (GSSG) (Frand and
Kaiser 1998; Tu et al. 2000). Cette accumulation de ROS et de glutathion oxydé peut
constituer une source de stress oxydant.

Le glutathion (tripeptide possédant un groupement thiol) sert de tampon redox dans
les cellules eucaryotes et est le premier reducteur cellulaire de ROS (Lu 1999). Il existe sous
forme réduite (GSH) ou oxydé (GSSG). Lors de la formation de ponts disulfures, on observe
une augmentation de la [GSSG] dans le RE résultant de la réduction de ponts disulfures
incorrects des protéines par le GSH et la PDI (Tu et al. 2000). Le ratio entre le [GSH] et le
[GSSG] est de 3 dans le RE et de 100 dans le cytoplasme (Hwang et al. 1992). Le faible
rapport [GSH/GSSG] dans le RE explique la formation rapide de ponts disulfures des
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protéines tout en maintenant la possibilité de réduire et de réarranger les ponts disulfures
incorrects (Tu and Weissman 2004).

Tout stress cellulaire conduisant a déplacer le ratio [GSH/GSSG] ou a altérer la
formation de ponts disulfures dans le RE provoque un stress du RE.

2. Influence du calcium

Le RE est le principal site de stockage du calcium (~5 mM contre ~0,1 uM dans le
cytosol) (Orrenius et al. 2003). La concentration de calcium intra luminale varie rapidement
et frequemment quand le pool de calcium est utilisé lors de la signalisation cellulaire (Webb
and Miller 2003). De plus, la majorité des protéines chaperonnes résidentes du RE sont
dépendantes du calcium. Ces variations de concentration affectent donc I’activité de ces

protéines (Zhang, J. X. et al. 1997) et peuvent étre a I’origine d’un stress du RE.

3. Glycosylation

La glycosylation a plusieurs roles dans le repliement des protéines. Par leur nature
hydrophile, les sucres augmentent la solubilité des glycoprotéines. Ils rendent également le
processus de translocation vers le cytoplasme irréversible (Wormald and Dwek 1999). Ces
oligosaccharides interviennent également dans le bon repliement des protéines sur lesquelles
ils sont fixés et empéchent leur agrégation (Stevens and Argon 1999).

La glycosylation est initiée par la fixation d’oligosaccharides sur le groupement NH,
des chaines latérales des résidus asparagines accessibles des protéines en cours de synthése
(Hubbard and Ivatt 1981; Kornfeld and Kornfeld 1985) (figure 21). Une succession de
digestions enzymatiques des résidus de ces chaines hydrocarbonées va ensuite permettre un
contréle de la bonne conformation ainsi que I’adressage des glycoprotéines (cf. page 71 et
figures 21 & 22). Une altération de la glycosylation des protéines dans le RE est a I’origine de

I’induction d’un stress.

4. Machinerie de remodelage protéique

Les caractéristiques particuliéres du RE font que la conformation protéique nécessite
I’intervention de différentes protéines formant une machinerie de remodelage : les
chaperonnes. Les protéines chaperonnes facilitent la bonne conformation protéique. Elles

fonctionnent en recouvrant les régions hydrophobes exposées des protéines incomplétement
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UDP-glucose : glycoprotéine
glycosyltransférase
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Figure 21 : Structure d’une glycosylation et site d’action des enzymes catalysant ces
modifications au sein du RE.
(D’apres Hellenius and Aebi 2001)

70



repliees. Ces protéines nécessitent I’hydrolyse d’ATP pour se lier et se libérer des protéines
auxquelles elles sont fixées. Les chaperonnes agissent en empéchant I’agrégation des
protéines mal conformeées et en permettant leur repliement correct (Schroder and Kaufman
2005a). Nous en citerons ici quelques unes appartenant a diverses familles essentielles.

e La protéine chaperonne BiP/GRP78 (« glucore regulated protein 78 ») (BiP), membre le
plus important de la famille des HSP70 (« heat shock protein 70 ») intervient exclusivement
dans le RE. Elle se fixe aux premiers intermédiaires de conformation d’une grande diversité
de protéines grace a sa capacité de se fixer a de courts peptides formant des feuillets
(Melnick et al. 1994; Gething et al. 1995). L affinité de BiP pour ces peptides est faible (de 1
a 100 mM) ce qui ne défavorise pas les interactions entre les différents feuillets B et permet
au final un repliement structural correct.

e La protéine chaperonne GRP94 est la seule représentante de la famille des HSP90 connue
dans le RE. Elle se fixe sur d’autres structures protéiques que celles reconnues par BiP, en
particulier sur des intermédiaires de conformation plus tardifs (Melnick et al. 1994).

e Le RE possede un type unique de chaperonne aux propriétés de lectines et qui se fixent
sur les glycoprotéines. Deux chaperonnes de ce type sont connues : la calréticuline et la
calnexine (Hebert et al. 1995). Elles se fixent aux protéines en cours de synthése dés leur
translocation dans le RE et apres leur glycosylation (Helenius and Aebi 2004). Elles
reconnaissent des motifs polysaccharidiques ainsi que certaines séquences protéiques
hydrophobes de protéines mal repliées.

e Les chaperonnes de type foldases sont des enzymes qui catalysent les étapes de
remodelage proteique. Il en existe différentes sous classes parmi lesquelles, la PDI et des
peptidyl isomérases. La PDI, en plus de son activité enzymatique, peut se comporter comme

une chaperonne de maniére dépendante ou non des ponts disulfures (Noiva 1999).

Les chaperonnes du RE sont capables d’une grande efficacité de remodelage des
protéines en fonctionnant de fagon synergique. Par exemple, la formation de complexes entre
les substrats, BiP et GRP94 ou BiP et la calnexine a été décrite (Melnick et al. 1994).

5. Mécanismes de remodelage et de contr6le de la qualité du repliement protéique

Le RE possede une machinerie de contréle de la qualité des protéines synthétisées qui
discrimine les protéines correctement repliées des protéines mal conformées et permet a ces

dernieres d’acquérir une conformation ou d’étre dégradees. Les voies qui permettent la
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Figure 22 : Schéma général du systeme de controle de qualité et de dégradation des
protéines.
(D’aprées Hosokawa N et Nagata K, www.glycoforum.gr.jp)
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destruction des protéines anormales sont appelées ERAD (« ER associated degradation »)
(Schroder and Kaufman 2005a). La machinerie cellulaire de contrdle de la qualité protéique
comporte deux groupes de protéines : le premier comprend les protéines chaperonnes et le
second est représenté par des enzymes de modification des glycanes (figure 21).

La famille des chaperonnes comporte deux classes. D’une part, BiP et la GRP94 se

fixent sur les protéines mal conformées (Melnick et al. 1994), participent a leur dégradation
(Brodsky et al. 1999; Molinari and Helenius 2000) et interviennent dans I’activation des voies
de transduction du signal UPR (Schroder and Kaufman 2005a). D’autre part, la calnexine et
la calréticuline se fixent sur toutes les protéines néo-synthétisées N-glycosylées (Jakob et al.
1998) (figure 22) ce qui permet aux protéines non conformees de résider plus longtemps dans
le RE et d’étre prises en charge par la machinerie de conformation des protéines (Helenius
and Aebi 2004). Une succession de réactions enzymatiques de digestion et d’ajout de sucres
sur ces chaines hydrocarbonées permet un contréle de la conformation de ces protéines
(figure 22). Les glycoprotéines correctement repliées sont transportées vers l'appareil de
Golgi.
Si la structure correcte de la glycoprotéine ne peut pas étre obtenue et maintenue, cette
protéine est reconnue par la protéine membranaire EDEM (« ER degradation-enhancing-
mannosidase-like protein ») et expulsée vers le cytosol ou elle est poly-ubiquitinilée et
dégradée par le protéasome (Molinari et al. 2003; Oda et al. 2003; Spiro 2004). Récemment il
a été montré qu’une autre protéine membranaire du RE, HERP (« homocysteine responsive
protein ») est impliquée dans I’ERAD. En effet, la présence de deux domaines
cytoplasmiques d’ubiquitinylation de type 2 dans sa partie N-terminale laisse penser que
HERP a un rdle dans la dégradation des protéines et notamment dans le recrutement de la
sous unité 26S du protéasome au niveau de la membrane du RE (van Laar et al. 2001).

Les ponts disulfures des protéines doivent étre préalablement réduits pour faciliter
leurs transports vers le cytoplasme a travers le complexe protéique Sec61p (Menetret et al.
2000; Fagioli et al. 2001). Ainsi, une oxydation excessive du RE ou toute altération des
processus de conformation ou de I’ERAD va provoquer I’accumulation de protéines mal

conformées et induire un stress du RE.
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Partie Il : la réponse UPR

L’accumulation de protéines mal conformées dans le RE peut induire la transduction
du signal UPR dont les composants ont d’abord été caractérisés chez la levure Saccharomyces
cerevisiae au début des années 90. La protéine kinase transmembranaire IRE1 (« inositol
requiring 1 ») du RE est essentielle pour l'initiation la signalisation UPR et pour la survie
cellulaire lors d’un stress du RE (Cox et al. 1993; Mori et al. 1993). Il a ensuite été montré
que toutes les cellules eucaryotes ont conservé cette propriété de transduction du signal UPR
par I’intermédiaire d’IRE1 mais que deux transducteurs supplémentaires permettent de
générer une diversité de réponse liée a ce stress : PERK (« double-stranded RNA-activated
protein kinase-like ER kinase ») et le facteur de transcription ATF6 (« activating transcription
factor 6 ») (Schroder and Kaufman 2005a).

La réponse UPR controle la dégradation des protéines du RE (ERAD), le maintien de
I’homéostasie du calcium et la biosynthése des protéines et des lipides (Schroder and
Kaufman 2005b). Elle participe également a la régulation de processus physiologiques
comme la synthése de pro-insuline par les cellules  pancréatiques (Scheuner et al. 2001), la
différenciation des plasmocytes et la production d’immunoglobuline (Iwakoshi et al. 2003).
La réponse UPR a également un role lors du développement embryonnaire. En effet, des
embryons de souris déficients pour IRE1 et XBP1 ont un phénotype létal (Reimold et al.
1996; Iwakoshi et al. 2003). Des mutations de PERK et elF2 causent des défauts dans les
organes de sécrétion incluant des dysfonctionnements du foie, des déficiences endocrines et
exocrines pancréatiques ainsi que des défauts dans la structure des os (Scheuner et al. 2001;
Harding et al. 2002; Zhang, P. et al. 2002).

Cependant, des altérations des différentes composantes de la réponse UPR sont a
I’origine de diverses pathologies incluant I’hémophilie A, le diabéte insipide ainsi que
certaines maladies neuro-degénératives (Schroder and Kaufman 2005a). Enfin, I’activation
d’une réponse UPR a été observée dans de nombreux cancers (Ma and Hendershot 2004).
L’implication de la réponse UPR dans le cancer et dans la résistance a I’ischémie tumorale
est développée dans la partie Il de ce chapitre.

Une caractéristique commune aux protéines ATF6, IREL1 et PERK est qu’elles

possédent un ligand soluble, BiP dont la liaison conditionne leur état d’activation.
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Figure 23 : Structures principales des protéines transductrices du signal UPR.

La localisation cellulaire des différents domaines ainsi que la présence de domaines
transmembranaires (TM) sont indiqués. Les barres oranges représentent les domaines de
liaison avec la protéine chaperonne BiP. (A) Protéines membranaires du RE, IRE1 et PERK.
Les barres vertes représentent les régions suffisantes pour leur dimérisation et la transduction
du signal. (B) Isoformes de la protéine transmembranaire du RE, ATF6a. et ATF6pB. Les
séquences de localisation Golgienne (GLS1 et GLS2) sont représentées. Les fleches noires
représentent les sites de coupure protéasiques S1P et S2P (protéase spécifique des sites 1 et
2). (Adapte de Schroder and Kaufman 2005a)
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1. Structure des transducteurs proximaux de la réponse UPR

1.1. IRE1

IRE1 est une protéine transmembranaire du RE, de 110 kDa, contenant dans sa partie
N-terminale luminale une séquence signal putative de localisation dans le RE, un domaine de
dimérisation et un domaine de liaison a la chaperonne BIiP. La partie C-terminale
cytoplasmique d’IRE1 possede un domaine sérine/thréonine kinase et un domaine
endoribonucléasique analogue a la région catalytique de la RNase L (figure 23A). La protéine
IRE1 contient également un site de glycosylation luminal n’intervenant pas dans son activité
biologique (Liu, C. Y. et al. 2000). Chez les mammiferes, contrairement a la levure, il existe
deux isoformes a et B de la protéine IRE1, la forme B étant exclusivement exprimée dans le
tissu épithélial intestinal (Tirasophon et al. 1998; Wang, X. Z. et al. 1998).

1.2. PERK

PERK est une protéine transmembranaire du RE, de 125 kDa, contenant dans sa partie
N-terminale luminale une séquence signal putative de localisation dans le RE, un domaine de
dimérisation et un domaine de liaison a la chaperonne BiP. Bien que les domaines luminaux
de IRE1 et PERK montrent un faible taux d’homologie, des études révelent qu’ils sont
interchangeables et que leurs fonctions ont été conservées au cours de I’évolution (Liu, C. Y.
et al. 2000). La partie cytoplasmique C-terminale présente un domaine protéine kinase
capable de phosphoryler le facteur général d’initiation de la traduction elF2a (Shi, Y. et al.
1999) (figure 23A).

1.3. ATF6

ATF6 est une protéine transmembranaire du RE orientée de maniére opposée a IRE1
et PERK. La partie luminale, C-terminale, présente deux séquences de localisation golgienne
(GLS) agissant indépendamment du stress du RE (Shen, J. et al. 2002) ainsi qu’un domaine
de fixation a la protéine BiP. Il n’existe aucune homologie de séquence entre le domaine
luminal d’ATF6 et ceux d’IRE1 et PERK. Chez les mammiferes, il existe deux isoformes
ATF6a (90 kDa) et ATF6B (110 kDa) (figure 23B) (Haze et al. 2001) qui different
notamment par la présence d’une ou de deux séquences GLS, respectivement. La partie N-
terminale cytoplasmique de la protéine comprend un domaine d’activation de la transcription
et un motif leucine-zipper. ATF6 posséde également deux sites sensibles aux protéases S1P et

S2P localisés a proximité immédiate du domaine transmembranaire du coté luminal et
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cytoplasmique, respectivement. En condition de stress, I’action de S2P permet la libération de
la partie cytosolique de 50 kDa agissant ensuite comme facteur de transcription (Haze et al.
1999; Ye et al. 2000).

2. La transduction du signal UPR

Dans la lumiére du RE, les protéines incorrectement conformées forment des agrégats
et induisent un signal UPR dont la transduction cytoplasmique se réalise par I’activation des
protéines PERK, ATF6 et IRE1. L’activation de ce signal multiple nécessite la détection des
protéines mal conformées. La chaperonne BiP, ligand des trois protéines de transduction,
assure ce signal par un systeme d’échange a I’équilibre entre les protéines dénaturées et les
protéines PERK, ATF6 et IRE1 (Schroder and Kaufman 2005a).

A I’état inactif, les protéines IRE1 et PERK sont associées a BiP au niveau de leurs
domaines luminaux (Bertolotti et al. 2000; Okamura et al. 2000; Liu, C. Y. et al. 2003). A la
suite d’un stress du RE, la quantité de protéines mal conformées augmente et la fixation
compétitive de BIiP sur ces protéines induit la dissociation de cette chaperonne de
PERK/IREL1 et I’homodiméristion et activation par auto-phosphorylation de ces deux diméres
(Bertolotti et al. 2000; Okamura et al. 2000). Lorsque la quantité de protéines mal
conformeées diminue dans le RE, BiP se retrouve libre et s’associe alors a nouveau avec
PERK/IRE1 en bloguant leurs activités. Cet état d’échange a I’équilibre permet une réponse
cellulaire dont I’intensité est adaptée a celle du stress subi.

Dans la protéine IREL, les domaines de dimérisation et de liaison a BiP se recouvrent
(figure 23A) (Liu, C. Y. et al. 2003). Ainsi, BiP maintient cette protéine inactive en
empéchant son homodimérisation en absence de stress du RE. La protéine PERK possede des
domaines de dimérisation et de liaison a BiP distincts (Ma, K. et al. 2002) (figure 23A). BiP
bloque donc indirectement la dimérisation par encombrement stérique ou en provoquant un

changement de conformation de la partie luminale de PERK.

L’ activation d’ATF6 est également régulée par la chaperonne BiP (Shen, J. et al.
2002). En condition normale, la protéine BiP est associée a ATF6 au niveau des séquences
GLS et la sequestre dans le RE. ATF6 est également retenue dans cet organite par interaction
entre ses résidus glycosylés et la calréticuline (Hong et al. 2004). En condition de stress, la

dissociation de BiP des séquences GLS conduit a la translocation d’ATF6 au niveau de

78



I’appareil de Golgi et a son activation par les protéases S1P et S2P (Chen, X. et al. 2002b;
Shen, J. et al. 2002). Les protéines ATF6 néo-synthétisées en condition de stress du RE sont
anormalement glycosylées ce qui empéche leur interaction avec la calréticuline et conduit a
leur transfert vers le Golgi. Une protéine ATF6 mutée ne pouvant plus étre glycosylée
constitue un « meilleur » activateur transcriptionnel que la protéine sauvage (Hong et al.
2004), ce qui met en évidence I’intervention du cycle de la calréticuline dans I’activation de
ce transducteur du signal UPR. Cependant, la glycosylation présente sur la partie luminale

d’IRE1 n’est pas nécessaire a son activation (Liu, C. Y. et al. 2000).

L’augmentation de la complexité moléculaire dans le déclenchement de la
signalisation UPR entre la levure (IRE1) et les mammiferes (IREla et 3, ATF6 et PERK) a
permis d’affiner et de générer une diversité de réponse liée au stress du RE. De plus, les
différences observées dans les mécanismes d’activation d’ATF6, IRE1 et PERK suggerent
qu’il existe des réponses UPR distinctes selon I’état de conformation des protéines du RE et

en fonction du stress subi. (Yoshida et al. 2003).

3. Voies de signalisation UPR

Les proteines ATF6, IREL et PERK contrdlent les deux phases de régulation
traductionnelles et transcriptionnelles de I’'UPR (Kaufman 1999; Harding et al. 2000; Mori
2000) (figures 24 & 25). La premiere phase est I’atténuation de la traduction protéique par
PERK et a pour but de limiter I’ajout de nouvelles protéines a I’intérieur du RE déja saturé.
Dans la deuxiéeme phase, les protéines IRE1 et ATF6 déclenchent I’activation
transcriptionnelle de génes codant pour des chaperonnes et enzymes résidentes du RE ainsi
que pour des composants des voies d’exportation et de dégradation protéique. La réponse
UPR n’assiste pas seulement la cellule a répondre immédiatement a la présence de protéines
mal conformées, mais la prépare également a subir de nouveaux stress du RE en modifiant a
long terme ses programmes transcriptionnels (Mengesdorf et al. 2001). Enfin, les cellules
subissant des dommages trop sévéres seront éliminées par apoptose sous I’effet de PERK,
IRE1 et ATF6 (cf page 87).

3.1. Régulation de la traduction durant la réponse UPR

Lors d’un stress du RE, la réponse cellulaire par I’activation de la protéine PERK
induit une atténuation immédiate de la synthése protéique par la phosphorylation d’elF2 sur la
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sérine 51 de sa sous unité a (Harding et al. 1999; Harding et al. 2001; Scheuner et al. 2001)
(figure 25) et le blocage de son activité. Dans des cellules déficientes pour PERK, la
phosphorylation d’elF2a et I’inhibition la synthese des protéines sont en effet totalement
absentes lors d’un stress du RE (Scheuner et al. 2001). Ces cellules ou des cellules présentant
une mutation de la serine 51 d’elF2a sont trés sensibles au stress du RE montrant
I’importance de cette voie de régulation sur la survie cellulaire.

L’atténuation globale de la synthése protéique induit paradoxalement la traduction des
ARNmM du facteur de transcription ATF4 (Harding et al. 2000) (figure 24). Ces ARNm sont
exprimés constitutivement et possedent de petits ORFs dans leur extrémité 5°. Dans des
conditions normales, ces UORFs dont la traduction est dépendante de la coiffe, induisent une
répression de la traduction des ARNm d’ATF4. Lorsque elF2a est phosphorylé, ces uORFs
sont non fonctionnels et ATF4 est traduit indépendamment de la coiffe (Hinnebusch 2000).

L’activation du facteur de transcription ATF4 induit I’expression de genes intervenant
dans la biosynthese des acides aminés, dans la synthese de glutathion ainsi que dans la
résistance au stress oxydatif. Ceci constitue une boucle de contréle visant a anticiper la perte
d’acides aminés a travers la sécrétion protéique et permet I’adaptation et la survie au stress du
RE (Scheuner et al. 2001) (figure 26). Parmi les genes cibles d’ATF4 on trouve également
CHOP (« C/EBP homologous protein ») (cf. page 89), GADD34 (« growth arrest DNA
damage 34 ») et ATF3 (Harding et al. 2000; Ma, Y. et al. 2002; Jiang et al. 2004).
L’activation d’ATF4 n’est pas suffisante pour induire I’expression de génes spécifiques de
I’UPR et d’autres facteurs induits en condition de stress du RE doivent intervenir et agir avec
ATF4 (Harding et al. 2000).

La réponse UPR nécessite un systeme de contrdle permettant d’éviter qu’elle ne
devienne hyperactive. Il existe deux boucles de rétrocontrdle de I’inhibition traductionnelle
liée a la réponse UPR (figure 25). D’une part, la protéine GADD34 se fixe sur la sous-unité
catalytique de la protéine phosphatase 1 (PP1 c) et induit la déphosphorylation d’elF2a. Les
ARNmM de GADD34 sont tres faiblement exprimés dans les cellules non stressées mais leur
expression est fortement induite lors de stress du RE, grace a la présence d’uORFs comme
chez ATF4. La surexpression de GADD34 bloque a la fois les voies de signalisation
traductionnelle et transcriptionnelle induites par PERK/elF2a (Schroder and Kaufman
2005a). D’autre part, PERK est inhibé par la fixation sur son domaine kinase de la protéine
P58"°K dont I’expression est sous la dépendance d’IRE1 (Yan et al. 2002; Lee, A. H. et al.
2003b).
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D’autres stress que celui du RE, comme la carence en acides aminés, la présence d’ARN
double brin et la déficience en héme, engendrent I’activation de kinases (GCN2, PKR et HRI)
phosphorylant elF2a, inhibant la synthése protéique et conduisant également a la traduction
d’ATF4 (Fawcett et al. 1999; Ron 2002; Rutkowski and Kaufman 2003).

3.2. Régulation transcriptionnelle liée a la réponse UPR

3.2.1. Voie dépendante d’IRE1/XBP1

La voie de signalisation UPR a pour la premiére fois été decrite chez la levure S.
cerevisae, lorsque Mori et al (1992) ont identifié un élément cis-activateur de 22 pb, appelé
élément de réponse UPR, UPRE, dans le promoteur du gene KAR2. Le criblage de mutations
interférant avec I’activation du géne rapporteur UPRE::LACZ par un stress du RE, a permis
d’identifier le gene IRE1 (Cox et al. 1993; Mori et al. 1993). Chez les mammiferes, les deux
homologues de IRE1 o et  sont suffisants pour induire la transcription de genes rapporteurs
sous le contréle d’éléments de réponse au stress du RE (ERSE-I et ERSE-II). Ces séquences
sont présentes sur la plupart des promoteurs des protéines chaperonnes résidentes du RE
comme BiP et la PDI. De plus, I’activité endoribonucléasique d’IRE1 est indispensable a
I’activation de génes rapporteurs sous la dépendance d’UPRE (Lee, K. et al. 2002).

L’ARNm de XBP1 (« X-box binding protein 1») est le seul substrat connu de
I’activité RNase d’IRE1 (Niwa et al. 2005). Lors de la réponse UPR, la dimérisation et
I’autophosphorylation d’IRE1 ont pour effet d’activer son domaine endoribonucléasique
cytoplasmique. Cette activation permet I’épissage non conventionnel de 26 nt de I’intron de
I’ARNmM de XBP1, générant ainsi un changement de cadre de lecture de la traduction et
produisant une protéine codée par un second cadre de lecture (figure 24) (Yoshida et al.
2001a; Calfon et al. 2002; Lee, K. et al. 2002; Shen, J. et al. 2002). Chez les mammiferes, cet
épissage semble avoir lieu dans le noyau et IREL serait donc localisée sur la membrane
interne nucléaire (Lee, K. et al. 2002). La protéine produite a partir de I’ARNm épissé de
XBP1 (XBP1-s) contient un domaine leucine zipper dans sa partie C-terminale. XBP1-s est
un facteur de transcription de la famille ATF/CREB et contr6le les promoteurs des genes
possédant une séquence CRE (élément de réponse a I’AMPc) (Clauss, 1. M. et al. 1996),
ERSE ou UPRE.

I n’y a pas de différence de régulation de la traduction des ARNm XBP1-s et XBP1-u
(forme non épissée). 1l existe une compétition entre XBP1-s et XBP1-u pour leur dimérisation
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avec des cofacteurs et XBP1-u peut donc inhiber la transcription induite par XBP1-s. Une
dégradation rapide de XBP1-u par le protéasome est cependant observée pour I’activation de
la réponse UPR a travers IRE1/XBP1-s (Lee, A. H. et al. 2003a). Cependant, dans des
cellules HelL a, la dégradation de XBP1-s et XBP1-u répond a une méme cinétique (Yoshida
et al. 2001a).

Le premier géne décrit chez les mammiferes comme cible spécifique de la voie
IREL/XBP1 via une séquence UPRE, code pour la protéine EDEM intervenant dans I’ERAD
(Yoshida et al. 2003) (figure 24). Le promoteur du gene XBP1 contient lui-méme une
séquence UPRE, ce qui suggére une boucle de rétrocontrdle positif (Yoshida et al. 2001a)
(figure 25). En effet, la protéine XBP1 peut activer sa propre transcription ce qui permet de

maintenir les voies de signalisation de IRE1 apres la répression de celles d’ATF6 et PERK.

Chez les mammiferes, la protéine adaptatrice Nck-1 contenant un domaine homologue
au domaine SH2/SH3 de Src interagit avec IREL et atténue la transduction du signal et
I’activation de ERK (Nguyen et al. 2004). Nck-1 est également impliquée dans I’atténuation
des signaux métaboliques issus de PERK et dans la déphosphorylation d’elF2a a travers son
interaction avec elF2p (Kebache et al. 2002; Kebache et al. 2004).

3.2.2. Voie dépendante d’ATF6

Aprés la libération de BiP des séquences GLS d’ATF6, cette derniere est adressée
dans I’appareil de Golgi et clivee par les protéases S1P et S2P. S1P coupe ATF6 au niveau
luminal libérant la partie C-terminale et laissant sa partie N-terminale ancrée dans la
membrane. S2P clive ATF6 au niveau transmembranaire libérant ainsi un domaine de 50 kDa
correspondant & la partie N-terminale cytoplasmique et portant la fonction facteur de
transcription (figure 24) (Haze et al. 1999; Ye et al. 2000). ATF6 migre alors vers le noyau et
se fixe sur I’élément ATF/CRE (Wang, Y. et al. 2000) ou sur les éléments ERSE (Yoshida et
al. 1998; Kokame et al. 2001). La fixation d’ATF6 sur ERSE-I nécessite la présence des
facteurs CBF ou NF-Y (Yoshida et al. 2001b). La phosphorylation d’ATF6 par la protéine
kinase de stress p38 permet d’augmenter son activité (Luo and Lee 2002). ATF6 induit la
transcription des chaperonnes et enzymes résidentes du RE ainsi que de XBP1 (figure 24). Le
facteur de transcription ATF6 se fixe préférentiellement sur les séquences ERSE, alors que
XBP1 se fixe aussi bien sur les séquences ERSE qu’UPRE. Ceci suggére que la cellule induit
ATF6 et la transcription de genes cibles a travers la séquence ERSE immédiatement en

réponse a un stress du reticulum, et active plus tardivement XBP1 pour la transcription de
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genes cibles non seulement a travers les séquences ERSE mais également a travers les

séquences UPRE (figure 25).

3.2.3. Voie dépendante de PERK

Environ un tiers des genes induits par la réponse UPR requiérent la phosphorylation
du facteur elF2a suggérant que la voie de signalisation dépendante de PERK intervient
également a un niveau transcriptionnel dans la réponse au stress du RE (Scheuner et al.
2001). La traduction préférentielle du facteur de transcription ATF4 (figure 24) a travers la
phosphorylation d’elF2a par PERK aboutit a I’induction des genes CHOP (cf. page 89)
(Harding et al. 2000; Scheuner et al. 2001) et ATF3. L’expression du gene CHOP est bloguée
dans des cellules PERK™ ou des cellules dont le facteur elF2a n’est pas fonctionnel. La
surexpression de ATF4 dans des cellules PERK™ ne suffit pas pour restaurer I’expression de
CHOP, ce qui suggére que ATF4 est nécessaire mais non suffisant pour I’induction de ce
gene. Une autre cible de la voie PERK/elF2a. pourrait donc étre necessaire pour réguler
I'expression de CHOP (Ma, Y. et al. 2002). Cette expression peut également étre induite par
les facteurs de transcription ATF6 et XBP1 a travers la présence d’une séquence ERSE sur le
promoteur de CHOP (Ma, Y. et al. 2002). CHOP est phosphorylé par la kinase de stress p38
ce qui a pour effet d’augmenter son activité (Wang, X. Z. and Ron 1996).

ATF3 est un facteur de transcription faiblement exprimé dans des cellules en
condition normale et rapidement induit en réponse a divers stress cellulaires. Les transcrits
multiples de ce facteur résultent d’un épissage alternatif (Pan et al. 2003). Les effets de ces
différentes formes peuvent étre antagonistes ou synergiques avec ceux d’ATF4. ATF3 induit
avec ATF4 I’expression de genes comme GADD34 ou I’asparagine synthase (AS) en réponse
a un stress du RE (Jiang et al. 2004). ATF3 a également été décrit comme étant nécessaire a
I’induction de CHOP avec ATF4 lors d’une carence d’acides aminés uniquement (Jiang et al.
2004).

Le facteur de transcription sensible a I’oxydoréduction NF-kB est également active
par la voie PERK/elF2 en réponse a un stress du RE (Pahl and Baeuerle 1995; Jiang et al.
2003).

En plus de elF2a, PERK peut phosphoryler le facteur de transcription Nrf2 (« NF-E2 related
factor 2 ») (figures 24 & 26) qui contribue a la transduction des signaux de survie lors d’un
stress du RE a travers I’expression de genes codant pour des protéines intervenant dans le
metabolisme de déetoxification cellulaire et pour des protéines ayant un role dans la réponse
adaptative a un stress oxydant (Itoh et al. 1999; He, C. H. et al. 2001). De plus, Nrf2 inhibe
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I’expression de CHOP en absence ou en présence d’un stress du RE (Cullinan and Diehl
2004).

3.3. Interactions des différentes voies de la réponse UPR

Les senseurs proximaux PERK, IRE1 et ATF6 régulent la production et I’activation
de différents facteurs de transcription : XBP1, ATF4, Nrf2 et ATF3. Tous ces facteurs
peuvent former des homo ou hétéro dimeres avec d’autres facteurs de transcription (Schroder
and Kaufman 2005b). Ces dimeres peuvent étre a la fois des activateurs ou des répresseurs
compétitifs des génes cibles de la réponse UPR.

La reponse du stress du RE chez les mammiféres peut se diviser en 2 branches (figure
26). La premiere, sous le controle de ATF6 et IRE1L/XBP1 est spécifique du stress du RE. La
deuxiéme, sous la dépendance de PERK est partagée avec d’autres stress cellulaires qui
activent des kinases spécifiques d’elF2o (Harding et al. 2000; Okada et al. 2002). Le blocage
de la phosphorylation de elF2a, durant un stress du RE, inhibe I’induction de CHOP et de
XBP1 et diminue la surexpression de BiP (Harding et al. 2000; Scheuner et al. 2001; Calfon
et al. 2002). Ces données supportent I’existence d’interactions entre les deux branches de
I’UPR, dans lesquelles PERK faciliterait I’activation des voies dépendantes d’ATF6 et
IRE1/XBP1.
Les génes cibles de I’UPR peuvent étre divisés en trois groupes : le premier inclut les génes
sous la dépendance uniquement de la voie elF2a/ATF4 comme GADD34, le deuxiéme inclut
les genes de la branche spécifique du stress du RE sous la dépendance des voies ATF6 et
IRE1 comme XBP1 ou les chaperonnes du RE, et le dernier groupe inclut les genes induits

par les deux branches de réponse au stress du RE comme CHOP ou HERP (figure 26).

4. Apoptose et stress du RE

Expérimentalement, le stress du RE peut étre induit par des agents pharmacologiques
énumérés en figure 20. Tous ces agents peuvent également induire une apoptose pour des
temps d’incubation de 20 a 48 h, en fonction du type cellulaire (Patil and Walter 2001). En
effet, les signaux émanant de PERK, IRE1 et ATF6 peuvent étre pro apoptotiques lorsque le
stress subi est trop fort ou trop long. Le fait que différentes formes de stress du RE induisent
des programmes d’apoptose différents (Scorrano et al. 2003) suggére que le déclenchement

de I’apoptose dépend de la nature des stimuli et du type cellulaire. Des voies de signalisation
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apoptotiques sont activées par divers signaux de type extra et intra cellulaires qui sont ensuite

couplés a l'activation des effecteurs caspases (figure 27).

La voie de signalisation d’origine extracellulaire (provenant de la lumiere du RE) de
I’apoptose est principalement régulée par la protéine IREL (figure 27). En réponse a un stress
du RE prolongé, IRE1 forme un complexe hétérotrimérique avec TRAF2 (« TNF receptor-
associated factor »). Le complexe TRAF2/IRE1 interagit avec la pro-caspase 12 et induit son
clivage (Nakagawa and Yuan 2000; Nakagawa et al. 2000; Yoneda et al. 2001). Suite a son
activation au niveau de la membrane du RE, la caspase 12 clive la pro-caspase 9 qui clive a
son tour la pro-caspase 3, ce qui aboutit a une apoptose. (Morishima et al. 2002). Le
complexe TRAF2/IREL interagit également avec ASK1 (« apoptosis signal-regulating kinase
1») ce qui active JNK («c-Jun N-terminal kinase 1») (Urano 2000) et induit la mort
cellulaire par apoptose (Nishitoh et al. 2002).

La voie de signalisation d’origine intracellulaire (figure 27) de I’apoptose induite par
le RE est contr6lée par la balance entre les protéines pro-apoptotiques de la famille BH3
(comme Bad, Bax et Bak) et anti-apoptotiques de la famille Bcl2 :

e En réponse a un stress du RE prolongé, les protéines Bak et Bax se dimérisent au niveau
des canaux calciques de la membrane du RE (Zong et al. 2003) et induisent une fuite de
calcium vers le cytoplasme. Cette fuite de calcium induit une réponse apoptotique par
I’activation de la caspase 12 via la calpaine (Orrenius et al. 2003) et par I’effondrement du
potentiel membranaire mitochondrial et la libération de cytochrome ¢ (Filippin et al. 2003)
(figure 27).

e La surexpression de Bcl2 bloque a la fois la dépolarisation de la membrane interne des
mitochondries en réponse a un stress du RE (Boya et al. 2002) et la libération de calcium
initiée au niveau de la membrane du RE par les protéines Bad et Bax (Breckenridge et al.
2003).

La surexpression du facteur de transcription CHOP lors d’un stress provoque l'arrét du
cycle cellulaire et I'apoptose (Gotoh et al. 2002) et des cellules déficientes pour CHOP sont
partiellement résistantes a une apoptose initiée par un stress du RE (Zinszner et al. 1998;
McCullough et al. 2001). CHOP forme des hétérodimeres stables avec les facteurs de
transcription de la famille C/EBP et controle I’expression de nombreux génes induits en
condition de stress et qui interviennent dans des phénoménes d’apoptose (Zinszner et al.

1998). Il active egalement I'expression d'un certain nombre de génes appelés DOCs
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(« Downstream of CHOP ») en se liant a ATF3 (Chen, B. P. et al. 1996) ou au complexe AP-
1 (Ubeda et al. 1999). Marciniak et al (2004) ont montré que GADD34 et ERO1a sont des
cibles de CHOP et que leur activation peut entrainer I’apoptose en condition de stress
(McCullough et al. 2001; Yagi et al. 2003). La transcription de I’anhydrase carbonique V1 qui
active l'apoptose a travers I’augmentation de la concentration intracellulaire en protons, fait
également partie des genes de réponse a CHOP (Sok et al. 1999). De plus, CHOP peut inhiber
la transcription de Bcl2 (McCullough et al. 2001) et donc supprimer ses effets anti-

apoptotiques.
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Partie Il : la réponse UPR et I’ischémie tumorale

La transformation maligne cellulaire exige plusieurs changements génétiques qui
permettent aux cellules d'ignorer les restrictions de croissance et de neutraliser I’apoptose.
Pendant la prolifération de ces cellules, certaines zones tumorales se trouvent en état
d’ischémie et répondent alors en induisant une angiogenese. L’activation d’une réponse UPR
a été observée dans de nombreux cancers. Plusieurs études indiquent que cette activation

pourrait avoir un réle crucial dans la croissance tumorale (Ma and Hendershot 2004).

1. Evidences de I’activation de la réponse UPR dans les tumeurs solides

L’activation des facteurs de transcription XBP1, ATF6 ou CHOP et la surexpression
des chaperonnes BiP, GRP94 ou ORP150 sont observées dans des carcinomes mammaires,
hépatiques, gastriques ou oesophagiens (Fernandez, P. M. et al. 2000; Song et al. 2001; Chen,
X. et al. 2002a; Shuda et al. 2003) ainsi que dans plusieurs lignées cellulaires tumorales
(Gazit et al. 1999; Ozawa et al. 2001b).

La surexpression de BiP est fréquemment associée a des carcinomes mammaires de
haut grade (Fernandez, P. M. et al. 2000). De plus, une lignée de fibrosarcome déficiente pour
BiP, injectée dans des souris, forme des tumeurs qui régressent rapidement (Jamora et al.
1996). Des cellules XBP1™ ne forment pas de tumeurs chez la souris malgré le maintien de la
sécretion de VEGF-A en réponse a I’hypoxie in vitro (Romero-Ramirez et al. 2004).

L’ensemble de ces données met en évidence le réle clef de la réponse UPR dans le

développement tumoral (cf. article n°2).

2. L’ischémie tumorale et la réponse UPR

Les conditions d’ischémie (hypoxie, carences en nutriments, stress oxydant et acidose)
contribuent & la néo-vascularisation grace a I’expression de facteurs angiogéniques comme le
VEGF-A. Les différents stress constituant I’ischemie tumorale sont également a I’origine de
I’induction d’une réponse UPR et du facteur de transcription ATF4 (Harding et al. 2003) pour

permettre la survie cellulaire.
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2.1. Hypoxie et stress du RE

L’hypoxie provoque une altération de la conformation des protéines dans le RE,
notamment par une diminution de la production d’ATP ce qui entraine une activation de la
réponse UPR. (Kaufman et al. 2002). Les stress hypoxiques vont affecter différents

composants de la machinerie de conformation protéique.

2.1.1. Hydroxylation de prolines
Les collagénes prolyl-4-hydroxylases (P4Hs) participent aux modifications post
traductionnelles au sein du RE. Elles ont un role central dans la biosynthése et la
conformation des collagénes qui représentent une des plus grandes familles de protéines
sécretées de la matrice extracellulaire (Myllyharju 2003). En condition hypoxique, la
transcription du gene de la sous-unité catalytique des P4Hs est induite par HIF-1 a travers une
séquence HRE (Takahashi, Y. et al. 2000).

2.1.2. Formation de ponts disulfures

La formation des ponts disulfures dans le RE est catalysée par la PDI qui est
maintenue dans son état oxydé par ERO1 (cf. page 68). L'expression d’ERO1-Lo mais pas
d’ERO1-Lp est stimulée in vivo et in vitro par I'nypoxie (Gess et al. 2003) par I'intermédiaire
du facteur de transcription HIF-1 (May et al. 2005). La régulation de I'expression d’ERO1-La
par I’oxygene permet de maintenir le taux de PDI constant dans les situations de variation de
I’état redox cellulaire induit par des modifications de pression partielle en oxygéne (Pagani et
al. 2000; Harding et al. 2003). De plus, I’inhibition de I’expression d’ERO1-La par siRNA
induit une diminution de la sécrétion de VEGF-A suite a une hypoxie (May et al. 2005).

2.1.3. Augmentation de I’expression des protéines chaperonnes

Il a récemment été montré que la protéine chaperonne GRP94 (« glucose regulated
protein 94 ») est surexprimée dans les cellules endothéliales en réponse a une hypoxie, a
travers la fixation du facteur de transcription HIF-1 sur des motifs HRE présents sur le
promoteur de cette chaperonne (Paris et al. 2005).

La protéine chaperonne ORP150 (« oxygen regulated protein 150 ») est exprimée lors
de tumeurs, chez I’Homme, en concordance avec la sécrétion de VEGF-A. In vitro, dans des
macrophages humains ou des gliomes de rat cultivés en condition d’hypoxie, l'inhibition de

I'expression d’ORP150 cause la rétention du VEGF-A dans le RE, alors que la surexpression
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d’ORP150 favorise sa secrétion dans le milieu de culture (Ozawa et al. 2001a; Ozawa et al.
2001b; Tamatani et al. 2001). In vivo, les cellules tumorales issues de xénogreffes de gliomes
de rat transfectés avec une construction antisens d’ORP150, ont une angiogenése réduite par
rapport aux tumeurs issues de cellules sauvages (Ozawa et al. 2001b). Ces résultats
démontrent un réle critique des chaperonnes du RE dans l'angiogenése tumorale par

I'intermédiaire d’un processus de conformation du VEGF-A.

2.1.4. Inhibition de la synthése proteique

En réponse a I’hypoxie la phosphorylation du facteur elF2a par la protéine PERK va
entrainer une inhibition de la synthése protéique (cf. page 79). Malgré cette inhibition, les
protéines VEGF-A, HIF-1a, BiP, ATF4 et ATF6 sont toujours synthétisées a travers la
présence de séquences IRES ou d’uORF sur leurs parties 5’utr (Blais et al. 2004). Des
fibroblastes d'embryon de souris déficients pour PERK ont une survie inférieure aux cellules
sauvages en condition d’hypoxie prolongée (Koumenis et al. 2002). De plus, I’inactivation de
la voie de signalisation PERK/elF2a., induit une diminution de la survie cellulaire dans le cas
d’une hypoxie sévere et les tumeurs issues de ces cellules sont plus petites et présentent un
taux d’apoptose plus important dans les zones hypoxiques (Bi et al. 2005). Ces résultats
indiquent que I’adaptation et la survie cellulaire a une hypoxie exigent I'activation de la voie
de signalisation UPR dépendante de PERK.

2.1.5. Induction du VEGF-A
L’hypoxie est impliquée dans I’induction du VEGF-A et de I’angiogenese tumorale
par I’intermédiaire de la réponse UPR. (Ozawa et al. 2001a; Ozawa et al. 2001b; Abcouwer
et al. 2002). Dans trois lignées de cellules tumorales différentes, I’inhibition de IRE1 entraine
une diminution de I'expression du VEGF-A et de HIF-1 en hypoxie et diminue la croissance

et I'angiogenese tumorale in vivo (cf. article n°2).

2.2. Carences en glucose et stress du RE

Les carences de glucose ont été a I’origine de la caractérisation du stress du RE parce
qu’elles perturbent la conformation des protéines synthétisées dans cet organite (Ma and
Hendershot 2001; Kaufman et al. 2002). En effet, les genes codant pour les protéines
chaperonnes BiP et GRP94 ont été caractérisés du fait de I’induction de leur expression lors

de situations de deplétion glucidique (Shiu et al. 1977). D’autres chaperonnes comme
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ORP150 ou la PDI sont egalement induites lors de limitations de glucose (Lee, A. S. 1992;
Kobayashi, T. and Ohta 2005).

2.2.1. Carences en glucose et induction de la réponse UPR

Le repliement conformationnel des protéines dans le RE nécessite beaucoup d’énergie
dont le niveau est réduit lors de carences en glucose. Le transport des protéines vers le RE
(Argon et al. 1989), leur conformation ou leur dégradation, nécessitent de I’ATP (Dorner et
al. 1990). En plus de cet aspect énergétique, I’absence de glucose altére les modifications post
traductionnelles des protéines par glycosylation (Helenius 1994).

Une diminution de la concentration en glucose extracellulaire entraine I’induction de
genes cible de I’'UPR a travers la signalisation dépendante de PERK (Scheuner et al. 2001).
De plus, des souris PERK ™ présentent des dysfonctionnements pancréatiques et développent
des diabetes quelques semaines aprés leur naissance (Harding et al. 2001) ; des souris
possédant une mutation sur la serine 51 du facteur elF2a. présentent, en plus, d’autres défauts
du métabolisme du glucose, notamment un arrét de la néoglucogenése au niveau du foie, et
meurent d’hypoglycémie rapidement aprés leur naissance (Scheuner et al. 2001). Ces
résultats indiquent un réle crucial de la phosphorylation d’elF2a dans la signalisation UPR
induite par des restrictions en glucose (Scheuner et al. 2001).

D’autres liens existent entre la limitation en glucose et la réponse UPR. Des cellules
tumorales localisées dans des environnements faiblement vascularisés dans lesquels elles sont
soumises a des carences en glucose, induisent également une réponse UPR (Ma and
Hendershot 2004). Cette réponse est a I’origine de I’induction par ATF4 de génes cibles
n’ayant pas, a priori, de lien direct avec le métabolisme du glucose, mais étant impliqués dans
le métabolisme des acides aminés ou dans la réponse aux stress oxydatifs (Barbosa-Tessmann
et al. 1999b; Fernandez, J. et al. 2002; Harding et al. 2003).

L’induction de la transcription de GLUT-1 par de faibles concentrations en glucose,
coincide avec I’induction de BIiP et contribue a la survie cellulaire causée par I’absence de

glucose (Wertheimer et al. 1991).
2.2.2. Induction du VEGF-A

La privation de glucose est également impliquee dans I’induction du VEGF-A et de
I’angiogenése par I’intermédiaire de la réponse UPR (Abcouwer et al. 2002). De plus, nous
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montrons que des cellules tumorales déficientes pour IREL ont un défaut d’expression du

VEGF-A en carence de glucose (cf. article n°2).

2.3. Carences en acides aminés et stress du RE

Les carences en acides aminés ne semblent pas induire pas de stress du RE. Chez les
mammiferes I’activation de la réponse UPR a travers la voie PERK/elF2a-P/ATF4 est
couplée a I’induction de genes intervenant dans I’import et I’assimilation d’acides aminés
(Barbosa-Tessmann et al. 1999a; Okada et al. 2002; Harding et al. 2003) ce qui assure et
facilite la synthése de nouvelles protéines permettant la survie cellulaire et évitant une
éventuelle absence d’acides aminés. Cette induction intervient de maniére indépendante de la
carence en acides amines. En effet, PERK est activé par une accumulation de protéines mal
conformées a I’intérieur du RE et non pas par la diminution de la quantité d’acides aminés
(Harding et al. 2003).

Méme si ces carences induisent I’expression de certains genes activés suite a un stress
du RE (Averous et al. 2003), les voies de signalisation sont difféerentes mais font toutefois
intervenir des facteurs communs (Jiang et al. 2004; Kilberg et al. 2005). Dans les deux cas, la
phosphorylation d’elF2a entraine la traduction d’ATF4 et I’induction de ses génes cibles
ainsi qu’un arrét de la synthese protéique (Ma, Y. et al. 2002). Cependant, en réponse aux
limitations en acides amineés, c’est la kinase GCN2 et non PERK, qui phosphoryle elF2a
(Bruhat et al. 1997; Harding et al. 2000; Hinnebusch 2000). GCN2 est activée par
I’augmentation des ARNt non chargés, sert a la détection de carences en acides aminés et
déclenche la voie métabolique de réponse aux acides aminés (AAR) (Sood et al. 2000).

De plus, la réponse a une carence en acides aminés n’induit pas de synthese de
chaperonnes du RE (Barbosa-Tessmann et al. 1999b). Cependant, certains auteurs décrivent
une faible induction de BiP lors de carences en glutamine (Abcouwer et al. 2002; Marjon et
al. 2004). Cette induction peut étre liée au facteur de transcription ATF4 (Luo et al. 2003). La
glutaminolyse fournit a la cellule des précurseurs métaboliques, de I’énergie et des
équivalents réduits. Il est donc possible qu’une carence en glutamine puisse induire
indirectement un stress du RE a travers un stress oxydatif ou une diminution d’ATP
(Abcouwer et al. 2002).

Les relations pouvant exister entre les carences en acides aminés et I’induction du

VEGF-A sont peu étudiées. Marjon et al. (2004) ont montré que des carences en glutamine
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étaient corrélées avec une induction d’ATF4 et du VEGF-A. Cependant si les mécanismes du
stress du RE sont responsables de cette induction de VEGF-A, ce n’est probablement pas a
travers une réponse UPR. En effet, la carence en glutamine ne provoque qu’une augmentation
faible de BiP alors que lors d’une réponse UPR, cette chaperonne est largement induite
(Bobrovnikova-Marjon et al. 2004) ( cf article n°1).

2.4. Stress oxydant et stress du RE

Le RE produit transitoirement des ROS lors de la formation de ponts disulfures, ce qui
le rend sensible au stress oxydant et oblige un controle de son statut redox (cf. page 68). Un
stress oxydant entraine une agrégation protéique qui peut étre due a une formation non
contr6lée de ponts disulfures ou a I’inactivation de protéines impliquées dans la machinerie
de contrdle de la qualité des protéines du RE (Stadtman and Levine 2003).

Ces stress oxydants induisent une réponse UPR principalement par I’activation de la
kinase PERK. Des cellules déficientes pour ATF4 présentent une inhibition d’activation des
genes impliqués dans la protection contre le stress oxydatif (Harding et al. 2003). ATF4
induit I’expression de génes de I’import et du métabolisme d’acides aminés a groupement
thiol (pour la synthése de glutathion) ce qui permet de protéger le RE contre les stress
oxydants (Lu 1999).

Lors d’un stress oxydant, la réponse UPR a travers ATF4 induit également
I’expression de la protéine RIB1 qui contrble la premiére étape de biosynthése de riboflavine
(indispensable a I’activité de EROL), de la PDI et d’Erol-LJ3 (Travers et al. 2000; Gess et al.
2003). Cependant la surexpression de ERO1 chez la levure induit a la fois une augmentation
de ROS (Haynes et al. 2004) et une diminution de la GSH (Cuozzo and Kaiser 1999). Une
surexpression de EROL par la réponse UPR (Travers et al. 2000) peut donc augmenter le
stress oxydatif en augmentant la production de radicaux libres et en diminuant la capacité du
glutathion a réduire les ponts disulfures incorrects (Haynes et al. 2004). En effet, il a été
montré que des cellules n’ayant plus la possibilité de répondre a un stress du RE survivent a
I’accumulation de ROS et peuvent continuer a se propager alors que des cellules sauvages
meurent (Haynes et al. 2004).

Les voies de signalisation issues de PERK font également intervenir le facteur de
transcription Nrf2 pour contrer un stress oxydant (Harding et al. 2003; Cullinan and Diehl
2004). Une fois dans le noyau Nrf2 peut s’hétérodimériser avec plusieurs cofacteurs dont
ATF4 (He, C. H. et al. 2001). Parmi les génes cibles de ce complexe on retrouve: I’héme

oxygénase 1 (HO-1), enzyme qui catalyse la réaction limitante de la dégradation d’héme en
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générant la production de bilirubine (antioxydant) ; la NAD(P)H quinone oxydoréductase
(NQO) qui catalyse la réduction de électrons des quinones, évitant ainsi leur participation
dans un stress oxydatif; la gamma-glutamylcystéine synthase, qui catalyse la réaction
limitante de la biosynthese de glutathion ; et la glutathione S-transférase qui conjugue les
radicaux libres avec le glutathion (Venugopal and Jaiswal 1996; Wild et al. 1999; Huang, H.
C. et al. 2000; Ishii et al. 2000).

Hayashi (2005) suggére que les ROS causent des dommages au niveau du RE et
activent les voies métaboliques de mort cellulaire induites par CHOP. La surexpression de
CHOP interfere avec la synthése de glutathion en diminuant la synthése de Bcl2, générant
ainsi une augmentation de ROS et I’induction de I’apoptose (Voehringer 1999; McCullough
et al. 2001).

L’homocystéine est un intermédiaire essentiel & la synthése de méthionine et de
cysteine. Son groupement thiol hautement réactif peut facilement étre oxydé et créer ainsi des
radicaux libres susceptibles d’induire des dysfonctionnements cellulaires (Welch and
Loscalzo 1998). En plus de ce stress oxydatif, I’hnomocystéine pourrait former des ponts
disulfures illégitimes avec les cystéines des protéines et ainsi perturber la conformation
protéique au sein du RE (Lentz and Sadler 1993). De plus, des cellules cultivées avec de
I”’homocystéine montrent de hauts niveaux d’expression de géenes cibles de I’'UPR comme
BiP, GRP94, CHOP et HERP (Outinen et al. 1999; Werstuck et al. 2001; Zhang, C. et al.
2001). Enfin, Roybal et al. (2004) ont rapporté que I’accumulation d’homocysteine ou de
composés contenant un groupement thiol induit I’expression du VEGF-A d’une maniere
dépendante d’ATF4.

2.5. pH et stress du RE

De nombreuses études ont montré que les pH extracellulaires dans des tumeurs
animales ou humaines sont acides. Dans plusieurs types cellulaires, des acidoses peuvent
causer des conformations proteéiques anormales mises en évidences par I’augmentation de
chaperonnes (Massa et al. 1996; Narasimhan et al. 1996). De plus, pour des pH inférieurs a
6,8 une inhibition de I’activité de canaux Ca**/ATPase du RE a été reportée (Wolosker et al.
1997). Ces acidoses peuvent donc déclencher un stress du RE et potentiellement une réponse
UPR (Kozutsumi et al. 1988; Paschen and Frandsen 2001). Il existe plusieurs voies possibles
par lesquelles une acidose peut affecter les protéines du RE comme la dénaturation,
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Figure 28 : EIéments sous la dépendance de la réponse UPR pouvant intervenir dans
différentes étapes potentielles du développement tumoral.
(D’aprés Ma and Hendershot 2004).




I’inhibition ou I’inactivation d’enzymes de la machinerie de conformation protéique et
I"inhibition des canaux Ca®*/ATPase (Wolosker et al. 1997).

Enfin, il a récemment été démontré que des acidoses allant jusqu’a un pH de 6,0
induisent un stress du RE et I’activation de la pro-caspase 12 dans des astrocytes soumis a

une ischémie/reperfusion (Aoyama et al. 2005).

3. Role de la réponse UPR dans la progression tumorale

3.1. Croissance tumorale

L’angiogenese est une étape cruciale du développement tumoral induite
principalement par le VEGF-A (cf. chapitre 1). Des études récentes indiquent que la
transcription du VEGF-A est stimulée pendant un stress du RE par une voie dépendante
d'’ATF4 (Roybal et al. 2004). La réponse UPR dépendante d’IRE1 représente un parametre
critique dans la régulation de I'expression du VEGF-A lors du développement tumoral (cf.
article n°2) (figure 28).

La sécrétion du VEGF-A nouvellement synthétisé est controlée par différentes
protéines chaperonnes qui sont surexprimées pendant un stress du RE, une hypoxie ou une
carence de glucose (Ikeda et al. 1997; Ozawa et al. 2001a; Ozawa et al. 2001b; Kobayashi, T.
and Ohta 2005; May et al. 2005; Paris et al. 2005). La surexpression de ORP150 entraine une
augmentation de la sécrétion du VEGF-A, tandis que son inhibition diminue la sécrétion de
ce facteur qui reste alors séquestré dans le RE (Ozawa et al. 2001b). Le rdle exact de ORP150
dans la sécrétion du VEGF-A est inconnu mais ce facteur pourrait agir comme chaperonne
spécifique. Finalement, comme le VEGF-A est conformé dans le lumen du RE, il est possible
gue I’augmentation de sa production constitue une surcharge et donc un signal de stress du
RE (Ma and Hendershot 2004).

3.2. Dormance tumorale

Si une tumeur in situ n'induit pas d'angiogenése, ses cellules peuvent entrer en
dormance en sortant du cycle cellulaire et échapper ainsi a I’apoptose (figure 28). Bien que
les mécanismes qui contrdlent la transition entre la dormance et la croissance tumorale sont
trés mal connus, des données suggerent que I’activation de deux familles de MAPK, ERK
(« extracellular-regulated kinases ») et p38, peut affecter cette transition (Aguirre-Ghiso et al.
2001; Aguirre-Ghiso et al. 2003). En effet, une forte activité de ERK par rapport a celle de

p38 est corrélée avec une croissance tumorale agressive. A I’inverse, une forte activité de p38
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par rapport a celle de ERK induit un état de dormance tumorale corrélé avec I’induction d’une
réponse UPR (Ma and Hendershot 2004). L’activation de p38 peut conduire a I’augmentation
de I’activité transcriptionnelle des facteurs ATF6 et CHOP (Wang, X. Z. and Ron 1996; Luo
and Lee 2002). La reponse UPR dépendante de PERK induit une inhibition de la synthese des
protéines et notamment de la cycline D1 ce qui provoque un arrét des cellules en phase G1
(figure 28). Ces résultats suggérent que le stress du RE tient une place importante dans

I’induction de la dormance tumorale.

3.3. Effets anti-apoptotiques

La réponse UPR ou une carence d’acides aminés vont induire la phosphorylation
d'elF2a. ce qui active ATF4 et I’expression de ses génes cibles comme NF-xB (Harding et al.
2000; Jiang et al. 2003). Ce facteur de transcription va activer la transcription de protéines
anti-apoptotiques et permettre la survie cellulaire (Gotoh et al. 2002; Kucharczak et al. 2003)
(figure 28). De plus, I’inactivation de la voie de signalisation PERK/elF2a, induit une
diminution de la taille des tumeurs en augmentant leur sensibilité a I’apoptose (Bi et al.
2005).

Le stress du RE active la kinase GSK3b (« glycogéne synthase kinase-3b ») qui va
phosphoryler directement la protéine p53 sur ses sérines 345 et 376 dans le noyau (Qu et al.
2004). Ces phosphorylations sont a I’origine d’une localisation cytoplasmique de p53 et
empéchent les signaux pro-apoptotiques dépendants de cette protéine. Par conséquent, dans
des cellules tumorales ayant maintenu la fonction de p53, l'activation de la réponse UPR
diminue potentiellement ses effets pro-apoptotiques et contribue donc a la survie tumorale
(figure 28).

3.4. Effets pro-apoptotiques

Bien que la réponse UPR a globalement des effets cyto-protecteurs, un stress du RE
prolongé peut activer l'apoptose par des voies dépendantes ou non des mitochondries
(Breckenridge et al. 2003) (cf. page 87). Parmi les effecteurs pro-apoptotiques de la réponse
UPR, on retrouve la pro-caspase 12 associee au RE et le facteur de transcription CHOP qui
inhibe la transcription de la protéine anti-apoptotique Bcl2 (Nakagawa and Yuan 2000;
McCullough et al. 2001).

Il semble donc qu’un stress du RE prolongé rend les cellules tumorales plus

vulnérables a I’apoptose mais les mécanismes d'adaptations in vivo ne sont pas connus.
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L’activation des voies cyto-protectrices de la réponse UPR et/ou I’altération des divers
processus apoptotiques, comme c’est souvent le cas dans les cellules tumorales, pourraient
étre suffisantes pour protéger les cellules contre I'apoptose. Malgré I’évidence de leur
activation, les composants pro-apoptotiques de la réponse UPR pourraient étre inefficaces
dans les tumeurs. Les cellules tumorales pourraient alors profiter des effets cyto-protecteurs a
long terme de cette réponse sans succomber aux éléments destructifs qui sont habituellement

induits par un stress prolongé dans des cellules non tumorales.

Il semble probable que I’environnement tumoral influence, via la réponse UPR,
I’orientation des cellules vers les processus de proliféeration, d'arrét de la croissance ou
d'apoptose (figure 28). Par conséquent, pendant les premiéres phases du développement
tumoral, le stress du RE pourrait favoriser la croissance tumorale en augmentant
I'angiogenese ou protéger I’hdte en induisant une dormance tumorale. Cet état dormant peut
également protéger les cellules tumorales contre I'apoptose induite par I’ischémie et leur
permettre de proliférer a nouveau si les conditions environnementales changent (Ma and
Hendershot 2004).

4. La réponse UPR et le traitement de tumeurs

Un éventail d’agents chimiothérapeutiques est utilisé pour contrer le développement
des tumeurs solides mais la résistance aux drogues reste un obstacle important de ces
traitements. Le traitement de cellules en culture avec des agents inducteurs du stress du RE,
les rend résistantes aux agents anti-topoisomérase Il (topo Il) d’une part et augmente leur
sensibilité aux agents de réticulation de I’ADN, comme le cisplatin, d’autre part (Ma and
Hendershot 2004). Par conséquent, il semble qu’in vitro I'activation de la réponse UPR agisse
en synergie avec diverses drogues anticancéreuses ou empéche leur efficacité selon et leur

mode d’action.
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RESULTATS - DISCUSSION

1. Etudes in vitro de limitation en nutriments ; utilisation d’un milieu complet sans
sérum
(Article n°1)

L’ischémie se développant dans les zones avascularisées des tumeurs solides induit
I’angiogenése et, de ce fait, contribue significativement a I’expansion tumorale. Les réponses
cellulaires et tissulaires a I’ischémie sont la résultante de réponses variées a des stress
distincts dont beaucoup ne sont pas définis au niveau moléculaire. Plusieurs paraméetres sont
potentiellement impliqués. L un d’entre eux, trés étudié, est I'nypoxie (Semenza 2003). La
carence en glucose constitue également un facteur vraisemblablement déterminant (Shweiki
et al. 1995; Abcouwer et al. 2002). Enfin, les carences en acides aminés (Abcouwer et al.
2002) sont également des parametres influants associés a I’ischémie.

Les expérimentations portant sur ces différents parameétres de I’ischémie tumorale
réalisées en culture cellulaire ont été généralement menées en présence de sérum. Cette
présence de sérum géne considérablement I’approche expérimentale du fait de son
hétérogénéité moléculaire et de la mauvaise définition de ses composants. De plus, I’étude de
I”ischémie est incompatible avec la présence de sérum. Enfin, le sérum peut induire un signal
tissulaire hémorragique et peut étre lui méme considéré comme un facteur de stress
(Houlgatte et al. 1989).

La possibilité de réaliser nos expérimentations dans un milieu sans sérum autorise une
approche plus rationnelle de I'étude des carences en glucose et en acides aminés. Le choix de
la formulation de ce milieu s'est fixé sur le modéle décrit initialement par Loo et al (1987). Ce
milieu contient des lipoprotéines de hautes densités (HDL) ainsi que des facteurs de
croissance en remplacement du sérum. Dans ces conditions, le potentiel de prolifération de
cellules primaires est maintenu pendant un nombre élevé de générations sans etape de crise
cellulaire comme observé habituellement en présence de sérum. Les caryotypes cellulaires
sont maintenus (figure 29) et les cellules n'acquierent pas de phénotype transformé (Loo et al.
1987).

L’objectif de ce travail a été d'étudier la contribution des carences en glucose et en

acides aminés dans la modulation de I'expression du VEGF-A par les cellules de carcinome
humain A549/8.
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Figure 29 : Evolution du caryotype de cellules d'embryon de souris en culture cellulaire.
Des cellules d'embryon de souris Swiss sont cultivées pendant plusieurs générations en
absence ou en présence de 10 % de sérum. (A) Culture primaire en présence de 10 % sérum
(doublement de la population en 25 heures). (B) Culture en présence de 10 % sérum et apres
I'étape de crise cellulaire (doublement de la population en 23 heures). (C) Culture en milieu
sans séerum (doublement de la population en 30 heures).

(D'apres Loo et al, 1987)
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Les résultats obtenus au cours de cette étude sont présentés dans I’article n°1: «In
vitro-studies of the cellular response to nutrient deprivations using a serum-free medium: a
practical approach of various parameters of tumour ischemia and angiogenesis ». Les

milieux définis ont également été utilisés dans les travaux présentés dans les articles 2 et 3.

Dans ce travail, nous montrons que les cellules A549/8 peuvent étre propagées en
routine dans ce milieu de culture complet sans sérum. Un besoin incontournable de HDL est
observé. Ces molécules se comportent comme des facteurs essentiels de survie. Dans ces
conditions, les cellules A549/8 expriment faiblement le VEGF-A par rapport aux mémes
cellules cultivées en présence de sérum. Une explication a cette observation est que le serum
contient des facteurs de croissance qui activent les réponses UPR- et HIF-dépendantes,
modulent le comportemant cellulaire et induisent le VEGF-A (Barnes and Sato 1980; Sage
1986; Frank et al. 1995; Zhu et al. 1997). Une augmentation de la sécrétion de ce facteur est
observée en hypoxie et en absence de glucose que ce soit en présence ou en absence de
sérum. Dans le cas de carences en glutamine, I’expression des messagers du VEGF-A est
augmentée de maniére tres significative. Par contre, I’expression de la protéine diminue. Une
mesure de la synthése protéique par incorporation de leucine-H® nous a permis d’associer
cette diminution du VEGF-A a un arrét de la traduction. L absence de glutamine n’induit pas
la stabilisation des facteurs de transcription HIF-1 et HIF-2 et n’induit pas de réponse UPR.
L’origine de I’induction des messagers du VEGF-A reste donc encore indéterminée en
absence de glutamine. Une étude du statut métabolique des cellules carencées a également été
effectuée. En absence de glutamine, un taux de 20 % de cellules apoptotiques est observé
alors que ce taux ne dépasse pas les 3 % en hypoxie ou en absence de glucose. Une analyse
par spectrométrie infrarouge montre une augmentation de la consommation de glucose et
d’acides aminés ainsi qu’une diminution de la production d’acide lactique qui restent plus

modérés dans le cas de carence en glutamine que dans le cas de carence en glucose.

En conclusion, nous présentons dans ce travail les conditions expérimentales
permettant I'analyse de parameétres métaboliques peu étudiés du stress ischémique. Nous
montrons que les carences en glucose et en glutamine induisent au niveau transcriptionnel
I’expression du VEGF-A. Ces parametres de I’ischémie peuvent donc contribuer a la
commutation angiogénique indépendamment de I’hypoxie. Les carences en glutamine

induisent uniquement la transcription de ce facteur par des mécanismes indépendants de HIF-

107



1 et de la réponse UPR. Il existe donc plusieurs origines moléculaires de réponse a I’hypoxie
et a la carence en glutamine convergeant vers I’induction des messagers du VEGF-A.

Afin de compléter I'étude des effets des carences en glutamine sur l'induction de la
transcription du VEGF-A, nous allons prochainement analyser I'implication potentielle de
I'AMPK lors de ce stress par une approche comparable a celle utilisée pour la carence en

glucose (cf. page 171)

Article n°1
(En préparation)

108



ARTICLE n°1

109



110



In vitro-studies of the cellular response to nutrient deprivations using a
serum-free medium: a practical approach of various parameters of tumor
ischemia and angiogenesis

Drogat, B.}, Bouchecareilh, M., Petibois, C.2, Déléris G.%, Bikfalvi A.*, and Moenner, M.

'INSERM, Unité E0113; Université Bordeaux 1, Avenue des Facultés, Talence, France;
CNRS, UMR 5084; CNAB, Bio-Organic Chemistry Group; Université Victor Segalen
Bordeaux 2, 146 rue Léo Saignat, 33076 Bordeaux Cedex, France.

Correspondence to: M. Moenner, Tel: (33) 540 008 925. Fax: (33) 540 008 705. E-mail:
m.moenner@angio.u-bordeauxl.fr

Abbreviations: VEGF-A, Vascular endothelial growth factor; UPR, unfolded protein response

Running title: VEGF-A expression under nutrient deprivation.

Key words: angiogenesis, human tumor cells, serum-free cell culture, nutrient deprivation

111



Abstract

Tumor ischemia participates to angiogenesis and to cancer progression by generating various
stresses including hypoxia, nutrient deprivations and accumulation of metabolic wastes. The
contribution of nutrient deprivation to these processes is still not well understood. In addition,
the experimental approach on this question is usually hampered by conventional culture
conditions that required serum and therefore do not represent valid ischemic conditions.
Using a serum-free medium that allows long-term propagation of different types of cells, we
questioned the implication of glutamine and of essential amino-acids deprivations in the
metabolic and angiogenic responses of tumor cells. In human lung carcinoma A549/8 cells
subjected to glutamine deprivation, VEGF-A was up-regulated at the transcriptional level in a
dose-dependent manner. Besides, VEGF-A protein expression was down-regulated in
correlation to the global decrease of the total protein synthesis. VEGF-A protein release also
decreased in the absence of any of the essential amino-acids. Glutamine deprivation rapidly
increases the apoptotic response of the cells, and to a much greater extent than glucose
deprivation. The death response paralleled the up-regulation of the growth arrest and DNA
damage GADD34 mRNA as well as of the transcription factor GADD153/CHOP mRNA.
Besides, VEGF-A mRNA up-regulation was neither associated to HIF-1o accumulation, nor
to the UPR-dependent transcriptional induction of BiP and EDEM encoding genes and to the
X-box binding protein-1 (XBP1) mRNA splicing. These results suggested that, unlike
hypoxia or hypoglycemia, amino-acids deprivation have no direct effect on the VEGF-driven
angiogenic process in various tumors. As compared to the critical effects of hypoxia and of
glucose deprivation, the significance of the tumor cell response to amino-acids deprivation in
relation to the angiogenesis process remains elusive.
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Introduction

In the early development of solid tumors, cancer cells face to an ischemic environment
and consequently triggered adaptive responses that contribute to their survival and to the
neoplastic progression and aggressiveness. Hypoxia, nutrient deprivation and accumulation of
metabolic waste represent common features of most solid tumors and generate cellular
responses leading to the modulation of gene and protein expression patterns (Dang and
Semenza 1999; Vaupel and Hockel 2000; Semenza 2003; Rak and Yu 2004). Blockade of the
signalling pathways that contribute to cell survival in response to these various metabolic
insults is a major prospect of anti-tumor therapy.
Both hypoxia and glucose deprivation activate cellular responses leading to tumor growth
advantage. One significant organic response to these homeostatic imbalances is the triggering
of the angiogenesis process, leading to tumor vascularisation and ultimately tumor
progression (Maltepe, Schmidt et al. 1997; Pugh and Ratcliffe 2003). Up-regulation of
VEGF-A, a major contributor of the angiogenic process, is indeed induced under low oxygen
pressure as well as in low glucose conditions (Shweiki, Neeman et al. 1995; Forsythe, Jiang et
al. 1996; Yun, Lee et al. 2005; Drogat, Auguste et al.). VEGF-A up-regulation may depends
on several and partly independent intracellular triggering pathways, which underlines the need
of a better understanding of the parameters of ischemia in order to optimize therapeutic
strategies.
The effect of other nutrient deprivations on tumor development remains to be better
characterized. Glutamine, for example, is the most abundant amino-acid in tissues and
biological fluids and represents an important nutrient for tumor cell metabolism and growth
(Kovacevic and Morris 1972; Reitzer, Wice et al. 1979; Lazo 1981). In addition to a high
glycolytic rate, tumors cells often exhibit high rates of conversion of glutamine to lactate
(Tannock and Kopelyan 1986; Marx, Mueller-Klieser et al. 1988; Board, Humm et al. 1990),
a metabolic pathway called glutaminolysis. Glutamine consumption by tumor cells lead to
energy production and contributes to the redox equilibrium, protein and nucleic acid
biosynthesis and cell proliferation (Kovacevic and Morris 1972; Kovacevic, Jerance et al.
1988; Portais, Voisin et al. 1996; Mates, Perez-Gomez et al. 2002). Consistently, inhibiting
glutaminolysis decreases tumor growth (Lobo, Ruiz-Bellido et al. 2000), and glutamine
analogues have been tested as anticancer agents (Ahluwalia, Grem et al. 1990).
An increase of both glutaminolysis and glycolysis has been reported in numerous tumor cells,
and the two catabolisms can compensate each other under nutrient deprivation.
Glutaminolysis is thought to represent an energetic alternative to glucose consumption in
glucose-deprivated environment (Helmlinger, Sckell et al. 2002). In addition, cellular
resistance to glucose deprivation is dependent of the consumption of amino-acids including
glutamine (Esumi, lzuishi et al. 2002). Correlations between glycolytic flux rate and
glutamine consumption were established (Tannock and Kopelyan 1986; Portais, Voisin et al.
1996).
Several lines of evidence suggested that an insufficient supply of glutamine may occur in
tumors. Glutamine is present at the 600-800 uM concentration range in blood (Brody 1994;
Bouzier, Quesson et al. 1999). Amino-acids deprivations are more likely to occur in tumor
environment as tumor cells exhibit a higher requirement in amino-acids (Inoue, Bode et al.
1995) and specifically in glutamine (Hirayama, Suyama et al. 1987; Souba 1993).
Experimental data also support the fact that the presence of glutamine in certain types of
tumors come from blood circulation, which suggested an angiogenesis-dependent process for
glutamine uptake (Bouzier, Quesson et al. 1999).
As a necessary step to study the influence of nutrients depletion on tumor cell behaviour and
adaptive response, we report here a study on the influence of glucose and single amino-acid
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restriction on VEGF-A expression. The experimental approach has consisted in using a
serum-free culture medium in order to limit the uncontrolled influence of endogenous serum
components, including growth factors, that act as stress factors and activate the UPR- and
HIF- dependent responsive pathways and modulate the cell behaviour (Barnes and Sato 1980;
Sage 1986; Houlgatte, Wion et al. 1989; Zhu, Johansen et al. 1997; Richard, Berra et al.
2000). The serum-free medium allowed the continuous proliferation of a number of normal
and transformed cells while maintaining their morphological and biological characteristics
(Gospodarowicz 1984; Loo, Rawson et al. 1989; Moenner, Hatzi et al. 1997). Using the
A549/8 human lung carcinoma cell model, we investigated the potential implication of
amino-acids deprivation in the cell response in solid tumors. In these conditions, we showed
that amino-acid deprivations mediate distinct effects from those observed under hypoxia and
glucose deprivation. Whereas hypoxia and glucose deprivation are both potent inducers of
VEGF-A in A549/8 cells, glutamine or single essential amino-acids deprivation do not lead to
the up-regulation of the growth factor. Therefore, amino-acids deprivation likely not
represents an essential parameter of the angiogenic response to tumor ischemia.
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Materials and Methods

Materials

Most of the culture media were from Invitrogen. DME medium without glucose (DMEM
F405) was from Merck Eurolab. High-density lipoproteins (HDL) were obtained as described
(Loo, Fuquay et al. 1987) and purity criteria of each preparation examined as reported
(Moenner, Hatzi et al. 1997). EGF, Insulin, holo-transferrin, fatty acid-free bovine serum
albumin (f-BSA), fibronectin, tunicamycin, oligo(dT);s, L-amino-acids and glucose were
from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA). L-Threonine was from ICN Biomedicals
Inc. Goat and rabbit antibodies against human VEGF-A were from Santa Cruz Biotechnology,
Inc. Primers for mRNA detection are as follows: HK-2, forward primer 5'-atc cct gag gac atc
atg cg-3'; reverse primer 5'- gcc gtc cgg ggt agc aca-3'. PFKFB3 forward primer 5'- ggt gtg
cga cga ccc tac-3'; reverse primer 5'-gta cac gat gcg gct ctg-3'. GADD34, forward primer 5'-
gtg gaa gca gta aaa gga gca g-3'; reverse primer 5'-cag caa ctc cct ctt cct cg-3'. EDEM,
forward primer 5'gct caa ccc cat cca ctg cc-3'; reverse primer 5'-cca gga ggg aac cgg ctc cc-3'.
VEGF-A, forward primer 5'-cga aac cat gaa ctt tct gc-3'; reverse primer 5'-cct cag tgg gca cac
act cc-3', B-actin, forward primer 5'-cgt acc act ggc atc gtg at-3'; reverse primer 5'-gtg ttg gcg
tac agg tct ttg-3', BiP/GRP78, forward primer 5'-cta ctc ctg cgt cgg cgt gt-3'; reverse primer
5'-cga tga gcc gct tgg cgt-3'. CHOP, forward primer 5'-att gac cga atg gtg aat ctg c-3'; reverse
primer 5'-agc tga gac ctt tcc ttt tgt cta-3'. XBP1, forward primer 5'-ctg gaa cag caa gtg gta ga-
3'; reverse primer 5'-ctc ctc cag gct ggc agg-3'. All primers were obtained from Proligo
France. Other compounds were obtained as reported (Moenner, Hatzi et al. 1997; Drogat,
Auguste et al. 2005, submitted).

Cell cultures

The A549/8 human lung carcinoma cell clone was a generous gift from C-J. S. Edgell (The
University of North Carolina at Chapel Hill, Chapel Hill, NC). Cells were grown in a
DMEM/F-12 medium supplemented with 10% fetal calf serum, 100 mg/ml of L-glutamine
and 100 U/ml penicilline/100 pg/ml streptomycine. Cell propagation in serum-free culture
media was performed in culture dishes pre-coated with 20 pg/ml of fibronectin. The serum-
free medium consists of a DMEM/F-12 medium supplemented with 25 pg/ml HDL, 5 pg/ml
insulin, 5 pg/ml transferrin, 2 ng/ml EGF, 1 mg/ml f-BSA and 2 mM glutamine. Cells were
propagated in a humidified 5 % CO, atmosphere at 37°C. Hypoxia experiments were

performed at 3% O, in a Heraeus incubator BB-6060 or at 0.1% O, in a cell culture chamber
connected to a Pro-Ox-P110 controller (BioSpherix, Reyfield, NY). For proliferation assays,
cells were inoculated at low density on 24-well plates in the presence or absence of HDL and
stimulated with insulin and EGF at different concentrations. Culture media were replaced
every two or three days and cells were counted at the end of the experiments using a cell
counter (Coulter). All experiments were performed on subconfluent cells.

Induction of hypoxia and of glucose- or amino-acids-deprivations

Experiments on glucose deprivation was performed as follows: after a 4-day culture in the
complete serum-free medium, cells were washed and incubated for 15 min in DMEM F405 at
37°C. They were then incubated for the indicated period of time in the same medium
supplemented with HDL, transferring, f-BSA, glutamine and increasing concentrations of
glucose. Conditions of glutamine deprivation were obtained using basal DMEM/F-12
medium. For other amino-acids deprivation experiments, a custom made medium was
manufactured by Life Technologies (Life Technologies, France). The medium consists of a
standard DMEM/F-12 to which any of the following L-amino-acids was lacking: Arg, His,
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lle, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Trp, and Val. The modified culture medium was herein reported
as DMEM/F-12** and was supplemented with various concentrations of amino-acids as
required in the experiments.

Measure of VEGF-A by ELISA

Subconfluent cells were incubated in 10-cm dishes for 24h in the indicated culture conditions
and VEGF-A in conditioned media was measured by using a commercial VEGF-A ELISA kit
assay according to the manufacturer's protocol (R&D Systems). Assays were performed in
duplicate or triplicate experiments and calibration curves were obtained with human
recombinant VEGF-A. Results were obtained from at least two independent cultures and were
analysed using the Softmax Pro 4.0 software (Molecular Devices Corporation).

Polymerase chain reaction experiments

Confluent cells were lysed in 78-cm?® culture dishes using the Trizol Reagent kit (Life
Technologies) and total cellular RNA extracted. RNA was then quantified with a UV
spectrophotometer and reverse-transcribed by using oligo(dT);s: 5 pg total RNA was
denatured at 65°C for 5 min, then reverse-transcribed in a final volume of 20 pl containing 4
ul First Strand Buffer (5X), 10 mM DTT, 500 pg/ml oligo(dT);s, 10 mM each
deoxyribonucleoside triphosphate (dNTPs) and 200 U SuperScript Il. The reaction was run
for 50 min at 42°C and then stopped by heating at 70°C for 15 min. After reverse
transcription, 2 pl of template cDNA was subjected to PCR amplification using 5 uM of each
primer and 0.4 U of Tag DNA polymerase (Life Technologies) in the PCR mixture (50 ul)
containing 1x Taq buffer, 5 mM MgCl,, and 10 mM each deoxyribonucleoside triphosphate
(dNTPs). After reverse transcription, 1 ul of template ¢cDNA was subjected to PCR
amplification according to the manufacturer’s protocol. Amplification began with a
polymerase-activating step at 95°C for 5 min, then on cycle at 94°C for 30 s, 60°C for 30 sec,
and 72°C for 45 sec, with a final extension step of 5 min at 72°C. PCR products were
fractionated by electrophoresis in 3 % agarose gel and quantified using KODAK 1D 3.6
software. The cycle number was chosen in the linear part of the curve during the amplification
process. The presence of contaminating genomic DNA was not detected in these experiments.
Real-time quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (q-PCR) analyses were
performed in an MX3000p thermocycler (Stratagene) using the SYBRgreen dye (ABgene,
Epsom, U.K.) as reported (Drogat, Auguste et al. 2005, submitted). The relative abundance of
transcripts was calculated by using g-actin transcript quantity as a standard. The g-PCR was
performed in tetraplicate on two or three independent cell cultures. Homogeneity of PCR
products was controlled by melting point analyses and gel electrophoresis.

Analysis of XBP-1 splicing

Amplification of XBP-1 transcripts was made after reverse transcription by using primers
flanking the XBP1 mRNA splice site. PCR products were size-fractionated by electrophoresis
in 3 % agarose gel and stained with ethidium bromide before observation.

Western Blot Analysis

Subconfluent cells in 10 cm2 dishes -well plates were scraped and lysed at 4°C in lysis buffer
(20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1.5 % CHAPS, protease inhibitors (Sigma P8340), 1 mM
sodium desoxycholate, 1 mM sodium fluoride, pH 8.0). Protein content was determined by
using the BCA protein assay kit and BSA as standard. Total cell extracts (100 pg of protein)
were loaded into each lane and separated on SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE). Prelabeled molecular weight markers were used as migration standards. After
migration, proteins were then transferred to a 0.4-um nitrocellulose membrane (Amersham)
and probed with specific antibodies for human VEGF-A (Santa Cruz Biotechnology). Proteins
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were detected with a secondary antibody coupled to horse radish peroxidase (HRP, DAKO)
for 1 h at room temperature. Peroxidase activity was revealed by using the ECL reagent
(Amersham) followed by autoradiography. Quantitative analyses were performed by using
KODAK 1D 3.6 software.

Protein synthesis determination

A549 cells were grown up to sub-confluence in serum-free or serum-containing media
and were subjected to glucose or to glutamine deprivations. Cells were also incubated in
normal atmosphere or in 3% hypoxia. Protein synthesis was measured by radiolabeling
cultures with *H-leucine (L-Leucine-[3, 4, 5-*H(N)], 170 Ci/mmol, Sigma Chemical Co).
Subconfluent A549 cells in 96-well dishes were washed once in DMEM/F-12** and
transferred in medium without glucose or glutamine as described above for 30 min at 37°C.
Cells were then incubated in the same medium containing *H-leucine (5 pCi/ml, 170
Ci/mmol) and the indicated concentrations of glucose or glutamine at 37°C. After a 24-h
incubation, cells conditioned medium were replaced by TCA 5% for 20 min at 4°C. After five
washes in water, cells were solubilized in NaOH 0.1 M and the *H-leucine incorporation was
determined in triplicate by liquid scintillation counting (Beckman LS 1801). Total protein
amounts were determined by using the BCA protein assay kit and BSA as standard.

Apoptosis measurement

Cell apoptosis was analyzed by flow cytometry using the tetramethylrhodamine
methyl ester (TMRM) mitochondrial selective probe. Briefly, A549/8 cells subjected to
glucose deprivation or to glutamine deprivation were incubated at the end of the experiment
in hepes-buffer saline (HBS) for 45 min at 37°C in the presence of 0.2 MM TMRM (Sigma,
France) and 20 uM verapamil (De Giorgi, Lartigue et al. 2000). Cells were then trypsinized
and measurement of apoptosis was performed by flow cytometric analysis (Partec GmbH,
Minster) using FloMax software (Partec).

Fourier-transform infrared (FT-IR) spectrometry

FT-IR spectrometry was performed in cell-conditioned media for glucose, lactate, and amino-
acids determinations as reported (Petibois, Rigalleau et al. 1999; Petibois, Melin et al. 2000;
Deleris and Petibois 2003). Thirty five microliters of each solution were deposited within the
cell limits of a silicon plate bearing 96 sample cells (Bruker, Germany). The plate was
subsequently placed for 75 min into a drying vacuum (2 mm Hg) to evaporate water. The
plate was finally put into the analysis compartment of a Bruker Tensor 27 spectrometer
equipped with an automated sample carrier (HTS-XT, Bruker), a Globar (MIR) source (7 V),
a KBr beam splitter and a DTGS/B detector (18-28°C). Beam diameter at the sample location
was 6 mm. In all experiments, a 2.0 cm™ resolution was used and acquisitions were performed
using 32 co-added scans in transmittance. Triplicate spectra were averaged before to perform
a curve-fitting of the 1800-1480 and 1300-900 cm™ spectral ranges. The 1800-1480 cm™
spectral range allowed to determine the 6(NH;) absorption of free amino-acids, using the band
centered at 1587 cm™ (Deleris and Petibois 2003). The 1300-900 cm™ spectral range allowed
to determine glucose, glutamine, amino-acids and lactic-acid v(C-O) absorptions using the
bands centered at 1084, 1633, 1585 and 1127 cm™, respectively (Petibois, Melin et al. 2000).
Amino-acids absorptivity was estimated from pure product amino-acids spectra (average of
the 21 amino-acids FT-IR spectra from 10 g/L solutions). Glucose and lactic-acid
absorptivities were also tested using pure product spectra (5 g/L solution for lactic-acid; 10
g/L solution for glucose). Glucose and amino-acids consumption after 24 hours were
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calculated by difference between native and post-culture concentrations within culture media.
Lactate production was determined according to its final concentration within culture media.
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Results

Serum-free medium allows to propagate human tumor A549/8 cells in culture and to
investigate the cellular effect of single nutrient deprivation.

The serum-free medium contained HDL, insulin, EGF and transferrin, all components for
which no significant angiogenic effect was reported in vivo. None of these molecules induced
VEGF-A up-regulation in A549/8 cells, either alone or in combination with others, as
assessed by direct measurement of VEGF-A release in medium using ELISA directed against
VEGF-A, or using a gene reporter assay (not shown). Using this medium formulation, the
A549/8 cells were consistently propagated for 20 passages (doubling times ~ 20 h), although
at a lower rate than in the presence of serum (doubling times ~16 h) (Fig. 1A). The optimal
effects of HDL, insulin and EGF were obtained at concentrations above 20 ug/ml, 5 pg/ml,
and 2 ng/ml, respectively. HDL did not induce cell proliferation (Fig. 1B), but its presence
was an absolute requirement for survival of A549/8 cells (Fig. 1 insert), as cells died after two
days in its absence (not shown). Insulin and EGF independently induced cell proliferation, a
synergistic effect being obtained with the combination of the two peptides. Holo-transferrin
has no apparent short term effect in these experiments, but was nevertheless added in the
medium to avoid possible iron depletion in proliferating cells, of which one consequence
would be the induction of HIF-1-dependent intracellular responses (Le and Richardson 2002).
Using the serum-free culture conditions, we then checked the custom made medium (i.e.
deprived of essential amino-acids; DMEM/F-125*%) for its ability to obtain reliable nutrient
deprivation and to allow cell growth after amino-acids complementation. DMEM/F-12544
was therefore supplemented with each essential amino-acids and compared to the standard
DMEM/F-12 medium in its ability to support A549/8 cell growth for three consecutive
passages. As shown in Figure 1C, the reconstituted medium has similar ability to grow cells
from low density up to confluence than the basal DMEM/F-12 medium. In addition, any
single amino-acid deprivation prevents cell growth in a dose dependent-manner (not shown).
Thus, experiments based on single nutrient deprivation were achievable without any
detectable side effects using these culture conditions.

Effect of glutamine deprivation on VEGF-A induction

Growing cells in serum-free medium provided the opportunity to examine the effect of
amino-acid deprivations on VEGF-A expression. For this purpose, we used either the normal
DMEM/F-12 medium without glutamine or the modified basal medium DMEM/F-1254* (see
methods). As determined by semi-quantitative RT-PCR, decreasing glutamine concentration
in the culture medium lead to a neat increase (~ 4-fold) of VEGF-A mRNA in cells after a 24-
h incubation either in the presence or in the absence of serum. The two detectable transcripts
of VEGF-A (vegfl21 and vegf165) were equally induced as shown by electrophoresis. A
similar inductive effect was obtained on CHOP/GADD153 transcripts in response to the
decrease of the glutamine content, except that a 8- to 10-fold amplification factor was
obtained in the complete absence of glutamine.

As compared to VEGF-A mRNA expression, the VEGF-A protein release under glutamine
deprivation significantly vary according to the culture medium. The basal expression of
VEGF-A was much lower in cells grown in serum-free medium than in serum-containing
medium (0.3 vs. 1 ng/million cells daily), a result that may be explained by the fact that serum
itself induces VEGF-A up-regulation (Brauchle, Funk et al. 1996; Milanini, Vinals et al.
1998). In addition, secretion of VEGF-A decreases when lowering the glutamine content, the
growth factor being barely detectable in the complete deprivation of glutamine (Fig. 3A). A
significant decrease of total protein synthesis was also observed in these conditions (see
below). From low to high concentrations of glutamine, VEGF-A expression level was
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consistently higher in cells grown in serum-containing medium than in cells grown in serum-
free medium. A dose-dependent effect of glutamine on VEGF-A release was observed in the
presence of serum, whereas increasing glutamine from 0.1 up to 2 mM in the absence of
serum did not lead to any detectable up-regulation of the growth factor. The effect of
glutamine deprivation on VEGF-A protein expression also correlates well with the up-
regulation of CHOP mRNA in the two culture conditions (see Fig. 2).

The differences observed in VEGF-A protein expression using cells grown in serum-free or in
serum-containing medium under glutamine deprivation were not observed under other
stresses conditions including hypoxia or glucose deprivation. As shown in Figure 3B, both
hypoxia and glucose deprivation increased VEGF-A expression, the amplification factor of
VEGF-A production being higher in cells grown in serum-free medium.

Expression of VEGF-A by A549/8 cells subjected to essential amino-acids deprivation
We then addressed the possibility that essential amino-acids deprivation may induce VEGF-
A. Using the modified basal medium DMEM/F-125** from which only one essential amino-
acids was absent, we analyzed the release of VEGF-A in similar conditions as above. Results
shown in Table 1 indicated that none of the deprivation led to the up-regulation of the growth
factor.

Metabolic status of A549/8 cells subjected to nutrient deprivations

Several parameters of the cellular response to glutamine and to glucose deprivations were
analyzed, including the proliferation rate, apoptosis and nutrient consumption. Figure 4A
represents the total protein synthesis in cells subjected to different stresses conditions. Values
were also reported as a function of the final number of cells. After 24 h of incubation, 40 %
vs. 60 % increases in cell numbers were observed in the presence of 0.2 mM and 2 mM
glutamine, respectively (not shown). Thus, decreasing the supply of glutamine led to a
gradual cell growth arrest. Linear fitting shows a good correlation (R=0.87) between protein
synthesis and cell number. The consequences of glutamine deprivation were readily
detectable below 0.6 mM glutamine. Since the glutamine concentration in human plasma is in
the same range of concentratiuon (Brody 1994; Bouzier, Quesson et al. 1999), a limitation of
its availability may be expected in tumor avascular tissues. Experiments were also performed
under hypoxic conditions and/or in the complete absence of glucose. Under these conditions,
protein synthesis inhibition and growth arrest were observed at a much lesser extent. Thus,
glutamine deprivation has much more dramatic effects on cell metabolism than glucose
deprivation.

Variations of the cell number in these experiments result of two major cellular activities: cell
proliferation and apoptosis. In order to get also information on the latter one, we used the
TMRM probe distribution as an indicator of the mitochondrial membrane depolarization, an
event observed during cell apoptosis (Heiskanen, Bhat et al. 1999). A low apoptotic index (<
3%) was observed in cells after 24 h of incubation under hypoxia, glucose deprivation or
under combination of the two stresses (Fig. 4B, upper panel). Measures were also performed
with different concentrations of glutamine (Fig. 4B, lower panel). In keeping with results on
cell proliferation and protein synthesis, apoptosis was much more elevated under glutamine
deprivation than in the absence of glucose or in hypoxic conditions: indeed, 20-25 % of cells
were apoptotic under low glutamine (0-0.1 mM) assay conditions.

FT-IR spectrometry was then used to evaluate glucose and amino-acids consumptions as well
as lactate production in A549/8 cells that have been subjected to either glucose or glutamine
deprivation. Cells in serum-free medium were subjected to nutrient deprivations and
conditioned media were then examined by spectral analyses (Fig. 4C). Media obtained under
severe glucose deprivation (< 0.6 g/l) contained residual amounts of the nutrient after a 24-h

120



incubation (Fig. 4C, upper panel). Besides, low glucose availability led to the increase of
amino-acids consumption. The release of lactate by cells also correlated to the initial available
concentration of glucose, and was also detected in low amounts in the complete absence of
glucose. This indicates that other metabolic precursors are consumed in these conditions.
Similar experiments were performed under glutamine deprivation (Fig. 4C, lower panel).
Lowering glutamine availability lead to the increase of both glucose and amino-acids
consumption, and also to the decrease of lactate production. This suggests that glutaminolysis
significantly contribute to lactate production in these cells. In conclusion, incubating cells
with glutamine concentrations below 0.6 mM lead to a number of cellular responses that
include the up-regulation of VEGF-A mRNAs, cellular growth arrest, protein synthesis
inhibition, and metabolic consumption of amino-acids and glucose.

Glutamine deprivation and the UPR signalling pathways

Glucose deprivation lead to the activation of the UPR-dependent cell signalling in A549/8
cells and also induced VEGF-A expression through HIF-1-independent pathways (Drogat,
Auguste et al. 2005, submitted). As glutamine deprivation also induces VEGF-A mRNA up-
regulation, its potential effect on HIF-1a accumulation was therefore analyzed and the
expression of the UPR-activated genes BiP, EDEM, GADD34 and CHOP was determined. A
significant decrease of HIF-1o. protein was observed in cells subjected to glutamine
deprivation for 4, 8 or 24h, whereas hypoxic conditions induced a consistent accumulation of
the transcription factor compared to control conditions (Fig. 5B). The decrease in HIF-1la
content likely depends on the arrest in protein synthesis which is reported above. As shown in
Figure 5B, BiP and EDEM transcripts were up-regulated to a small extent only (from 1.5- up
to 2-fold increase), which suggests that the IRE-1 and ATF6 trans-membrane proximal
sensors of the UPR were not consistently activated in these conditions (Yoshida, Haze et al.
1998; Yoshida, Matsui et al. 2001). More specifically, the slight increase in EDEM transcripts
indicated that the IRE1/XBP1-dependent pathway of the UPR signalling was not active, a
conclusion that is strengthened by the fact that no significant splicing of XBP1 mRNA
occurred in these conditions (Fig. 5C). Besides, GADD34 and GADD153/CHOP mRNAs
were highly induced in the absence of glutamine. So far, the expression of GADD34 and
CHOP have been associated to the activation of the elF2a/ATF4-dependent signaling
pathway. Phosphorylation of elF2a also lead to the inhibition of protein synthesis, which
provide a possible clue to the inhibitory effects observed in A549/8 cells in these conditions.
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Discussion

Ischemia occurs in solid tumors as the consequence of active cancer cell proliferation, leading
to the decrease of available oxygen and of various nutrients as well as to the loss of waste
removal. Together or separately, these characteristic features of tumor ischemia modulate the
cell behaviour and induce stress responses that may direct cells to death by apoptosis or
necrosis or, instead, contribute to the aggravation of the tumor phenotype by selecting
transformed cell clones that present an increased tolerance to low oxygen conditions or to
nutrient starvation (Vaupel, Kallinowski et al. 1989; Dang and Semenza 1999). At the tissue
level, hypoxia and glucose deprivation also participate in the development of the angiogenic
process to relieve ischemia (Maltepe, Schmidt et al. 1997; Pugh and Ratcliffe 2003), therefore
ultimately leading to the unlimited tumor growth.

Glutamine is the most abundant amino acid in tissues and body fluids and represents a major
source of carbon and energy in cells. Glutamine can be synthesized by mammal cells and is a
non essential amino acid. However, under certain circumstances, especially in cells that
exhibit high metabolic rate, its de novo synthesis may become insufficient and glutamine is
then referred as to a conditional essential amino-acid. This situation is most likely to occur in
tumor environment as transformed cells are able to rapidly catabolize glutamine and are
considered as avid for this amino-acid (Souba 1993; Medina 2001). Thus, glutamine-
limitation is likely to occur at certain stages of tumor development and to influence the
metabolic behaviour of tumor cell. Indeed, the glutamine content in xenografted tumors was
shown to inversely correlate to the rate of cell proliferation and to be lower in rapidly dividing
tumors than in normal tissues (Sebolt and Weber 1984). Under such conditions, blood vessel
formation may represent an essential step for the import of exogenous glutamine to tumor
tissues (Bouzier, Quesson et al. 1999). Understanding the effects of glutamine deprivation
will help to consider tumor adaptation to ischemia. For example, it has been suggested that
glycolysis-impaired tumors may use glutamine as an alternative source of energy
(Helmlinger, Sckell et al. 2002). The cellular resistance to glucose deprivation is dependent of
the consumption of amino acids including glutamine (Esumi, lzuishi et al. 2002). Inhibiting
glutaminolysis, the metabolic pathway that produces pyruvate and energy from glutamine,
decreases tumor growth (Lobo, Ruiz-Bellido et al. 2000).

Lowering the availability of amino acids lead to a decrease in protein synthesis and to the
alteration in mRNA stability and transcription (Marten, Burke et al. 1994; Pain 1994; Aulak,
Mishra et al. 1999). We thus aimed to know whether amino-acid deprivation represented an in
vivo stress that could induced functionally active VEGF-A. We therefore checked for the
effects of the deprivation of glutamine and of the essential amino acids lle, Leu, Lys, Met,
Pro, Thr, Trp, Val, Arg and His, the two later one being essential in the diet of juvenile only.
Our results show that in culture, the proliferation rate and protein synthesis of carcinoma cells
A549/8 decreases under amino-acid limitation. The effect was significantly observed with
glutamine concentration decreasing below 600 puM. As the blood content in glutamine is in
the 600-800 uM range (Bouzier, Quesson et al. 1999), a limitation in the supply of this amino
acid may occurred in avascular tumor tissues.

A significant increase of VEGF-A mRNA expression was observed in A549/8 cells subjected
to glutamine limitation. However, this effect has probably no direct consequence on the
VEGF-A mediated angiogenesis process since a detrimental effect of glutamine deprivation
on VEGF-A protein expression was observed in parallel in this cell model. Glutamine
limitation also lead to apoptosis of A549/8 cells, which is consistent with the effect obtained
in other cell types (Petronini, Urbani et al. 1996; Papaconstantinou, Hwang et al. 1998; Mates,
Perez-Gomez et al. 2002). VEGF-A mRNA up-regulation in response to glutamine starvation
did not resulted of HIF-1a protein accumulation, as HIF-1o was not stabilized in such stresses
conditions. Rather, the amount of the transcription factor clearly decreases when compared to
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control experiments. This effect paralleled the decrease in the total protein synthesis which is
observed during glutamine deprivation. A similar result was recently obtained in other cell
types subjected to glutamine deprivation in hypoxic conditions, indicating that glutamine
deprivation indeed negatively interfere with the HIF-1-dependent response (Kwon, 05, 4694).
In addition, glutamine deprivation did not activate the IRE-1 proximal sensor of the UPR, a
potent inducer of the up-regulation of VEGF-A expression (Drogat, Auguste et al. 2005,
submitted). Indeed, no detection of the spliced form of XBP1 mRNA was observed under
these conditions. Besides, EDEM mRNA, whose expression is under the control of XBP1
(Lee, Iwakoshi et al. 2003; Yoshida, Matsui et al. 2003), was not significantly up-regulated.
Our studies indicated that nutrient limitations may be consistently studied in vitro in the
absence of serum. The reported culture conditions allow to optimize the control of metabolic
deprivations. We observe that glucose and glutamine deprivations are much more armful for
cell cultured in serum-free medium, compared to cells grown in serum-containing conditions,
probably because no alternative or compensatory metabolic pathways are being triggered in
the absence of serum components. In addition, we found that VEGF-A mRNA inductions
under glucose or glutamine starvations was higher in the serum-free medium. The culture
model used in this work is therefore suitable for the analyses of single or combined
deprivations.

In conclusion, distinct parameters of ischemia may contribute to VEGF-A induction via partly
independent triggering pathways. In addition to the HIF-1-dependent response mediated in
hypoxic conditions, A549/8 cells subjected to glucose deprivation undergo an IRE-1
signalling response that also lead to both mRNA and protein VEGF-A induction (Drogat,
Auguste et al. 2005, submitted). Finally, glutamine deprivation also activate VEGF-A mRNA
accumulation by using alternative activating pathways, although an adverse effect was
observed in these condition on protein synthesis. Studies of the cell responses to various
stresses under ischemia are of a specific concern for the therapeutic blockade of the
angiogenesis process and of the survival cell response.
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LEGEND OF FIGURES

Figure 1: Long-term propagation of A549/8 cells in serum-free medium. (A) A549/8 cell-
propagation in a basal DMEM/F-12 medium containing 10% FCS (+ FCS) or in the serum-
free medium (- FCS) consisting of DMEM/F-12 supplemented with 25 pg/ml HDL, 5 pg/ml
insulin, 5 pg/ml transferrin, 2 ng/ml EGF and 1 mg/ml f-BSA. (B) Effects of HDL, insulin
and EGF on the proliferation of A549/8 cells in serum-free medium. Cells were inoculated at
10,000 cells/cm? in serum-free medium as above and in the presence or absence of insulin and
EGF. After 5 days of culture, cells were trypsinized and counted using a cell counter. The
error bars correspond to standard deviations of triplicate analyses. Insert represent the
morphology of A549/8 cells grown in serum-free medium with or without HDL. Cells were
observed by phase-contrast microscopy after fixation and staining with May-Grunwald-
Giemsa.

Figure 2: Effect of glutamine deprivation on VEGF-A mRNA expression in A549/8 cells.
A549/8 cells were incubated for 24 h in serum-containing or in serum-free medium without
EGF and insulin and in the presence of various concentrations of glutamine. After a 24-h
incubation, expression of VEGF-A, CHOP, and B-actin mRNAs was determined by semi-
quantitative RT-PCR. A typical electrophetic pattern is presented. Quantitative data were
obtained from a total of different 3 runs of reverse transcriptase and PCR. Values correspond
to the sum of the expression of VEGF1,; and VEGF5 transcripts. Results were normalized
using B-actin as standard, one arbitrary unit (AU) corresponding to mRNA expression by cells
in normal conditions and in the presence of 10 % FBS.

Figure 3: Effect of glutamine deprivation on VEGF-A protein release.

A) A549/8 cells were incubated for 24 h in serum-containing (open bars) or in serum-free
(closed bars) medium and in the presence of various concentrations of glutamine. Expression
of VEGF-A was determined by ELISA in cell-conditioned media. B) Expression of VEGF-A
by A549/8 cells subjected to hypoxia and to glucose deprivation in serum-free and serum-
containing media. A549/8 cells were incubated for 24 h in serum-containing (open bars) or in
serum-free (closed bars) medium in normoxic condition (Ctrl), under hypoxia (Hx), glucose
deprivation (Hg) or hypoxia and glucose deprivation (Hx/Hg). Conditioned media were
collected and VEGF-A content was quantified by ELISA. Mean results were obtained from
triplicate culture cells. The error bars corresponds to standard deviation for each
determination.

Figure 4: Metabolic status of A549/8 cells subjected to glutamine and to glucose
deprivations. A549/8 cells were incubated for 24 h in serum-free medium without EGF and
insulin and in the presence of different concentrations of glucose or glutamine. A) Effect of
glutamine deprivation and of different stresses on protein synthesis and on cell growth. Cells
were incubated in (96-well plates) in the presence of decreasing amounts of glutamine (2, 0.6,
0.2, 0.1 and 0 mM; values reported in parenthesis), or under hypoxic-, hypoglycaemic or
hypoxic/hypoglycaemic condition (Hx/Hg). Protein synthesis was measured by incorporation
of *H-leucine into TCA-insoluble material. Cells were numerated at the end of the
experiment. Error bars correspond to standard deviations of triplicate determinations, B)
Apoptosis measurement. Cells were incubated in (24-well plates) for 24 h under the indicated
conditions. Cells undergoing mitochondrial depolarization were assimilated to apoptotic cells
and were identified in the total cell population by flow cytometry using the TMRM reagent.
Upper panel: cells grown in control conditions (CTRL) or subjected either to hypoxia (Hx),
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glucose deprivation (Hg) or to hypoxia plus glucose deprivation (Hx/Hg). Lower panel: cells
incubated with various concentration of glutamine. Values are the mean value + SD of three
determinations. C) FT-IR spectrometric analyses were performed on conditioned media of
A549/8 cells incubated for one day in 24-well plates in the presence of various concentrations
of glucose (upper panel) or glutamine (lower panel). Amino-acids, lactate and glucose
contents were evaluated at the end of the experiment and represented as a function of the
initial concentrations of glucose and glutamine in the medium. Analyses were performed in
triplicate and FT-IR spectra were averaged. The 1700-1480 cm™ spectral range was used to
determine variation of the absorption of free amino-acids, using the band centered at 1585 cm’
! The 1300-900 cm™ spectral range was analyzed to determine glucose and lactic-acid v(C-O)
absorptions, using the bands centered at 1084 and 1127 cm™, respectively. The band centered
at 1633 cm™ was used to determine variation of the absorption of glutamine.

Figure 5: UPR and HIF-1-dependent signalling pathways in A549/8 cells subjected to
glutamine deprivation. A) HIF-1a and HIF-2a0 were not induced in cells submitted to
glutamine deprivation. A549/8 cells were incubated in serum-free medium and the presence
of the transcription factors HIF-1a and HIF-2a was examined by Western blot analyses after
migration on a 8 % PAGE using anti-HIF-1a. and anti-HIF-2o0 antibodies. Hundred
micrograms of total protein extract were loaded in each well and B-actin (not shown) was
used as the internal control. B) The expression of the UPR-induced genes BiP/GRP78,
EDEM, GADD34 and CHOP was comparatively analyzed by real-time quantitative PCR in
A549/8 cells incubated 24 h in serum-containing (10% FCS) or serum-free medium and in the
presence or absence of glutamine. VEGF-A mRNA expression (sum of intensities of VEGF;,;
and VEGF16s MRNAS) was also measured. Logarithmic scale was used to represent the fold-
amplification of gene transcripts. Results were normalized using B-actin mRNA detection.
The dotted line represents basal values (x1 amplification) of transcripts expression obtained in
the presence of 2 mM glutamine (control conditions). Values above bars correspond to the
amplification factor. C) XBP-1 mRNA splicing analyzes by RT-PCT. A549/8 cells were
exposed for 4 h to hypoxia (Hx), to the presence of 5 pg/ml tunicamycin (TUN) or to
glutamine deprivation. PCR analyses and electrophoresis were performed as indicated in
material and methods. Xbp1" and Xbp1® correspond to the unspliced and spliced forms of the
transcripts, respectively.
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Essential VEGF-A release
Amino-acid | (% of the control = STD)
Control 1000 # 10.6
Glutamine 766 11.8
Arginine 816 + 6.6
Histidine 909 15.9
Isoleucine 866 18.2
Leucine 80.1 20.9
Lysine 89.8 + 14.5
Methionine 812 8.0
Phenylalanine| 79.6 % 24.3
Threonine 806 7.7
Tryptophane 86.1 + 10.8
Valine 814 + 12.9

Table 1: Release of VEGF-A by A549/8 cells subjected to single amino-acids depletion in
serum-containing medium. A549/8 cells were grown to confluence in the complete serum-
free medium and incubated for 40 h in the same culture medium deprived of a single essential
amino-acid. Expression of VEGF-A was then measured in cell-conditioned media by ELISA.
The 100 % value corresponds to the value obtained in the presence of every amino-acids
(control experiment).
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2. La voie de signalisation dépendante de IRE1 est indispensable & I’induction du
VEGF-A en réponse a I’ischémie tumorale
(Article n°2)

Les tumeurs solides se développent initialement en absence de vascularisation et sont
soumises a divers stress cellulaires constituant autant de parametres de l'ischémie tumorale.
Les cellules tumorales répondent a ces stress en déclenchant des voies de signalisation
diverses qui peuvent contribuer a la commutation angiogénique et au développement tumoral.
Parmi ces stress, I’hypoxie tissulaire a été le plus étudié. Elle induit diverses réponses
cellulaires incluant des adaptations métaboliques et la résistance a I’apoptose ainsi que des
réponses tissulaires comme l'angiogenése tumorale et les métastases (Semenza 2003). Un
autre parametre critique de I’ischémie tumorale, la limitation en glucose, est a I’origine
d’événements cellulaires métaboliques variés pouvant avoir des conséquences sur la survie et
I'agressivité tumorale (Spitz et al. 2000; Kaufman et al. 2002; Hardie 2003). L hypoxie et la
carence en glucose sont impliquées dans I’induction de I’expression du facteur angiogénique
VEGF-A (Shweiki et al. 1995). Cependant si les mécanismes d’induction du VEGF-A en
condition d’hypoxie sont bien connus et sont contr6lés par HIF-1 (Semenza 2003), les
carences de glucose font intervenir des mécanismes peu connus et pouvant étre indépendants
de la signalisation dépendante de HIF (lyer et al. 1998; Kotch et al. 1999). Ces deux
paramétres de I’ischémie tumorale sont également a I’origine d’une réponse cellulaire
caracteristique du stress du RE appelée UPR (unfolded protein response) (Kaufman et al.
2002) pouvant moduler différents aspects du développement tumoral (Ma and Hendershot
2004).

Les objectifs de ce travail ont d’abord été de mieux caractériser les mécanismes
menant a I’induction du VEGF-A en absence de glucose en comparaison avec I’hypoxie. Puis
en considérant que ces deux stress induisent le VEGF-A (Abcouwer et al. 2002), nous avons
étudié I’implication de la signalisation UPR dans I’expression de ce facteur et lors du

développement tumoral.

Afin d’inactiver la voie de signalisation cellulaire associée au stress du RE et
dépendante d’IRE1, différentes lignées de cellules tumorales ont été transfectées avec un
vecteur permettant la surexpression d’un dominant négatif (DN) de cette protéine. Nous
avons utilisé deux constructions différentes de dominants négatifs : dans la premiére, les
domaines cytosoliques a activité sérine/thréonine kinase et endoribonucléase ont été

remplaces par la protéine adaptatrice Nckl ; dans la deuxieme, une mutation K599A inhibe le
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domaine protéine kinase de IRE1. Ces DN conservent la capacité de lier la protéine
chaperonne BiP et de se dimériser avec les protéines IREL1 endogénes en bloquant leurs

activités.

Les résultats obtenus au cours de cette étude sont présentés dans I’article n°2 : « IRE1
signaling is essential for ischemia-induced VEGF-A expression and is involved in
angiogenesis and tumour growth in vivo. » et dans les résultats complémentaires présentés
page 169.

Dans ce travail nous montrons que les cellules humaines de carcinome pulmonaire
A549/8 soumises a des limitations en glucose ou a des conditions d’hypoxie induisent une
augmentation des messagers et des protéines du VEGF-A. L’absence de glucose provoque
une induction du VEGF-A qui n’est pas corrélée avec I’accumulation des facteurs de
transcription HIF-1 et HIF-2 et qui n’active pas la voie dépendante de HIF-1, contrairement &
ce que I’on observe en hypoxie. En carence de glucose, le VEGF-A est secrété sous une
forme déglycosylée et active. Enfin, en réponse a une carence de glucose, mais pas en
hypoxie, I’augmentation des ARNm du VEGF-A est corrélée a lI'induction de la transcription
de genes sous la dépendance de I’UPR (BiP, CHOP, GADD34, EDEM) ainsi qu’a I’épissage
non conventionnel de XBP-1. L’expression d’EDEM et I’épissage d’XBP1 sont des
événements spécifiques de la voie de signalisation UPR dépendante de IRE1 (Schroder and
Kaufman 2005a).

Dans différentes lignées de cellules tumorales (A549/8, U87 et C6) surexprimant un
transgéne IRE1-DN, I’expression des messagers du VEGF-A diminue significativement en
absence de glucose mais également en condition d’hypoxie. De plus, I’induction du VEGF-A
est totalement inhibée en réponse a ces deux stress dans des fibroblastes embryonnaires de
souris déficients pour IRE1 (IRE1™), contrairement & ce qui est observé dans des cellules de
type sauvage (IRE1*™).

En utilisant le modéle in vivo de la membrane chorion-allantoidienne de poulet, nous
montrons que les tumeurs A549/8 IRE1-DN surexpriment le VEGF-A plus tardivement que
les tumeurs A549/8 de type sauvage. La formation de vaisseaux est significativement ralentie
dans les tumeurs A549/8 IRE1-DN. Les génes BiP et CHOP sont activés dans les deux types
de tumeurs tandis que ceux dépendants de HIF-1 (PFKFB3 et HK-2) ne sont pas induits.
Enfin, des cellules de gliome humain U87 IRE1-DN implantées dans le cerveau de souris
« nude » forment des tumeurs 2 a 4 fois plus petites que celles provenant de cellules U87 de

type sauvage.
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Ainsi, nous montrons ici que des stress ischémiques distincts peuvent mener a la
surexpression du VEGF-A par des voies en partie distinctes. IRE1 apparait ici comme un
dénominateur commun de I’induction du VEGF-A par la voie de signalisation UPR et celle
dépendante de HIF-1.

Nos résultats montrent également que la signalisation UPR représente une réponse
métabolique essentielle de [I'ischémie tumorale et identifient IREL1 comme une cible
thérapeutique potentielle pouvant contréler I’induction de I’angiogenese ainsi que le

développement des tumeurs solides in vivo.

Article n°2
(Soumis)
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hypoxia

In solid tumours, cancer cells subjected
to ischemic conditions trigger distinct
signaling pathways which contribute to
the angiogenic switch and tumour
development. The hypoxic component of
ischemia leads to the well-documented
activation of HIF-1-dependent signaling
pathways. Alternatively, glucose
deprivation, another feature of tumour
ischemia, has been shown to induce a set
of complex intracellular signaling events
known as the Unfolded Protein Response
(UPR). In this study, we demonstrate that
IRE1 activation and signaling is a
common molecular determinant linking
hypoxia- and hypoglycemia- dependent
responses to the upregulation of VEGF-A
in various tumour cell models and in
mouse embryonic fibroblasts. Indeed,
tumour cells expressing a dominant-
negative IRE1 transgene as well as Irelo-
null mouse embryonic fibroblasts were
unable to trigger VEGF-A upregulation
upon either hypoxic conditions or glucose
deprivation. Expectedly, these data
correlated with a reduction of tumour
angiogenesis and growth in vivo. Our
results demonstrate the essential role
played by IREL1 in response to ischemia
in tumour cells and identify this protein
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as a potential therapeutic target to
control both the angiogenic switch and
tumour development.

Solid tumours initially develop in the
absence of vascularization and are subjected
to various growth constraints generated
during tumour ischemia. Amongst those, a
decrease in oxygen pressure in tissues
induces a pleiotropic cellular response
which includes metabolic adaptation,
apoptosis and angiogenesis, mainly through
stabilization and accumulation of the
hypoxia-inducing transcription factor HIF-
la (1). Alternatively, limited glucose supply
triggers a complex and diversified primary
response including ATP depletion (2),
expression of proteins and lipids that exhibit
altered profiles of glycosylation (3,4), and
release of reactive oxygen species (ROS)
(5). These in turn may have different
metabolic consequences in the control of
cellular redox potential, protein trafficking
and more generally in tumour cell survival
and aggressiveness (5-7). Both glucose
deprivation and hypoxia activate a
characteristic stress signaling pathway in
the endoplasmic reticulum (ER) named the
unfolded protein response (UPR) (7). The
significance of the UPR in mammals has



been reported in several physiological and
pathophysiological situations (6,8).

The UPR consists of a translational
attenuation process and of a transcriptional
activation of specific target genes mainly
encoding regulatory proteins such as
resident molecular chaperones. These
events are under the control of three major
transmembrane resident types of proteins,
namely the PRK-like ER kinase (PERK),
the activating transcription factor-6 (ATF-
6), and the inositol-requiring enzymes 1
(isoforms IREla and IRE1B) (8). Upon ER
stress, PERK activation leads to the rapid
phosphorylation of the translation initiation
factor elF2a (9) which in turn leads to
translation attenuation. PERK activation has
been linked to translation inhibition under
hypoxic stress (10). IRE1 proteins possess
both intrinsic  protein  kinase and
endoribonuclease activities in their cytosolic
domain. Upon ER stress, the RNase splices
an unconventional intron in the X-box-
binding protein 1 (XBP1) mRNA which
leads to a frame shift resulting in the
translation of a stable transcription factor
involved in the transcription of ER
regulatory proteins such as EDEM (11).
Recently, XBP1 has been shown to be
essential to the survival of transformed cells
in response to hypoxia (12).

VEGF-A is a proangiogenic protein
essential to vasculogenesis and normal
angiogenesis and also a key determinant of
tumour neovascularization (13,14).
Physiological stresses inflicted to tumours
in ischemic conditions such as hypoxia
(15,16), nutrient deprivations (16-18),
acidosis (19) or the increase of ROS (20)
induce VEGF-A expression as part of the
tumour response to ischemia and therefore
may  each  contribute to  tumor
vascularization and development. However,
at the moment, it is not clear whether the
respective intracellular signaling pathways
triggered in response to these stresses share
any common metabolic determinants,
therefore impeding the research of
multivalent therapeutic agents. For example,
hypoxia mediates VEGF-A expression
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through HIF-1-dependent
activation (21,22). Besides, VEGF-A
upregulation in response to glucose
deprivation is HIF-1 independent in several
(18,23-25), but not all (26-28) cell models.
An increase of the stability of VEGF-A
transcripts has been reported under both
stresses in tumour cells (16,18,29). Thus far,
although the intracellular events leading to
VEGF-A up-regulation in response to
glucose  deprivation  remain  poorly
characterized, a role for the AMP-dependent
protein kinase has been suggested (18).
Considering that both hypoxia and glucose
deprivation activate the UPR, and since
VEGF-A is also a transcriptional target of
ER stressors such as tunicamycin or
thapsigargin (17), we tested whether the
UPR could represent a critical parameter in
the regulation of VEGF-A expression in
tumour development. Here, we demonstrate
that the ER proximal signaling molecule
IRE1 is a key regulator of VEGF-A
expression upon hypoxia and hypoglycemia
in three different tumour cell lines. In
addition, we show that IRE1 is involved in
tumour growth and angiogenesis in vivo.
We propose a model in which IRE1 may
represent a ubiquitous signaling component
of tumour cells growth and plasticity.

transcriptional

Experimental Procedures

Reagents - Culture media were from
Invitrogen. DME medium without glucose
(DMEM F405) was from Merck Eurolab.
High-density lipoproteins (HDL) were
obtained as previously described (30). EGF,
Insulin, holo-transferrin, fatty acid-free
bovine serum albumin (f-BSA), fibronectin
and tunicamycin were from Sigma
Chemical Co. (St Louis, MO, USA). Human
VEGFs—encoding baculovirus was a kind
gift of Dr. Jean Plouet (CRCIL-Unité 689,
Paris, France). Desmine mouse monoclonal
antibodies were from Dako. FITC-SNA-1
was from Vector Laboratories. Goat and
rabbit antibodies against human VEGF-A
were from Santa Cruz Biotechnology, Inc.
All the primers wused in this study



(Supplementary Table 1) were purchased
either from Proligo (France) or AlphaDNA

(Canada). Oligo(dT)15 was  from
Invitrogen.
Cell culture - A549/8 human lung

carcinoma cells were grown in a DMEM/F-
12 medium (Gibco-Brl) supplemented with
10% FBS, L-glutamine and antibiotics. U87
and C6 cells were grown in DMEM, 1 g/l
glucose supplemented with 10% FBS, L-
glutamine and antibiotics. IREla-null
mouse embryonic fibroblasts (MEFs) and
wild-type MEFs were kindly provided R. J.
Kaufman (31). A549/8 and U87 cells were
stably  transfected  with  pcDNA3/
IRE1a.Nck-1 (32) and rat C6 glioma were
stably transfected with pED IRE1 K599A
(33) wusing Lipofectamine (Invitrogen)
according to the manufacturer's instruction.
A549/8 and U87 cells were selected with
1000 pg/ml and 450 pg/ml G418,
respectively and C6 cells with 250 pg/mi
methothrexate. Three to five independent
clones for each cell line were isolated and
characterized. Experiments using A549/8
cells and MEFs were carried out in serum-
free culture conditions (30). Experiments
using U87 cells and C6 cells were carried
out in DMEM, 2% FBS. Hypoxia
experiments were performed at 3% O; in a
Heraeus incubator BB-6060 or at 0.1% O,
in a cell culture chamber connected to a
Pro-Ox-P110  controller  (BioSpherix,
Reyfield, NY). Glucose deprivation
experiments were carried out as follow for
A549/8 cells: after a 4-day incubation in
serum-free medium, cells were washed and
incubated for 15 min in DMEM F405 at
37°C. Cells were then incubated for the
indicated period of time in DMEM without
glucose supplemented with 25 pg/ml HDL,
5 pg/ml transferrin, 1 mg/ml f-BSA, 2 mM
glutamine and increasing concentrations of
glucose. Alternatively, U87 and C6 cells
were incubated in DMEM without glucose
in the presence of 2% FBS for 8 h.

VEGEF-A ELISA - Subconfluent cells were
incubated in 10-cm dishes for 24 h in the
indicated culture conditions and VEGF was
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measured in conditioned media using a
commercial VEGF ELISA kit (R&D
Systems). The assays were performed in
duplicate or triplicate and calibration curves
were obtained with human recombinant
VEGF-A. Results were obtained from at
least two independent cultures and were
analysed using the Softmax Pro4.0 software
(Molecular Devices Corporation).

RT-PCR - analyses — semi quantitative
analyses were carried out as previously
described (32). RT-gPCR analyses were
performed in an MX3000p thermocycler
(Stratagene) using the SYBRgreen dye
(ABgene, Epsom, U.K.) methodology. The
relative abundance of transcripts was
calculated by using p-actin transcript
quantity as a standard. RT-gPCR were
performed in tetraplicate on RNA from two
or three independent cell cultures.
Homogeneity of PCR products was
controlled by melting point analyses and gel
electrophoresis.

Immunoblot Analyses - Immunoblot
analyses were carried out as previously
described (32).

Chorio-allantoic membrane (CAM) assay
— Fertilized chicken eggs were obtained and
treated essentially as previously described
(34). Five millions A549/8 cells in 20 ul of
DMEM were deposited on the surface of the
CAM. Tumour progression was then
observed daily wunder a Nikon SMZ
stereomicroscope. At days 3, 5 and 7,
tumours were removed and mMRNAs
extracted. Alternatively, tumours were cut
into 10-um cryosections and stained with
hematoxylin-erythrosin ~ for  histological
analyses and observation of the tumour
vascularization. Pericytes were detected by
using mouse antibodies directed against
desmin. Fluorescent labelling was analyzed
by confocal microscopy  (Olympus
Fluoview500). Experiments were performed
at least in tetraplicate.

Intracranial injections and tumour size
measurements — these experiments were
carried out as previously described (35).



Tumour volume was calculated as in (36)
after H&E staining.

Results

VEGF-A expression upon hypoxia and
glucose deprivation in A549/8 cells — The
expression of VEGF-A mRNA and protein
was measured in A549/8 cells subjected to
hypoxic conditions, to a complete
deprivation in glucose, or to both stresses
for 24 hours. As shown in Figure 1A,
VEGF-A  mRNA was constitutively
expressed by these cells and two transcripts
encoding the VEGFy,; and VEGF 45 protein
products were detected. Both hypoxia and
hypoglycaemia led to a 1.5 to 2 fold
increase in  VEGF-A transcripts as
determined by RT-PCR. Interestingly, this
increase was further enhanced when a
combination of both stresses was applied to
the cells (2.5 fold; Fig. 1A). Dose-response
experiments showed that VEGF-A mRNA
increased at glucose concentrations equal or
lower than 0.4 g/l (Fig. 1B). The secretion
of VEGF-A by A549/8 cells was also
assessed by ELISA (Fig. 1C). In normal
culture conditions, ~ 0.2 ng VEGF-A were
secreted per million cells and per day.
Hypoxia or glucose deprivation consistently
increased the amount of the growth factor in
the medium (~ 2.7-fold vs. 2-fold increases
in hypoxia and in the absence of glucose,
respectively). As observed at the
transcriptional level, the effect of glucose
deprivation on VEGF-A expression was
dose-dependent with maximum secretion
observed at concentrations lower than 0.4
g/l (Fig. 1D). The results at the protein level
were therefore consistent with those
reported at the mRNA level.

At a qualitative level, VEGFg5 secreted by
cells subjected to glucose deprivation, but
not in hypoxic conditions, presented an
altered migration on gel electrophoresis and
migrated as a low-molecular weight 38-kDa
protein (Fig. 1E). This may correspond to
the unglycosylated protein (calculated Mr =
38. kDa), a protease-processed form of the
growth factor (37), or to both. To test this,
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cells were incubated in the presence of
tunicamycin, a N-glycosylation inhibitor. In
these conditions, VEGF6s co-migrated with
the 38-kDa VEGF45 expressed by cells in
the absence of glucose. In addition, cells
subjected to glucose depletion in the
presence of tunicamycin expressed the 38-
kDa VEGFgs, therefore excluding the
proteolysis alternative. As expected, these
data confirm that in the absence of glucose,
VEGF65 is not glycosylated. To ascertain
that the increase of VEGF-A production
under glucose deprivation was indeed
associated to an increase of its activity,
VEGF65 was purified from conditioned
media under glucose-deprived conditions
and tested for its ability to induce bovine
aortic endothelial cell growth and survival.
The 38 kDa VEGF¢5 was fully active as
assessed using both the MTT metabolic
assay and cell counting (data not shown).
These results suggest that low glucose
concentration in tumours may indeed
generate a potent angiogenic stimulus.

Hypoxia- and/or glucose deprivation-
activated signaling pathways in A549/8
cells - Since VEGF-A mRNA was
upregulated upon both hypoxia and glucose
deprivation in A549/8 cells, we then
investigated the  potential  signaling
pathways involved in this process. The
expression of HIF-1la and HIF-2o was
detected by immunoblot only in cells
subjected to hypoxia for 6 h (Fig. 2A) but
not under glucose-deprived conditions.
Furthermore, the expression profile of the
genes GLUT-1, HK-2 and PFKFB3, whose
transcription depends on HIF-1a (23,38),
was also determined (Fig. 2B). Consistent
with HIF-1o. protein accumulation, an
increase of the three MRNAs was observed
in cells subjected to hypoxic conditions
(Fig. 2B). GLUT-1 mRNA, but not HK-2
and PFKFB3, was also slightly upregulated
under glucose deprivation (Fig. 2B). These
data indicate that in A549/8 cells, VEGF-A
MRNA accumulation correlated with the
stabilization of HIF proteins in hypoxic
conditions but not under glucose



deprivation. Finally, VEGF promoter-driven
luciferase activity was also measured in
cells subjected to the two stress conditions.
Results indicated that the VEGF promoter
activity was 2 times higher in hypoxic
conditions than in control conditions after a
24-h incubation, whereas no increase was
observed in A549/8 cells incubated in the
absence of glucose (data not shown).
Therefore, as reported in other cell types
(18,24,39), VEGF-A promoter was not
sufficient for the increase of VEGF mRNAs
in A549/8 cells subjected to glucose
deprivation, thus suggesting an alternative
mechanism such as mRNA stabilization
(18,39). Together, these results indicate that
hypoxia and glucose deprivation may both
lead to the upregulation of VEGF-A by
using non-redundant signaling pathways.

An alternative mechanism for VEGF-A
MRNA upregulation under low glucose may
come from the activation of the UPR.
Indeed, the absence of glucose is a well
documented UPR inducer in various cell
models (40) and VEGF-A is a target gene of
well known ER stressors (17). Interestingly,
the expression of four UPR target genes
(BiP, EDEM, GADD34 and CHOP) was
upregulated upon glucose deprivation (Fig.
2C). In addition, although the expression of
these genes was not affected upon hypoxia
alone, the combination of both stresses led
to a further increase in the expression level
of EDEM and GADD34 mRNAs suggesting
the existence of synergistic signaling
pathways. The increased expression of
EDEM mRNA was further confirmed by the
non conventional splicing of XBP-1 mRNA
(Fig. 2D) detected only in the absence of
glucose and upon the combination of both
stresses. The activation of UPR under
glucose deprivation may in addition explain
the increased expression of GLUT-1 mRNA
(Fig. 2B) as previously reported (41,42).
Therefore, the intracellular responses to
hypoxia and to glucose deprivation are
apparently well discriminated in A549/8
cells. These results also show that the
observed increase in VEGF-A mRNA under
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low glucose concentrations correlates with
UPR activation, which suggest that the two
events may be associated.

IRE1-mediated expression of VEGF-A
MRNA - In an attempt to demonstrate a
direct link between the activation of the
UPR and VEGF-A expression upon glucose
deprivation, A549/8 cells were transfected
with a dominant negative IRE1 construct
(IREL.Nck; (32)). Stably transfected clones
(x2) were then assessed for the expression
of the transgene by RT-PCR (Fig. 3A,
insert) and subjected to hypoxia or glucose
deprivation. The expression of VEGF-A
mMRNA was then monitored (Fig. 3A).
Although VEGF-A transcripts were induced
upon hypoxia or in the absence of glucose
in both wild-type cells and in cells
transfected with the empty vector, its
expression remained at a near basal level in
IRE-DN expressing cells. Thus, VEGF-A
MRNA upregulation was inhibited in IRE-
DN expressing cells under glucose
deprivation and also, surprisingly, under
hypoxia. =~ These  observations  were
confirmed at the protein level (Fig. 3B).
These data indicate that in A549/8 cells,
hypoxia- and glucose deprivation- induced
VEGF-A mRNA expression require IRE1
activity. We then sought to extend this
observation to other tumour cell types.
Human U87 glioblastoma and rat C6 glioma
cells were stably transfected with
expression plasmids containing either
IREL.Nck or IRE1.K599A (kinase dead),
respectively. Stably transfected clones (3 of
each) were at first tested for transgene
expression by RT-PCR (Fig. 4A and B,
inserts). Cells were then subjected to
hypoxia or to glucose deprivation and the
expression of VEGF-A mRNA was
monitored using RT-PCR. As reported for
A549/8 cells, the expression of IRE1 DN
prevented VEGF-A upregulation under both
hypoxia and hypoglycaemia (Fig. 4A and
B), therefore suggesting the key role of
IRE1 signaling in the mediation of this
effect. We also examined the expression of
VEGF mRNA in IREla (7) MEFs and in



wild-type MEFs. As shown in Figure 4C,
VEGF-A mRNA had a higher basal
expression level in wild-type cells than in
mutant cells. In addition, both hypoxia and
glucose deprivation led to a significant
upregulation of VEGF transcripts in wild-
type MEFs but not in IRELa(”") MEFs, thus
confirming the essential role of IRE1
signaling in the regulation of VEGF-A
expression under hypoxia or in the absence
of glucose.

IRE1-dependent expression of HIF-la
MRNA - To evaluate the level of
integration of UPR and HIF signaling
pathways, we examined the expression
levels of HIF-1o. mRNA in Ctrl and IRE1-
DN expressing cells subjected to hypoxia.
We noticed that HIF-1a mRNA expression
was dramatically decreased in IRE1-DN
expressing Ab49/8 cells under basal
conditions compared to wild-type cells or to
cells transfected with the empty plasmid
(Fig. 5A). In comparison, HIF-1la mRNA
basal levels were not significantly altered in
IRE1-DN expressing U87 and C6 gliomas
cells (Fig. 5B and C). A different pattern of
HIF-la mRNA expression was also
observed under stress conditions according
to the cell type. Indeed, HIF-1la mRNA
level strongly decreased in A549/8 cells
subjected to hypoxia or to glucose
deprivation, whereas the mMRNA expression
was upregulated in U87 and C6 cells. Such
a discrepancy has already been reported
between different cell types and at different
incubation times (43-45). However, the
observed induction of HIF-1a mRNA in
U87 and C6 glioma cells upon hypoxia was
attenuated in IRE1-DN expressing cells
compared to control cells (Fig. 5 B and C).
These results indicate that IRE1-dependent
signaling contributes either directly or
indirectly to the expression of HIF-1la
mRNA and, consequently, may regulate
VEGF-A mRNA expression in cells grown
in normal conditions or subjected to
ischemic conditions. IRE1la. may therefore
represent a ubiquitous integrating platform
for hypoxia- and/or glucose deprivation-
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induced stress pathways in tumour cells as
indicated in our 4 cellular models.

IRE1-dependent angiogenesis and
tumour growth in vivo — Since IRE1-DN
expressing  tumour cells exhibit a
significantly reduced expression of VEGF-
A under hypoxia and under glucose
deprivation, we investigated the potential
implication of IREla activity on the
development of solid tumours in two in vivo
systems. First, the chicken CAM model (34)
was used to study the angiogenic status of
A549/8-derived tumours (Fig. 6 A-D). The
rationale was to tentatively favour the
nutrient-triggered UPR rather than the
hypoxia-dependent response, based on the
following arguments: 1) hypoxia was
predictably limited in this model because of
the limited thickness of tumours and of its
direct exposure to the air atmosphere (21 %
02), 2) A549/8 cells do not respond to
moderate or severe hypoxia by triggering
the UPR, and 3) nutrient supply was limited
to the CAM side of the tumours. Wild-type
A549/8 cells, IRE1-DN cells or cells
transfected with the corresponding empty
vector were deposited onto the CAM at day
0 and grown up to 7 days (Fig. 6A). Solid
tumours were readily observed at day 3 and
slowly developed up to day 7. Histological
examination of A549/8-tumours did not
allow us to conclude about any significant
differences in tumour development, except
for the neovascularization process (Fig. 6B).
A low number of blood vessels was
observed in the three tumour types at day 3
with a mean value of ~15 vessels per mm?.
The presence of pericytes was not detected
at this time in tumour tissues (data not
shown). The number of vessels then
progressively increased at days 5 and 7 for
the three types of tumours, with a
significantly lower number of vessels being
observed in A549/8 IRE1-DN cell-derived
tumours compared to control cell-derived
tumours (Fig. 6C). These data indicate that
IRE1 activity is involved in tumour
vascularization. The expression of VEGF-A,
BiP, CHOP, HK-2 and PFKFB3 genes



transcripts was also assessed by gPCR in
IRE1-DN cells-, wt cells- and mock cells-
derived tumours. Basal expression of
VEGF-A mRNA was observed at day 0 of
implantation in all tumours. In control
experiments, a slight increase of VEGF-A
expression was observed at day 3, reached a
~3-fold maximum amplification at day 5
and then decreased at day 7. Remarkably, in
IRE1-DN-derived  tumours,  VEGF-A
upregulation was delayed and was only
significantly observable at day 7 (Fig. 6D).
Thus, the expression profile of the
angiogenic factor correlated with the
appearance of blood vessels in tumours.
VEGF-A expression profile also
corresponded to that of the two UPR-related
genes BiP and CHOP. In addition, HIF-1-
dependent HK-2 and PFKFB3 mRNAs were
present in much lower amounts in IRE1-
DN-derived tumours than in control
tumours and did not significantly increase
during tumour development (Fig 6D),
probably due to HIF-la mRNA
downregulation in these cells compared to
control cells (Fig. 4C). Overall, these results
suggest that activation of the UPR may be
linked in vivo to VEGF-A expression.
Although tumour development was not
affected by the expression of IRE1-DN in
the CAM assay, we postulated that tumour
growth may still be affected in IRE1-DN
cells in a more in vivo context. To test this
hypothesis, U87 mock and U87 IRE1.Nck
cells (2 clones of each) were injected in
duplicate in nude mice brains. Thirty-nine
days post-injection, brains were collected
and snap frozen. Serial sectioning of these
brains was carried out and tumour volumes
calculated after H&E staining of the
sections (Fig. 6E). Although IRE1.Nck
expressing cells did not show any
proliferation defect in vitro (data not
shown), tumours issued from U87
IRE1.Nck clones were 2 to 4 times smaller
than tumours issued from mock cells, thus
confirming our initial hypothesis.
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Discussion

The  regulation of  tumour  cells
responsiveness to their ischemic
environment represents a critical step in the
understanding of tumour growth and
development. Tumour angiogenesis, which
Is an essential factor for tumour growth, is
functionally linked to ischemia and to stress
parameters including hypoxia and glucose
deprivation (1,6,46). Hypoxia-dependent
intracellular  signaling cascade mainly
involves  the activation of HIF-1
transcription factor and is associated to
tumour growth via the activation of a
number of genes regulating proliferation,
angiogenesis and cell survival (1). In
particular, the HIF-1-pathway leads to the
upregulation of the angiogenic growth
factor VEGF-A after the binding of HIF-1
on the VEGF-A promoter HRE sequence
(21,22). Glucose deficiency, another stress
whose occurrence has been reported in
tumours (47-50), also promotes VEGF-A
induction in normal and tumour cells in
culture (16,39,51-53). In addition, a
significant role of glucose deprivation has
been linked to tumour angiogenesis.
Although it has been suggested to trigger
VEGF-A upregulation via HIF-1-related
signaling pathways (26-28), evidences for
HIF-1-independent pathways have also been
reported (18,23-25). Overall, the
relationships that may exist between tumour
cells response to hypoxia and to glucose
deprivation, as well as the cumulative
impact of these stresses on tumour growth
remain poorly understood.

In eukaryotes, the response to hypoxia and
to glucose deprivation has been linked to
the ER through the accumulation of
misfolded proteins (40). Under those
circumstances, the ER activates the UPR
signaling network, an adaptive response to
metabolic  imbalances  which  confers
resistance to life-threatening conditions in
cells and tissues. At least two distinct
components of the UPR are involved in the
response of tumour cells to hypoxia. PERK
activation has been identified as a major
factor in hypoxia-mediated inhibition of



translation in Hela cells (10). XBP-1 was
also shown to be essential for tumour
growth in vivo and this effect was
independent of the upregulation of VEGF-A
and FGF2 (12). An integrated regulatory
role of the UPR in tumour development has
also been proposed by Ma and Hendershot
(6).

In an attempt to assess the role of the UPR
in ischemia-mediated tumour growth, we
sought to analyze  tumour  cells
responsiveness to hypoxia and/or to glucose
deprivation. We have evaluated the impact
of UPR activation on the upregulation of the
angiogenic growth factor VEGF-A and on
tumour growth and vascularization. Our
primary target was the proximal ER stress
sensor IRE1, the identified activator of
XBP-1 transcriptional activity (31). We
show that both hypoxia and glucose
deprivation mediate VEGF-A upregulation
through IREL activity in four different cell
models. Indeed, A549/8, U87 and C6
tumour cells expressing the IRE1-DN
transgene lose their ability to respond to
these stresses by increasing VEGF-A
expression. In addition, IREla-null MEFs
as compared to wild-type MEFs, were
unable to upregulate VEGF-A in low
oxygen or low glucose conditions. More
specifically, the results obtained in C6 cells
suggest that IRE1 kinase activity is
sufficient to mediate the observed
regulation of VEGF-A mRNA (Fig. 4).
IRE1 activity may therefore represent an
upstream integrating metabolic signal that
could diverge towards the hypoxia- induced
HIF and  HIF-independent  glucose-
deprivation mediated cellular responses as
proposed in the model presented in Figure
7. Together, these data suggest that IRE1
activity may impact on  tumour
development. Our results obtained in vivo
indeed support this hypothesis. For example
IRE1-DN (A549/8) cell-derived tumours
exhibited a delay in blood vessel appearance
in the chick CAM assay. In addition, IRE1-
DN glioblastoma cell derived tumours
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developed at a slower rate than control cells
in mouse brain.

Since most of the growing solid tumours are
exposed to ischemic conditions in the first
and avascular stage of their expansion,
cancer cells are subjected to increased rate
of genomic alterations. As a consequence
they progressively adapt and develop a
higher tolerance to nutrient deprivation and
hypoxia than normal cells (54-56). Part of
this tolerance is associated to the
constitutive or occasional activation of
specific signaling pathways in such extreme
conditions. The blockade of these rescuing
events at key regulatory points therefore
represents a perspective for the selective
inhibition of tumour growth. Studies aiming
to block HIF-dependent pathways have
been developed as new approaches for
cancer therapy (1). Besides, disruption of
the UPR signaling may also provide a target
to sensitize tumour cells to ischemic
conditions (55). In this context, IRE1
appears as a relevant target that may limit
both UPR signaling and HIF-pathways to
reduce tumour cells plasticity.
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Figure legends

Figure 1: The effect of hypoxia and glucose deprivation on the expression of VEGF-A
by A549/8 cells. Cells were grown up to sub-confluence in 25-cm? culture flasks in serum-
free medium. They were then washed and incubated in normoxic (Ctrl, Hg; 21% 0,) or in
hypoxic (Hx, HxHg; 3% 0,) conditions in the same medium without EGF and insulin, with
(Ctrl, Hx) or without (Hg, HxHg) 3.2 g/l glucose. After a 24-h incubation, conditioned media
were collected and total mMRNA was isolated from cell lysates. A) Expression of VEGF-A
and B-actin mRNA by cells was measured by semi-quantitative RT-PCR after electrophoresis
in a 2% agarose gel. Histogram values represent the sum of the intensities of VEGF12; and
VEGF16s mMRNAs and are the mean value £ SD of triplicate assays. A representative gel
electrophoresis pattern is shown below the histogram. B) Expression of VEGF mRNA by
cells exposed to various concentrations of glucose, as determined by real-time quantitative
RT-PCR (qPCR). Indicated values represent the sum of the expression of VEGF;,; and
VEGF65 transcripts. Results were normalized using B-actin and were representative of three
independent cultures. C) Quantification of VEGF-A proteins accumulation (isoforms
VEGF;,; and VEGFies) by ELISA. D) ELISA determination of the effect of glucose
concentration on the production of VEGF-A. Mean results were obtained from triplicate
culture cells and ELISA were performed in duplicate or triplicate. The error bars corresponds
to standard deviation for each determination. E) VEGFies expressed by A549/8 cells
subjected to glucose deprivation was underglycosylated. Cells were incubated for 24 h in the
indicated conditions and in the presence or absence of 10 pg/ml tunicamycin. VEGFigs in
cell-conditioned media was then concentrated by binding to heparin-Sepharose gel and
revealed by Western blot analysis after migration on a 12 % PAGE under non-reducing
conditions. Recombinant human VEGF¢s prepared from baculovirus was used as a standard
(STD).

Figure 2: Hypoxia- and/or hypoglycaemia- induced signaling pathways in A549/8 cells -
A549/8 cells were subjected to hypoxia (Hx), hypoglycaemia (Hg) or to both stresses (HxHg)
as reported in Figure 1. A) Cells were stressed for 6 h and the presence of the transcription
factors HIF-1a and HIF-2a. was examined by Western blot using anti-HIF-1a (pHIF-1a) and
anti-HIF-2a (pHIF-2a) antibodies. One hundred micrograms of total proteins were loaded in
each well and B-actin was used as the internal control. Experiment was repeated twice with
similar results. B) RT-PCR analyses of mRNA expression of GLUT-1, HK-2 and PFKFB3.
Cells were stressed for 24 h and mRNA levels were determined. Data represents the mean
value + SD of triplicate experiments and are representative of three independent cell cultures.
C) Quantitative RT-PCR analysis of UPR-dependent gene expression. The ratios of gene
expression to B-actin expression were presented as fold induction relative to control
conditions. The results are shown as the mean + SD of triplicate experiments and measures
were performed on two or three independent cultures. D) XBP-1 mRNA splicing by IRE1
was analyzed by RT-PCR: cells were exposed for 4 h to hypoxia or/and to glucose
deprivation (left gel), or exposed for 24 h to decreasing concentrations of glucose (right gel).
PCR analyses were performed using primers flanking the XBP1 mRNA splice site. Xbp1"
and Xbp1® correspond to the unspliced and spliced forms of the transcripts, respectively. The
PCR products were size-fractionated by electrophoresis in a 3 % agarose gel and stained with
ethidium bromide before observation.

Figure 3: IRE1-dependent induction of VEGF-A in A549/8 cells — A549/8 cells were

stably transfected with empty or DN vectors and individual clones expressing high levels of
IRE1 DN were selected. Upon various stresses, VEGF-A expression in DN mutant of IRE1
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(A549/8 IRE1 DN) was compared to that observed in cells expressing the empty vector
(A549/8 pcDNAS3) or in wild type cells (A549/8 wt). A) VEGF-A mRNA expression was
measured by gPCR. The ratios of VEGF-A expression to -actin expression were presented
as fold induction relative to control conditions in A549/8 wt. The insert represents the
expression of IRE1 DN transcript in A549/8 cells as detected by RT-PCR. B) Secretion of
VEGF-A proteins (isoforms 121 and 165) was quantified by ELISA.

Figure 4: Hypoxia- or hypoglycemia- induced VEGF-A mRNA expression is dependent
on IREL1 signaling — VEGF-A mRNA expression was assessed by RT-PCR in U87 cells
(U87 Ctrl) and IRE1 DN cells (U87 IREL.DN) (A), C6 cells (Ctrl) and IRE1 DN cells (C6
IRE1 K599A) (B) and in wt and IRE1"" MEFS (C) under basal conditions (Ctrl), hypoxia
(Hx; 0.1%, 3%, 3% respectively) or in the absence of glucose (Hg). The expression of the
DN construct (A, B) or the wt IRE1 (C), is shown as inserts.

Figure 5: IRE1-dependent expression of HIFla mRNA. Expression of HIF-1o mRNA
was determined by either qPCR in A549/8, A549/8 (IRE1.Nck) (A), or RT-PCR in U87, U87
(IRE1.Nck) (B) and C6, C6 (IRE1 K599A) (C) cells. Cells were either subjected to hypoxia
or glucose deprivation (A549/8) or only to hypoxia (U87 and C6 cells). The ratios of HIF-1a
to B-actin (A549/8) or S16 (U87, C6) mRNA expression are reported as fold induction
relative to Ctrl in wild-type cells. The results in A, B and C are shown as the mean + SD of
triplicate determinations.

Figure 6: VEGF-A upregulation and angiogenesis in A549/8 xenograft tumours
correlated to the expression of UPR-induced genes. Wild type A549/8 cells (A549/8 wt)
or cells expressing either the IRE1 dominant negative (A549/8 IRE1 DN) or the empty vector
(A549/8 pcDNAS3) were deposited onto the CAM. Solid tumours were then grown up and
removed from the CAM at days 3, 5 or 7. Histological numeration of the blood vessels was
realized at each time and gPCR measurement of mMRNA expression of the genes VEGF-A,
BiP, CHOP, HK-2 and PFKFB3 was also performed. A) Experimental model of the chicken
assay (34) and observation of the A549/8-derived solid tumour after 5 days. B)
Representative histological views of A549/8-derived tumours at day 5 for the three cell-
derived tumours. The presence of nucleated chick erythrocytes, of the blood vessels lining
and of the red labelling are indicative of the presence of tumour capillaries and are indicated
by arrows. C) Quantification of blood vessel density at days 3, 5 and 7 was obtained by
counting from 7 to 17 different fields over 3 to 5 different cryosections. The data represents
the mean value £ SD (*p value < 0.01, **pvalue < 0.005). Bar = 100 um. SNA-1 lectin
coupled to FITC and antibodies against human VEGF-R2 coupled to rhodamine were
tentatively used for the detection of blood vessels. However both markers were found to be
widely expressed on the surface of A549/8 cells and tissue discrimination was therefore not
possible in these conditions. In comparison, other human tumour cells produce specific
vessel labelling using similar conditions of treatment. D) gPCR analyses of the mRNA
expression of the gene VEGF-A, of the UPR-dependent genes BiP and CHOP, and of the
HIF-1-dependent genes HK-2 and PFK2Ff3. Measures were performed at days 0 (before
inoculation onto the CAM), 3, 5 and 7. Three to five tumours were pooled for mRNA
extraction and analysis at each stage. Results are represented in fold induction as the mean +
SD of triplicate determinations. E) Measure of intra-cerebral tumour volume after injection
of Ctrl and IRE1.Nck expressing U87 cells (2 pairs of Ctrl/IRE1DN were used respectively
2B6/2C3 and 2D5/6C5). The data are represented as fold inhibition over Ctrl tumour volume
( difference to the mean). The absence of growth inhibition is represented by the dashed
line. The experiments were done twice in duplicate.
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Figure 7 — A model for the role of IRE1 in hypoxia- or glucose deprivation- induced
VEGF-A mRNA and tumour growth — The red lines show inhibitory pathways, the green
lines activating pathways and the blue line indicates a potential effect of IRE1 signaling on
HIF1la mRNA. The thin dashed lines represent pathways described in the literature and the
heavy dashed lines potential pathways revealed by this work.
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Table S1 Primers used in our study

forward primer reverse primer
mVEGF-A 5'-gaa gtc cca tga agt gat cca g-3' 5'-tca ccg cct tgg ctt gtc a-3'
mIRE1 5’-cga cca ccg tat ctc agg at-3’ 5’-gct cag ggg gta agt gat ga-3’
mS16 5'-tgc tgg tgt gga tat tcg gg-3' 5'-cct tga gat ggg ctt atc gg-3'
hGLUT-1 5'-gct aca aca ctg gag tca tc-3' 5'-gga tca gca tct caa agg ac-3'
hHK-2 5'-atc cct gag gac atc atg cg-3' 5'- gce gtc cgg ggt age aca-3'
hHIF-1a 5'-gga gat gtt agc tcc ct-3' 5'- agt ggt ggc agt ggt a-3'
hPFKFB3 5'- ggt gtg cga cga ccc tac-3' 5'-gta cac gat gcg gct ctg-3'
hGADD34 5'-gtg gaa gca gta aaa gga gca g-3' 5'-cag caa ctc cct ctt cct cg-3'
hEDEM 5'gct caa ccc cat cca ctg cc-3' 5'-cca gga ggg aac cgg ctc cc-3'
hVEGF-A 5'-cga aac cat gaa ctt tct gc-3' 5'-cct cag tgg gca cac act cc-3'
hp-actin 5'-cgt acc act ggc atc gtg at-3' 5'-gtg ttg gcg tac agg tct ttg-3'
hGRP78 5'-cta ctc ctg cgt cgg cgt gt-3' 5'-cga tga gcc gct tgg cgt-3'
hCHOP 5'-att gac cga atg gtg aat ctg c-3' 5'-agc tga gac ctt tcc ttt tgt cta-3'
hXBP1 5'-ctg gaa cag caa gtg gta ga-3' 5'-ctc ctc cag gct ggc agg-3'
hIRE1 DN 5'-tca tca cct atc ccc tga gc-3' 5'-aga tgc ttt ccg agc act gt-3'
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Figure 30 : Le VEGF65 de 38 kDa sécrété par des cellules A549/8 soumises a des carences
en glucose est biologiquement actif.

Les cellules A549/8 sont carencées en glucose dans un milieu complet sans sérum pendant 24
heures. Le VEGF¢5 sécrété dans le milieu conditionné est purifié sur une colonne « Hi-trap
heparin HP column » (Amersham) puis dosé par ELISA. Son activité est déterminée sur des
cellules endothéliales BAE. Les cellules sont inoculées a raison de 10000 cellules/cm? dans du
milieu DMEM, 1 % SVF et avec différentes quantités de VEGF6s recombinant humain (e)
ou de 38 kDa-VEGF5 (0). (A) Activité métabolique : aprés 72 heures d’incubation, I’activité
métabolique cellulaire est déterminée par un test WST1. (B) Test de prolifération: un
comptage cellulaire est réalisé apres 3 jours d'incubation en présence de 38kDa-VEGF¢5 et de
VEGF recombinant.
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Figure 31: Etude de I’activité du promoteur du gene du VEGF-A dans les cellules
A549/8.

(A) Représentation schématique de la construction pVEGF-LUC : le gene de la luciférase est
placé sous la dépendance du promoteur humain du VEGF (-2279 a +54) contenant I’élément
de réponse a I’hypoxie (HRE). (B) Les cellules A549/8 sont co-transfectées transitoirement a
la lipofectamine avec le vecteur rapporteur pVEGF-LUC et le vecteur contrble pSV-
Bgalactosidase et la détection de I’activité luciférase est réalisée aprés 24 heures d’incubation
en milieu carencé en glucose ou en hypoxie. Tous les résultats sont normalisés avec le vecteur
contrdle et exprimés par rapport a I’activité du promoteur du gene du VEGF-A en condition
controle.
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3. Résultats complémentaires

3.1. Activité biologique du VEGF¢5 de 38 kDa

Le VEGF-A est une glycoprotéine homodimérique sécrétée possédant de nombreux
ponts disulfures dont I’expression dépend de I’activité de conformation du RE (Ozawa et al.
2001a; Ozawa et al. 2001b). Il est concevable que le VEGF-A sécrété pendant un stress du
RE puisse étre anormalement glycosylé et/ou anormalement conformé ou protéolysé (Houck
et al. 1992) et perde ainsi en partie son activité biologique. Peretz et al (1992) montrent que
I’expression de VEGF-A recombinant par des cellules BHK diminue de 10 % quand ces
cellules sont traitées a la tunicamycine (inhibiteur des N-glycosylations) mais I’activité
mitogene de ce facteur n’est pas affectée. A un niveau qualitatif, le VEGFi65 sécrété par les
cellules A549/8 soumises a une carence de glucose, mais pas dans des conditions hypoxiques
ou de carences en glutamine (cf. article n°1), présente une altération de glycosylation et une
masse moléculaire apparente de 38-kDa (cf. articles n°1 et 2). Peu d’informations existent sur
le repliement du VEGF-A sécrété lors d’un stress du RE engendré par une carence de
glucose. May et al (2005) montrent que la formation de ponts disulfures pendant un stress du
RE d’origine hypoxique ou hypoglycémique est possible par la surexpression de la protéine
ERO1-La par un mécanisme dépendant de HIF-1. Or, la carence en glucose n’induit pas de
stabilisation du facteur de transcription HIF-1 dans les cellules A549/8. En tenant compte des
motifs de glycosylation et des ponts disulfures présents dans le VEGF-A, nous avons cherché
a vérifier I’activité biologique du VEGF;¢5 de 38 kDa sécrété par ces cellules en conditions de
carences en glucose.

Le VEGF-A sécrété par les cellules A549/8 soumises a une carence en glucose
(38kDa-VEGF45) a tout d’abord été purifié et sa capacité a induire la croissance et la survie
de cellules endothéliales aortiques bovines a été examinée. Ce facteur reste entiérement actif
du point de vue métabolique (test WST1, roche) (figure 30A) ou mitogéne sur les cellules
endothéliales (figure 30B). Ainsi, le VEGF45 est sécrété sous une forme active, ce qui
suggere que les carences en glucose peuvent produire des signaux angiogéniques efficaces au

sein des tumeurs.

3.2. Activité du promoteur du VEGF-A en carence de glucose vs. hypoxie
En conditions hypoxiques, mais pas en absence de glucose, I’augmentation de la
transcription des ARNm du VEGF-A par les cellules A549/8 est corrélée avec la stabilisation

du facteur de transcription HIF (cf. article n°2). Ces résultats ont été confirmés par
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Figure 32 : Profils d’expression du gene VEGF-A et des génes de la réponse UPR.

Les cellules A549/8 sont cultivées en milieu complet sans sérum en carence de glucose (e) ou
en condition controle (o). Les ARNm de ces cellules sont ensuite purifiés et I'expression du
gene du VEGF-A et des genes de la réponse UPR est mesurée par gPCR. Les valeurs
obtenues pour chaque gene sont exprimées par rapport a I'expression du gene de la p-actine
qui sert ici de standard. Ces valeurs sont présentées en facteur d'induction, la valeur 1 étant
définie arbitrairement sur la concentration de glucose 3,2 g/l ou sur le temps 0. (A) Expression
du VEGF-A et des génes de la réponse UPR en fonction de la concentration de glucose
pendant 24 heures. (B) Cinétiques d'expression du VEGF-A et des génes de la réponse UPR
en absence ou en présence de glucose. (C) Cinétique d’épissage des ARNm de XBP1 en
absence de glucose. L’épissage n’est pas observé en présence de glucose (non montré).
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I'utilisation de la technique de géne rapporteur utilisant le vecteur pVEGF-LUC (don du Dr.
H. Esumi, Chiba, Japon ; (Kimura et al. 2000)) (figure 31A).

L’activité du promoteur du VEGF-A est augmentée d’un facteur 2 dans les cellules
A549/8 aprés une incubation de 24 heures en hypoxie. L’augmentation est détectable apres 6
heures et maximale aprés 14 heures. En comparaison, aucune augmentation n'est observée en
absence de glucose (figure 31B) aux mémes temps (non montré). D’autres études montrent
gu’en carence de glucose la séquence 3'utr a un role prépondérant dans I'augmentation des
transcrits du VEGF-A (Kotch et al. 1999; lida et al. 2002; Yun et al. 2005).

3.3. Expression des ARNm des génes de réponse au stress du RE

Un mécanisme alternatif de régulation de I’expression des ARNm du VEGF-A en
condition de carence en glucose fait intervenir la réponse UPR. Nous montrons que dans les
cellules A549/8, I’expression de différents genes de réponse au stress du RE (BiP, EDEM,
GADD34 et CHOP) est augmentée en absence de glucose mais pas en condition d’hypoxie
(cf. article n°2). Cette augmentation est corrélée avec I’augmentation de I’expression des
ARNmM du VEGF-A. Nous confirmons ces résultats par des études cinétiques et dose-
dépendantes.
L’ expression des ARNm des genes de la réponse UPR, BiP, GADD34, EDEM et CHOP, est
augmentée pour des concentrations en glucose inférieures a 0,4 g/l (figure 32A), en
correlation avec I’expression des ARNm du VEGF-A et de I’épissage d’XBP1 (cf. figure 2D,
article n°2). Une étude cinétique sur 24 heures montre que I’induction est observable apres 4
heures pour tous les génes dépendants de I’UPR, et aprés 8 heures pour le géne codant pour le
VEGF-A (figure 32B). L'expression des ARNm augmente ensuite progressivement jusqu'a
16-24 heures. L’amplitude de I’effet varie selon le géne étudié : elle est d'un facteur 3 a 4
pour les genes du VEGF-A, BiP et EDEM, et atteint des valeurs proches ou supérieures a 20
pour les génes GADD34 et CHOP.

L’épissage des ARNm de XBP1 en absence de glucose est observable dés 2 heures de

carences, maximal apres 4 heures, et diminue ensuite jusqu’a 24 heures (figure 32C).

3.4. Implication de I’AMPK dans I’expression du VEGF-A en carence de glucose

D'autres voies d'induction potentielles du VEGF-A ont été évoquées dans la littérature.
Yun et al (2005), montrent que les carences de glucose induisent une augmentation des ARNm
du VEGF-A, de GLUT1 et de PFKFB3 dans plusieurs lignées de cellules tumorales par

I'intermédiaire d'un mécanisme indépendant de HIF-1 et sous le contrdle de la protéine kinase
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Figure 33 : Effets de I’AICAR et du composé C sur I’induction du VEGF-A.

Les cellules A549/8 sont préalablement traitées (en noir) ou non (en blanc) avec 10 uM de
composé C pendant 30 minutes puis exposées pendant 24 heures sous les conditions
suivantes : contrble (Ctrl), carence en glucose (Hg), hypoxie (Hx) ou incubation en présence
d’AICAR (500 pM). Les milieux de culture sont récupeérés et le VEGF-A sécrété est mesuré
par ELISA. (A) Effets de I’AICAR et du composé C sur I’expression du VEGF-A. (B) Effets
du composé C en hypoxie ou en carence de glucose. Les résultats sont normalises par rapport
a la sécrétion de VEGF-A dans les conditions de culture contréle.

172



AMP-dépendante (AMPK). Ces auteurs suggéerent que I'induction des ARNm du VEGF-A en
absence de glucose est due a I’augmentation de leur stabilité et que l'activité de I’AMPK est
nécessaire et suffisante pour cette stabilisation. L'AMPK est considérée au niveau metabolique
comme une « jauge a énergie ». Elle est activée par I’AMP, et donc dans des états cellulaires
de faible énergie. L'AMPK inactive par phosphorylation des enzymes clés de processus
anaboliques qui consomment de I'ATP et active des enzymes permettant la production d'/ATP
(PFK2). Elle augmente également le transport transmembranaire du glucose et I'oxydation des
acides gras (Zhou et al. 2001).

Nous avons donc cherché a évaluer I’implication de I’AMPK dans I’induction du
VEGF-A en réponse aux carences en glucose dans notre modele cellulaire. Pour cela, nous
avons utilisé deux composés agissant de maniére opposée : d’une part le 5-amino-4 imidazole
carboxamide riboside (AICAR), analogue de I’AMP, activateur de I'AMPK, et agent
mimétique de signaux de carence en glucose (Hardie et al. 1998) ; et d’autre part le composé C
(L-824150, don de Merck & Co, Inc.), agent bloquant de 'AMPK (Zhou et al. 2001) et
inducteur d'un effet antagoniste a celui de I'AICAR.

Nous avons mesuré la sécrétion du VEGF-A par ELISA sous I’effet d'AICAR et/ou du
composé C. Nous montrons que I’AICAR et le composé C induisent indépendamment une
augmentation de I’expression du VEGF-A (d’un facteur 1,7 et 3, respectivement). Un
traitement avec ces deux agents conduit a la diminution de I’expression du VEGF-A par
rapport & la condition contréle traité uniqguement au composé C (figure 33A).

Lors d’une hypoxie de 24 heures, la sécrétion de VEGF-A est augmentée d’un facteur 3
et un prétraitement avec le composé C induit une diminution de 40 % de cette expression
(figure 33B). En comparaison, la carence en glucose induit I’augmentation de la sécrétion du
VEGF-A d’un facteur 2 avec ou sans traitement par le composé C (figure 33B). Ainsi, nous
n’observons pas d’implication de I’activité de I’AMPK en carence de glucose sur les cellules
A549/8. Toutefois, I’interprétation de nos resultats reste difficilement exploitable. En effet,
nous observons que le composé C a une activité cytotoxique et donc agit vraisemblablement

sur d’autres mécanismes métaboliques. Nous n’avons donc pas poursuivi cette étude.

3.5. Effets de I’hypoxie et des carences en glucose ou en acides aminés sur

I’expression de I’angiogénine

D'autres polypeptides que le VEGF-A sont susceptibles d'étre engagés lors du
développement tumoral suite & des stress hypoxiques et éventuellement hypoglycémiques.

L'angiogénine est un inducteur puissant de la néovascularisation in vivo. Ce facteur est
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Figure 34 : Expression de I’angiogénine sous I’effet de carence en glucose ou d’hypoxie.
Les cellules A549/8 sub-confluentes sont incubées en milieu complet sans sérum dans
différentes conditions : (A) contréle (Ctrl), d’hypoxie (Hx), de carence en glucose (Hg) ou en
hypoxie couplée a une carence de glucose (Hx/HQ) et (B) avec des concentrations croissantes
de glucose. Aprés 24 heures d’incubation, un dosage de I’angiogénine est réalisé par ELISA
sur les milieux conditionnés par les cellules. Ces résultats sont a comparer avec ceux obtenus
pour le VEGF-A (figure 1, article n°2).
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considéré comme un marqueur pronostique potentiel du développement tumoral ainsi que
comme cible thérapeutique du traitement antitumoral ; sa concentration sérique est augmentée
lors du développement de divers cancers et des corrélations sont établies entre son niveau
d'expression tissulaire et I'agressivité de plusieurs types de tumeurs. De plus, des inhibiteurs ou
antagonistes de I'angiogénine ralentissent ou inhibent la croissance tumorale chez la souris
(Pavlov and Badet 2001). L'hypoxie stimule également son expression dans diverses cellules

humaines normales et tumorales (Hartmann et al. 1999; Koga et al. 2000; Pilch et al. 2001).

Les effets de I'nypoxie et des carences nutritives sur I'induction de I'angiogénine ont été
comparés a ceux sur le VEGF-A. La mesure de l'angiogénine est réalisée par ELISA dans les
milieux conditionnés des cellules A549/8 soumises a des conditions d’hypoxie et/ou de
carence en glucose.

Nous observons que I’expression du VEGF-A est induite par I’hypoxie et la carence en
glucose (pour des concentrations inférieures ou égales a 0,2 g/l de glucose) et un effet
cumulatif est observable lorsque I’hypoxie est couplée a une absence de glucose (cf. article
n°2). En comparaison, I’expression de I’angiogénine est faiblement induite en hypoxie et est
réprimée en carence de glucose. De plus, lors d’une carence en glucose couplée a une hypoxie,
I’expression de I’angiogénine est également diminuée (figure 34A). L’effet des carences en
glucose est observé a des concentrations inférieures ou egales a 0,2 g/l (figure 34B). Une étude
de I’expression de I’angiogénine a également été menée sur des cellules carencées pour
différents acides aminés (Arg, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Trp, Val et GIn). Une carence
globale ou individuelle de ces acides aminés n’entraine aucune variation de I’expression de
I’angiogénine (non montré).

Il existe donc des modes de régulation distincts de I’induction de ces deux facteurs

angiogéniques par des cellules soumises a différents stress ischémiques.

4. Statut métabolique cellulaire durant la progression tumorale
(Article n°3)

Les cellules tumorales proliférent initialement en absence de vascularisation dans un
environnement ou se développent diverses contraintes métaboliques associées a I’ischémie
tumorale. Les cellules répondent a ces conditions environnementales hostiles par différents
processus et notamment en modifiant leur métabolisme énergétique pour subvenir a leur
besoin. La mesure de ces altérations métaboliques a été réalisée par spectrométrie infrarouge

(FT-IR, Fourier Transform InfraRed). La spectrométrie FT-IR est une technique analytique
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trées sensible qui permet une analyse des propriétés structurales et physicochimiques des
échantillons biologiques au niveau moléculaire (Petibois et al. 2004). Le but de cette étude a
été de caractériser par spectrométrie FT-IR le statut chimique micro-environnemental des

tissus tumoraux au cours de leur développement.

Nous avons tout d’abord analysé in vitro les variations chimiques intervenant au
niveau cellulaire durant des carences de glucose et/ou des stress hypoxiques. Deux lignées
cellulaires humaines ont été étudiées : les cellules de glioblastome U87 et d'adénocarcinome
de poumon A549/8. L’utilisation du milieu de culture sans sérum (cf. article n°1) permet
d’augmenter la résolution de détection des différents parametres : la consommation de
glucose, la production d’acide lactique et le taux d’acides gras insaturés. Ces paramétres ont
ensuite été étudiés in vivo sur des tumeurs A549/8 et U87 implantées sur la membrane
chorion-allantoidienne de poulet (CAM).

Les résultats obtenus sont présenté dans I’article n°3: « Chemical mapping of
molecular changes during tumor progression by Fourier-transform infrared (FT-IR)
spectrometry and imaging ». (En préparation)

Les cellules A549/8 soumises a des conditions d’hypoxie et/ou de limitation en
glucose sont moins sensibles aux stress oxydants induits dans ces conditions que les cellules
U87 comme I’indique un taux plus faible d’acides gras insaturés. La consommation de
glucose et la production d'acide lactique sont plus faibles pour les cellules A549/8 que pour
les cellules U87 du fait d’une activité métabolique plus faible. Ces deux modeéles cellulaires
ont ensuite été implantés sur la membrane chorion-allantoidienne de poulet afin d’étudier les
variations métaboliques tissulaires liées a la formation du réseau vasculaire. Pour ces deux
lignées tumorales, a des distances supérieures a 150 um des vaisseaux sanguins, on observe
une augmentation de la concentration d’acide lactique et du taux d’acides gras insaturés ainsi
gu’une diminution de la concentration de glucose. L’amplitude de ces effets est plus modérée
au sein des tumeurs A549/8 que dans les tumeurs U87.

En conclusion, en utilisant la spectrométrie FT-IR, nous détectons des variations
biochimiques subtiles liées a des conditions ischémiques au sein de masses tumorales. Cette
technique nous a permis la détermination du statut métabolique cellulaire en terme de

consommation de glucose et d’acides aminés ainsi que de la production d’acide lactique (cf.
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article n°1). La spectrométrie FT-IR nous a en particulier permis de corréler le phénotype
hyper-glycolytique des cellules transformées a leur statut prolifératif et agressif.

Ces analyses, trés rapides, (de I’ordre d’une vingtaine de minutes) sont, de plus,
compatibles avec les investigations anatomo-pathologiques en clinique et constituent ainsi un

outil prometteur d’imagerie biomédicale permettant le diagnostic de cancer.

Article n°3

(Soumis)
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Abstract

To validate FT-IR spectrometry for the analysis of metabolic and structural changes in cancer,
human lung adenocarcinoma (A549/8) and glioblastoma (U87) cells lines were exposed to
increasing glucose concentrations under normoxia or to hypoxia. A549/8 cells exhibited lower
sensitivity to oxidative stress than U87 cells as assessed by the lower fatty acyl chain insaturation
observed through changes in the v=(CH), vai(CH,), and va(CHs) IR absorptions. Glucose
consumption and lactic-acid production under low glucose or hypoxic condition were higher in U87
cells than in A549/8 cells. A549/8 and U87 cells were then xenografted on the chorioallantoic
membrane of chicken egg. Tumor growth was studied by FT-IR imaging after 3, 5, and 7 days of
incubation to determine metabolic and structural changes within the tumor mass. In U87 cells, that
form highly invasive and angiogenic tumors, hypoxia, hypoglycemia, and lactacidosis appeared
after 5 days as determined by FT-IR spectrometry. Severe ischemia and oxidative damages could be
detected after 7 days in the middle of tumors that were thicker than 1.5 mm in diameter. On the
contrary, poorly angiogenic and proliferating A549/8 tumors exhibited higher resistance to
oxidative stress and lower metabolic imbalance under ischemic condition. This indicate that FT-IR
imaging is a valid method to determine subtle chemical changes in tumors and may be developed

into a useful diagnostic tool for the management of malignant disease.
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Introduction

Many solid tumors such as glioma and lung carcinoma pose challenges for disease management and
treatment. For example, malignant glioma has one of the worst prognoses in medicine, with median
survival well below 18 months despite technological advances in treatment (1). Besides
histopathology used for tumor grading, novel diagnostic tools have been developed such as gene
profiling aimed to identify prognostic markers for the outcome of the disease. In addition,
knowledge about intracellular metabolic pathways involved in tumor development may also be
important and provide additional information for diagnosis and treatment of the disease. (2).

Tumor progression is dependent on oxygen delivery and intracellular glucose metabolism. In tumor
cells, low intercellular oxygen tensions (pO_) and a high glycolytic metabolic profile are observed
(3). Hypoxia regulates the transcription of various genes involved in malignant growth, invasion
and metastasis (4). Tumor hypoxia essentially occurs when the growth of the tumor outstrips the
accompanying angiogenesis. Thus, many parts of a developing tumor are hypoxic. Up to 50% to
60% of locally advanced solid tumors may exhibit hypoxic and/or anoxic tissue areas that are
heterogeneously distributed within the tumor mass (5).

As a consequence of hypoxia, tumors consume more glucose than normal tissue. Furthermore,
glucose uptake is increased in tumors (6). The factors limiting glucose and O, uptake are poor blood
flow, impaired microcirculation as well as greater diffusion distances between blood vessels and
cancer cells (7) and cell dehydration (8). Albeit an increase of glycolysis in solid tumors, ATP
production by fermentation to lactic acid is higher in tumors compared to healthy tissue. Tumor
tissue produces 11% of ATP from glucose fermentation to lactic-acid while it is only 2-3 % for
normal tissues. Indeed, lactic-acid production is increased by several folds (9) while its removal is
also reduced as a consequence of impaired surrounding microcirculation. As a consequence, acidic
intracellular and extracellular pH is associated with tumor progression and ischemia.
Carcinogenesis is also associated with an increase in free radicals that induce the peroxidation of

lipids, protein, and DNA and are mutagenic (10). Tumors behave heterogeneously with respect to
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their energy metabolism depending on tumor type and the host environment. Thus, determining the
metabolic profile may provide additional useful information to determine tumor invasiveness.
Diagnostic methods based on Fourier-transform infrared (FT-IR) spectrometry emerged and
developed rapidly during the last decade. In complex systems, such as cells, the overall IR spectrum
depends on all cellular constituents including proteins, lipids, and nucleic acids. The IR spectra can
be used as signatures if spectral patterns are correlated with biological properties. Despite the
possibility of obtaining useful information from IR spectra for different pathologies (11-13), this
method is not yet recognized as a diagnostic tool. At present, the main applications of FT-IR
spectrometry in biomedicine are in bacteria identification (14), molecular structure determination
(15), cancer DNA phenotype recognition (16-18), and molecular concentration determinations (19-
21). One advantage of the FT-IR spectrometry approach is that a spectrum representative of the
whole organic contents may be recorded from an intact cell within a few seconds. A recent
technical advance has been availability of imaging systems able to provide fast FT-IR images of
tissues. Only a few minutes are now required to obtain a functional FT-IR image of a 1 mm? tissue
area. Recently, a very promising study using FT-IR spectroscopy in a mouse model of 3-
methylcholanthrene-induced carcinogenesis, evidenced a cancer phenotype well in advance of a
palpable tumor (18).

The aim of this study is to provide chemical FT-IR imaging of tumor cells and tissues under distinct
in vitro and in vivo conditions. To assess the analytical potential of this technique, we first analyzed
by FT-IR spectrometry two human cell lines known to exhibit different patterns of tumor
development, human glioblastoma (U87) and lung adenocarcinoma (A549/8). U87 cell-derived
tumors are highly invasive and angiogenic and are widely used as a model form human glioma (22).
A549/8 cell-derived tumors are less invasive and angiogenic. We also analyzed the FT-IR
spectrometry profile of cells exposed in vitro to hypoxia or hypoglycemia. Finally, we compared the

profiles of both cell types by FT-IR imaging after grafting on the chick chorioallantoic membrane.
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Experimental Procedures

Cell cultures

A549 human lung carcinoma (ATCC CCL 185) and U87 human glioma cells (ATCC HTB 14)
were maintained in DMEM with glucose, antibiotics, and L-glutamine. Cells were plated and
allowed to adhere for 2 to 4 hr. Nonadherent cells were washed off with PBS, and new culture
medium was added for 24-hours and containing 0, 0.55, 1.11, 2.22, 3.33, 4.44, 5.55, and 17.76
mMol/L of added glucose. The same experimental conditions were also prepared for hypoxia (pO;
= 3%). Culture media were then removed to be placed into sterile tubes (~1 mL) and cells (~10°
cells) were untied and lysed into 300 uL sterile water. Cell solutions were then stored within liquid
nitrogen until analysis.

Cell and culture media FT-IR spectra acquisition

All culture media (~150 pL of initials and post-culture media) were analyzed by FT-IR
spectrometry. Culture media were homogenized with an agitator (Vortex Reax 2000, Heidolf) at
1000 g for 10 sec. Then, 35 pL of each solution were exactly deposited within the cell limits of a
silicon-plate bearing 96 sample cells (Bruker, Germany). The plate was subsequently placed into a
drying vacuum (2 mmHg and silica gel) to evaporate water (60 min for 72 deposits). The plate was
finally put into the analysis compartment of a Bruker Tensor-27 spectrometer equipped with a HTS-
XT auto sampler. The spectrometer used a Globar (MIR) source (7 V), a KBr beam splitter, and a
DTGS/B detector (16-28°C). Beam diameter at the sample location was 6 mm and sample cells
were 7-mm diameter. In all experiments, a 2.0 cm™ resolution was used and acquisitions were
performed using 32 scans. All analyses were performed in triplicate and FT-IR spectra were
averaged, made compatible (3630 X-Y points per spectra to standardize wavenumbers). After return
to ambient temperature, cells FT-IR spectra were obtained using the same protocol as for culture
media. Glucose and lactic-acid concentrations were also determined enzymatically for all culture

media before and after cell culture, as well as on cell solutions.
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FT-IR spectra deconvolutions

Spectral deconvolutions were performed using the Levenberg-Marquardt method for all cell and
culture media FT-IR spectra. For cells only, the v=(CH), vas(CH3), and vas(CH,) absorbances of
fatty acyl chains were determined on the 3100-2800 cm™ spectral region (23, 24). Using the 1300-
900 cm'™ spectral region, spectral deconvolution allowed determination of the v(C-O) absorbance of
glucose (1033 cm™), lactic-acid (1127 cm™). Spectral areas (spectrometer arbitrary unit: a.u.)
corresponding to IR absorptions revealed by deconvolutions were compared to biochemical assays
to determine molecular IR absorptivities (mMol/a.u.) of glucose and lactic-acid from series of pure
product spectra. Equations to determine molecular concentrations from FT-IR spectra were obtained
using molecular IR absorptivities of the molecules and their IR absorption found from spectral
deconvolutions.

CAM-assays

Tumor xenogratfs were prepared as previously described (25). Thirty-six fertilized chicken eggs
(Gallus gallus; E.A.R.L. Morizeau, Dangers, France) were incubated at 37°C in a 80% humidified
atmosphere. On day 4 of embryonic development, a window was made in the eggshell and then
sealed with Durapore tape. On day 10, plastic rings (made from Nunc Thermanox coverslips) were
deposited on the CAM for delimitation of tumor cells samples (xenograft). About 5.10° A549/8 or
U87 cells were deposited on the CAM, after a soft surface scratching to enhance cell grafting
(xenograft-CAM). Three, 5, and 7 days after grafting, xenograft-CAM from 6 chicken eggs for each
cellular type (A549 and U87) were removed. The area containing the ring was cut-out for additional
analysis. Photos of each xenograft-CAM were taken under a stereomicroscope (Nikon SMZ800)
using a digital camera (Nikon Coolpix 950) at days 13, 15, and 17 to verify tumor growth and
viability. After removal, xenograft-CAM were placed into sterile tubes and placed into liquid N,

before analysis.
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Xenograft-CAM tissue FT-IR images acquisition

After return to ambient temperature, xenograft-CAM was laid down flat on cooled glue (polyvinilic
alcohol for cryostat, -20°C) to avoid tissue embedding. Gliomas were analyzed without return to
ambient temperature. Once the tissue was frozen, additional glue was used to homogenize the
sample intended to cryosections (Cryostat 3050-TM, Leica-Microsystems, France). Tissue section
of 20 microns in thickness were performed every ~200 microns to analyze tumor mass contents
from the top of the tumor up to its contact to CAM. Typically, tumor thickness was ~0.5-2 mm,
depending on the incubation time (3, 5, or 7 days). 3 to 7 sections were analyzed, each one
interspaced by 200 um. Tissue section were analyzed by the Spotlight 300 FT-IR imaging system,
equipped with a Spectrum One spectrometer (Perkin-Elmer). FT-IR spectra were obtained using 8
scans (4000-700 cm™) and a 4 cm™ resolution.

FT-IR image data treatment

For all tissue samples analyzed, once the FT-IR image was obtained, an atmospheric correction was
performed to remove CO, and H,O absorptions and the resultant FT-IR image was computer saved.
Transversal capillary blood vessels were spotted using the visible image. Then, 50 microns squared
areas (7*7 pixels) were selected on the FT-IR image moving from the spotted capillaries up to 300-
400 microns in distance. The 49 FT-IR spectra of every selected area were averaged. Deconvolution
was then applied on averaged spectra, as described above, for determining glucose, lactic-acid, and
fatty acyl chain absorptions.

Statistical analyses

All experiments and spectra acquisitions were performed in triplicate and averaged. Data are
presented as mean = SD. Correlations between enzymatic assays and FT-IR data were tested using

Pearson’s coefficient.
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Results and discussion

Culture media analysis by FT-IR spectrometry
We first determined glucose and lactic-acid concentrations in culture media using their most
characteristic IR absorptions deduced from the deconvolution of spectra of pure solutions for the
1200-900 cm™ spectral interval. From FT-IR spectra of pure glucose and lactic-acid solutions, used
as models for band position and shape determination, the bands centered at 1033 and 1127 cm™
could be fixed respectively for glucose and lactic-acid IR absorptions (19, 26). Glucose IR
absorptivity at 1033 cm™ was 0.46 mMol/L/a.u. and that of lactic-acid at 1127 cm™ was 0.187
mMol/L/a.u. Glucose concentrations (Cgi) in the culture media were determined from the FT-IR
spectra absorption band area at 1033 cm™ (Glca,.) and glucose IR absorptivity (Glcaps):

Cgic (MMOl/L) = Glcay, * Glcays (Equation 1)
Similarly, lactic-acid concentrations (C_.) were determined in culture media from the FT-IR
spectra absorption band area at 1127 cm™ (L-A,,) and lactic-acid IR absorptivity (L-Aaps):

CL.a (MMol/L) = L-A,y * L-Aas (Equation 2)
Glucose concentrations determined from FT-IR spectra of culture media were found in accordance
with glucose levels (0 to 17.76 mMol/L) added to culture media (r = 0.98; P = 0.001). An important
characteristic of the deconvolution method using fixed bands at 1033 and 1127 cm™ was that the
1033 cm™ absorption band area did not appear for the FT-IR spectrum of the culture medium
without glucose and that no 1127 cm™ absorption band area appeared for FT-IR spectra of culture
media without lactic-acid (Figure 1A-1B). This result shows the compliance of using FT-IR spectra
deconvolution to determine the absence or presence of the 1033 and 1127 cm™ IR absorption bands
in culture media. Glucose and lactic-acid concentrations determined on culture media, before and
after (post-culture media) cell incubation (Figure 1C-1D), were found in accordance with standard

assays (r = 0.99; P = 0.001 for glucose, and r = 0.97; P = 0.008 for lactic-acid).
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Metabolic changes for A549/8 and U87 cells

A549/8 and U87 cells were incubated under hypoxic or normoxic conditions. Both type of cells had
higher glucose consumption and lactic-acid production under hypoxia than normoxia (P < 0.05 for
both). A higher glucose consumption and lactic-acid production was also observed in U87 cells than
in A549/8 cells (P < 0.05; Figure 2A-2B). No glucose IR absorption was found in the post-culture
media of A549/8 cells with initial glucose concentrations between 0 and 1.11 mMol/L (normoxia
and hypoxia). A similar result was obtained for U87 cells, albeit a higher upper limit was observed
(up to 2.22 mMol/L glucose culture medium). Thus, glycolysis is higher in U87 cells than in
A549/8 cells whatever the glucose concentration added to culture media. These differences between
cells are more pronounced under hypoxic conditions.

Cell extracts were also analyzed by FT-IR spectrometry. FT-IR spectra obtained with a water
dilution ratio of 1/19 (vol/vol) were used to determine glucose and lactic-acid IR absorptions by
deconvolution as shown above for culture media. Cellular glucose and lactic-acid concentrations
were then determined using the following equations:

Cgic (MMOl/L) = Glcay, * Glcaps * 20 (Equation 3)
CL.a (MMol/L) = L-Aay * L-Agss * 20 (Equation 4)

Enzymatic assays performed on separate cell extracts showed that glucose and lactic-acid
concentrations determination was accurate using the method based on FT-IR spectra deconvolution
(P < 0.05 for all series of data; Figure 3A-3B). Glucose concentrations deduced from FT-IR spectra
of A-549-7 cell extracts were low under low glucose concentration and normoxia (0 to 2.22
mMol/L of glucose) as well as under hypoxia (0 to 3.33 mMol/L of glucose; Figure 3C-3D). Only
the 0 mMol/L glucose condition under hypoxia led to a null cellular glucose concentration for
A549/8 cells. By contrast, glucose IR absorption was found null in U87 cell extracts, under
normoxia or hypoxia, for the 0 to 1.11 mMol/L glucose conditions (Figure 3C-3D). For higher
glucose conditions, A549/8 cells extracts had higher glucose and lower lactic-acid concentrations

than U87 cells (P < 0.05 for every series of data).
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These results indicate that FT-IR spectrometry is a valuable analytical tool for determining
concentrations of molecules in fluids and cells, which is also in agreement with previously
published data (13, 14). This report is the first to use spectral deconvolution for determining the
characteristics IR absorptions of glucose (1033 cm™) and lactic-acid (1127 cm™). One advantage of
the method is to avoid errors due to overlapping between IR absorption bands at low concentration
of the compounds (27). Concentrations determined by this method showed that U87 cells exhibited
higher glucose consumption and lactic-acid production than A549/8 cells, which is in agreement

with previous studies (28-30).

Structural changes for A549/8 and U87 cell fatty acyl chains

. We next analyzed the changes in v=(CH), vas(CH3), and v,(CH,) IR absorption band intensities,
which belong mainly to fatty acyl moieties of phospholipids (31). The changes in the
v=(CH)/vas(CH3) and the v,s(CHa)/vas(CH3) IR absorption ratios are indicative of the insaturation
level of phospholipids, an indicator of cellular oxidative stress (21, 23). It was previously proposed
to analyze these bands directly on the spectrum curve, without any manipulation of IR absorption
(32). However, the weak v=(CH) absorption band remained difficult to quantify. Instead, we
performed the deconvolution of the 3100-2800 cm™ spectral interval to isolate the v=(CH),
vas(CH3), and vas(CH>) IR bands of fatty acyl moieties. The weak v=(CH) band could be determined
for every FT-IR spectrum. It was observed that the intensity of this band increased (P = 0.01) for
A549/8 cells exposed to low glucose conditions (0 to 5.5 mMol/L of glucose) while a
corresponding decrease was observed for the v,s(CH;) band (P = 0.01) and no significant change
occurred for the v,(CHs) band (P = 0.43; Figure 4A-4B). The changes in fatty acyl moieties IR
absorptions were found more pronounced under hypoxic conditions (P < 0.05 for every series of
data). These results were consistent with an expected higher phospholipids insaturation under low
glucose conditions, which was further increased under hypoxia (33). In addition, U87 cells exposed

to hypoxia and low glucose presented higher insaturation of fatty acyl moieties than A549/8 cells
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(Figure 4C-4D). The higher insaturation level found in U87 cells is a sign of higher phospholipids
peroxidation under hypoxic and low glucose conditions. The difference with A549/8 cells may be
explained by the fact that human lung epithelial cells are known to be less sensitive to oxidative
stress than other cells due to the over-expression of HK-II that protects mitochondria (34).
Therefore, spectral deconvolution allows the determination of fatty acyl chain absorption changes.
Another important aspect of this approach, combined to the determination of glucose and lactic-acid
concentrations, is that some of the major biochemical aspects of tumor development (altered

metabolism regulation, oxidative stress effects) could be analyzed from single FT-IR spectra.

FT-IR imaging of tumor tissues

The major aim of this study was to provide a chemical mapping of tumors by applying the methods
exposed above on xenogratfts prepared with A549/8 and U87 cells, which exhibit different
angiogenic, metabolic, and biochemical pattern during tumor growth. Tumor cells grown on the
chicken chorioallantoic membrane (CAM) exhibit many features of tumor development as it
happens in patients (25, 35). Tumor growth of A549/8 and U87 cells deposited on chicken egg
CAM was analyzed after 3 to 7 days of incubation (Figure 5). Serial visible image of the tissue
section was first acquired to determine the tumor morphology, and angiogenesis. Tumors tissue
sections (20 microns in thickness) were then analyzed by FT-IR imaging. The FT-IR images of each
area were obtained in transmission mode to collect quantitative FT-IR spectra for every pixel of
6.25 squared microns. For each series of CAM-assays with A549/8 or U87 tumors removed after 3,
5 or 7 days of incubation, 3 to 7 tissue sections covering the thickness of the tumor (~ every 200
microns) were analyzed. Glucose and lactic-acid IR absorptions were measured using the
deconvolution of the 1200-900 cm™ spectral area in the intercapillary space. The deconvolution of
the 3100-2800 cm™ spectral interval was also used for determining fatty acyl chain structure

changes with the v=(CH)/vas(CH3) and vas(CH>)/vas(CH3) ratios.
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FT-IR imaging for A549/8 CAM-assays

For 6 tumors removed from chicken egg 3 days after cell grafting, the mean tumor thickness was
~0.6 mm. It was found that glucose and lactic-acid contents determined on tissue sections did not
change significantly, and this was comparable in all areas of the tumor mass analyzed (top, center,
and bottom). The glucose absorption range determined from deconvolution of averaged FT-IR
spectra was 0.97 — 1.08 a.u. while the lactic-acid absorption range was 1.71 — 2.03 a.u. A mean
variation of 11 % was found for glucose absorption within the tumor mass while that of lactic-acid
was 19%. This indicates that substrate and oxygen availability from CAM tissue was still sufficient
for A549 cells metabolism. Data obtained from the v=(CH)/vas(CHs) and vas(CHa)/vas(CHs) ratios
were also found comparable at any area of the tumor mass analyzed.

For 6 tumors removed after 5 days of incubation, the mean tumor thickness was ~0.8 mm and only
2 tumors presented a rudimentary vascular network as observed using the visible images of tissue
sections before FT-IR imaging analysis. For these 2 tumors, which were also the thicker than 1 mm,
glucose absorption between capillaries (distant from 300 microns on average) was found to
decrease from 1.01 + 0.21 to 0.82 £ 0.20 a.u. (n = 7 measurements, mean decrease = 19 + 9 %),
while lactic acid absorption increased from 1.84 £ 0.33 to 2.42 £ 0.51 a.u. (mean increase = 31 £+ 10
%; P < 0.05). For the remaining 4 tumors without structured vascular network, glucose absorption
within the tumor mass ranged from 0.92 £ 0.18 to 1.05 + 0.21 a.u. (no significant change) while that
of lactic-acid ranged from 1.70 £ 0.31 to 2.18 + 0.44 a.u. (non-linear changes within tissues). It was
interesting to see the differences in metabolic adaptation between tumors with or without a
significant vascular network. Indeed thicker tumors, with a vascular network, presented a lower
glucose and higher lactic-acid content at locations the most distant from blood capillaries than
thinner tumors without vascular network. Substrate deficiency at distant locations from blood
capillaries is the main biochemical parameter promoting the angiogenic response (6, 36). However,

no significant difference was found between tumors for data obtained from the v=(CH)/vas(CHs)
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and vas(CH2)/vas(CHs) ratios, which were remained comparable to the values found on tumors
analyzed after 3 days of incubation.

By contrast, the 6 tumors removed after 7 days of incubation were 1.2-1.5 mm in thickness and
presented a structured vascular network for the whole tumor mass with capillaries 100-300 microns
distant from each other (Figure 6A). For tissue areas with capillaries distant from <200 microns (n =
21 measurements), glucose absorptions ranged between 1.09 £ 0.22 a.u. close to the capillaries, and
to 0.80 + 0.26 a.u., at ~100 microns from capillaries. Absorption dropped to 0.61 + 0.11 a.u. for
tissue locations distant from capillaries by >200-microns (n = 17). Glucose absorption close to
blood capillaries remained comparable to those obtained from the 2 tumors with vascular network
analyzed after 5 days of incubation. In parallel, it was found that lactic-acid absorption close to
capillaries was 1.91 + 0.61 a.u., 2.44 + 1.01 a.u. at 100 microns, and 2.91 + 0.98 a.u. at 200
microns. Therefore, there was a significant dependence of cellular metabolic parameters regarding
the distance to blood capillaries (Figure 6B-6D). Indeed, a 50% decrease in glucose combined to a
200% increase in lactic-acid contents could be found at the locations the most distant to the blood
capillaries in tumors. The metabolic changes within the tumor mass are indicative for tissue
ischemia (37). Only slight changes were observed in v=(CH)/vas(CH3) and vas(CH,)/vas(CHs) ratios
at 200 microns from capillaries. For values obtained in the vicinity of capillaries, the
v=(CH)/vas(CH3) ratio was found increased by 9 £ 4 % while the v,(CH>)/vas(CHs3) ratio decreased
correlatively by 11 + 5 %. These results suggest that tumor ischemia promotes fatty acyl chain
peroxidation at this stage of tumor growth.

FT-IR imaging for U87 CAM-assays

uU87 cells grafted on CAM grew rapidly and formed a compact tumor mass (Figure 5). For tumors
removed after 3 days of incubation, the mean tumor thickness was ~0.5 mm and no sample
presented a structured vascular network. In comparison to A549/8 tumors, there was no significant
difference in glucose and lactic-acid absorptions within the tumor mass (n = 40 measurements;

glucose absorption range: 0.89 — 1.07 a.u., 19% in variation; lactic-acid absorption range: 1.86 —
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2.09 a.u., 12% in variation). Therefore, as for A549/8 cells, no significant variations in glucose and
lactic absorptions could be found within the tumor mass. Data obtained from the v=(CH)/vas(CHs)
and vas(CH>)/vas(CH3) ratios on U87 tumors were also found comparable to that of A549/8 tumors
at the same time, and no significant variation could be observed within tumor mass.

The lack of difference between A549/8 and U87 tumors contrasted with the results obtained after 5
and 7 days of incubation. An important vascular network and tumor mass could be observed for
U87 tumors after only 5 days of incubation (Figure 7), with a ~1.1 mm tumor thickness, in
agreement with previous studies (25). Glucose and lactic-acid absorptions at the vicinity of blood
capillaries were found similar for the 6 samples analyzed (35 measurements; glucose absorption
range: 0.99 — 1.13 a.u., 13% in variation; lactic-acid absorption range: 1.71 — 2.24 a.u., 31% in
variation). These values were similar to the values observed for day 3 tumors. However, lactic-acid
absorptions presented significantly higher values than for the tumors analyzed after 3 days of
incubation (P = 0.03). For measurements performed at a distance of ~200 microns (n = 24) from
blood capillaries, glucose absorption decreased to 0.71 + 0.12 a.u. while that of lactic-acid increased
to 2.96 + 0.55 a.u. Thus, glucose absorption decreased by 30 + 11 % between blood capillaries
while that of lactic acid increased by 50 £ 34 %. This indicates a significant decrease in oxygen and
substrate cellular availability, which promotes an increase in glycolysis (Figure 7B). In parallel,
changes in fatty acyl moieties absorptions were also observed, with an increase of v=CH)/v4s(CH3)
ratio by 15 + 6 % at 200 micron distance and a decrease of vas(CH2)/vas(CHs) ratio by 11 + 9 %, in
comparison to values in vicinity of capillaries.

These metabolic and structural changes were found more pronounced for tumors removed after 7
days of incubation, at a stage were they exhibited an extended vascular network and marked
invasion (~1.8 mm in thickness). Glucose absorption close to capillaries remained globally
unchanged (41 measurements: 1.04 £ 0.27 a.u.) but that of lactic-acid was found increased by 5 + 4
% in comparison to 5 days tumors (2.14 + 0.45 a.u.). This indicated advanced ischemia within

tumors, which was probably due to the increase in tumor mass. This is reinforced by the observation
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that glucose absorption at a ~100-microns distance from capillaries decreased to 0.59 = 0.17 a.u. (n
= 29 measurements, decrease in 44 + 13 %) while, conversely, lactic-acid absorption increased to
3.01 £ 1.16 a.u (increase in 41 + 27 %). Lowest glucose absorptions (n = 6 measurements: range
0.24 — 0.33 a.u.) were obtained at ~200 microns from blood capillaries. Highest lactic-acid
absorptions (n = 6 measurements; range 3.41 — 3.57 a.u.), were obtained at 140-160 microns from
capillaries. Lactic absorptions corresponding to the lowest glucose absorptions at 200 microns
ranged between 3.09 and 3.35 a.u. (Figure 7). Fatty acyl chain absorptions at day 7 showed more
advanced peroxidation within tumors. At 100- and 200-microns distance from capillaries, the
v=(CH)/vas(CHj3) ratio increased by 13 £ 7 and 17 + 10 %, respectively, while the va,s(CH2)/vas(CHs)
ratio decreased correlatively by 15 + 7 and 20 + 12 %. As observed in cell culture, these changes
were more pronounced in U87 tumors than in A549/8 tumors. The difference of magnitude in fatty
acyl chain peroxidation under ischemic condition between tumor types is possibly due to enhanced
protection by the anti-oxidative defense system in A549/8 cells (34).

Taken together, these results indicate that FT-IR imaging is a valuable method for detecting
metabolic changes within tumors. Our study has validated this method by using two different tumor
cell types known for their distinct invasive and angiogenic potential, and by applying selected

specific metabolic constraints or in vivo conditions.

FT-IR imaging for a molecular anatomo-pathology

Various technologies have been developed for cellular and tissue tumor imaging (38), including
MRI (39), computed tomography scan (40), ultrasonography (41), bioluminescence (42),
fluorescence (43), PET scan (44), multi-dimensional power-doppler imaging (45). In most cases,
the use contrast chemicals for discriminating healthy from tumor tissue areas is required. Other
limitations are encountered with imaging techniques, such as poor sensitivity (MRI for example) or

poor resolution (PET for example).
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An imaging technique providing information of the metabolic and structural state of tumor tissue
should give accessible interpretative results within a few minutes, i.e., a delay compatible with the
continuation of surgical intervention. A major application of such a technique is the
extemporaneous diagnosis of small-sized tumors, where the minimum of tissue should be removed.
The FT-IR imaging of a tissue section of about 1 mm? takes about 5 minutes, with 5 other minutes
for a first data treatment and interpretation. Thus, with initial cryosections that takes a few minutes,
diagnosic information is available within 15 to 20 minutes, a delay that remains compatible with the
surgery continuation (39). FT-IR imaging is therefore a valuable technique that can rapidly generate
useful information on specific biochemical pathways as shown in this study for tissue distribution
of glucose and lactic-acid within the tumor. Critical information on structural modifications may
also be obtained at the same time, as shown for fatty acyl chains (peroxidation level of
phospholipids). Thus, FT-IR imaging may be developed into a method for rapid detection of

markers for diagnosis and prognosis of malignant disease.
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Figure legends

Figure 1: Deconvolution of the 1200-900 cm™ spectral interval of culture media FT-IR spectra
without glucose and lactic-acid (A), with 2.22 mMol/L of glucose only (B), and with 1.01 mMol/L
of glucose and 1.23 mMol/L of lactic acid (C). Glucose concentration determined by FT-IR
spectrometry according to equation 1 (D). Hashed bars indicate the absence of IR absorption.
Figure 2: Post-culture media glucose (A) and lactic-acid (B) concentrations for A549/8 and U87
cells exposed to normoxia or hypoxia.

Figure 3: Cell glucose and lactic-acid concentrations for A549/8 and U87 cells exposed to
normoxia or hypoxia. A and B: glucose and lactic-acid concentration determined by standard
enzymatic assay (control) and FT-IR spectrometry. C and D: cell glucose and lactic-acid
concentrations.

Figure 4: Fatty acyl moieties IR absorption changes in A549/8 and U87 cells exposed to normoxia
or hypoxia. A: Changes in the v=(CH)/vas(CHs) and vas(CH2)/vas(CHa) ratios for A549/8 cells, and
B: idem for U87 cells. v=(CH)/vas(CH3) ratio values are magnified by 10 for presentation.

Figure 5: Example of tumor growth for A549/8 and U87 cells on CAM of chicken egg. Levels of
angiogenesis, cell proliferation, and tumor formation are only indications.

Figure 6: Example of data treatment for a chemical mapping of A549/8 tumor content changes. A:
a tissue area presenting blood capillaries distant from 400 microns is selected for FT-IR image
acquisition. Tissue areas of 50*50 microns (7*7 image pixels) are selected between capillaries for
averaging FT-IR spectra (B); Spectra deconvolution for the 1200-900 and 3100-2800 cm™ spectral
intervals allow determination of glucose and lactic-acid absorption change between blood
capillaries (C) and fatty acyl moieties structural changes (D).

Figure 7: Example of data treatment for a chemical mapping of U87 tumor content changes. 50*50
microns tissue areas are selected between blood capillaries. Averaged FT-IR spectra corresponding
to these tissue areas are treated by deconvolution for determining glucose, lactic-acid, and fatty acyl

moieties changes between capillaries. See legend of figure 6 for details.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’ischémie génére au niveau des tumeurs solides divers stress (hypoxie, carences en
nutriments, accumulation de déchets métaboliques, etc.) induisant une réponse adaptative
permettant la survie cellulaire et un comportement plus agressif. Le parametre le plus étudié
est I’hypoxie, mais les carences en nutriments essentiels (glucose, acides aminés) constituent
des stress incontournables modulant également I’activité des cellules transformées et capables

de contribuer a la néovasularisation et au développement des tumeurs.

Dans ce travail de these, nous présentons des conditions expérimentales in vitro
permettant l'analyse séparée de stress ischémiques jusqu’alors peu étudiés (carences en
glucose et en acides aminés). L’étude de I'implication de ces stress dans I’adaptation
métabolique cellulaire et le développement tumoral peut ainsi étre abordée, alors qu’elle est
difficilement envisageable in vivo du fait de leur complexité. De plus, nous avons développé
des conditions de culture en absence totale de sérum pour un meilleur contrdle des nutriments
utilisés. Le milieu de culture complet sans serum permet la prolifération, la survie cellulaire,
le maintien d'un caryotype normal (Loo et al. 1987) et permet aussi de s’affranchir des effets
indésirables du sérum. Ce milieu permet également une étude optimisée des adaptations
métaboliques survenant en ischémie ainsi qu’une détermination plus précise des sensibilités
cellulaires aux différentes carences en nutriments.

Les carences uniques en glucose et de chacun des dix acides aminés essentiels, plus la
glutamine ont eté appliquées sur des cellules tumorales humaines. Les résultats indiquent que
ces nutriments sont tous indispensables a la croissance des cellules A459/8. Ces données
valident notre modeéle de culture pour I'étude de ces carences. Des mesures métaboliques ont
ensuite été réalisées et nous avons confirmé I’existence de compensations énergétiques entre
le catabolisme du glucose et celui de la glutamine. Ces carences conduisent également a un
arrét de la prolifération, a I’altération du phénotype cellulaire ainsi qu’a une augmentation
progressive de la mortalité. Les carences en glutamine ont des effets plus rapides et plus
prononcés que les carences en glucose sur les cellules A549/8.

Nous avons enfin observé qu’en présence ou en absence de sérum le comportement
cellulaire est parfois différent, ce qui établit clairement la nécessité de conditions de culture
sans sérum pour ce type d’étude. L’utilisation de ce milieu de culture est également

envisageable pour I’étude d’autres stress associés a I’ischémie tumorale comme les

209



limitations en vitamines, en fer et en ions divers ou I’accumulation de déchets du
métabolisme cellulaire.

Des études portant sur les relations existant entre ces différents stress (effets cumulatifs,
synergiques ou antagonistes) sont également envisageables par cette approche. Enfin,
I’analyse in vitro plus approfondie des stress ischémiques peut contribuer a la recherche et

I’étude d’inhibiteurs métaboliques plus appropriés contre le développement tumoral.

Une approche du réle de la signalisation UPR a également été réalisée en utilisant la
méme méthodologie. Une étude comparative des effets respectifs des carences de glucose,
d’acides aminés et de I’hypoxie a eté developpée. Lors d’une hypoxie ou d’une carence en
glucose, les lignées de cellules tumorales (A549/8, U87 et C6) induisent la surexpression du
VEGF-A au niveau transcriptionnel et traductionnel. L’induction en absence de glucose n’est
corrélée ni avec I’accumulation des facteurs de transcription HIF-1 et HIF-2, ni avec
I’activation de la voie dépendante de HIF-1, contrairement a ce que I’on observe en hypoxie.
Ces résultats suggerent que les voies de signalisation menant a I’induction du VEGF-A en
absence de glucose sont différentes de celles associées a I’hypoxie. De plus, dans des
conditions de carences en glucose, les cellules A549/8 sécretent le VEGF-A sous une forme
anormalement glycosylée et active de 38 kDa. Nous avons donc envisagé la possibilité que
les voies de signalisation de la réponse UPR pouvaient étre associées a I’expression du
VEGF-A, d’autant qu’un réle primordial des protéines chaperonnes résidentes du RE dans
I’expression de ce facteur avait été rapporté (Ozawa et al. 2001b; May et al. 2005). Nous
avons donc mesuré I’expression de genes cibles de la réponse UPR en réponse a divers stress
et montré que I’augmentation des ARNm du VEGF-A est corrélée avec l'induction de la
transcription de ces génes, ainsi qu’avec I’épissage non conventionnel de XBP-1, en absence
de glucose uniquement. L’épissage de XBP1 et I’induction d’EDEM sont spécifiques de la
voie UPR dépendante de IRE1 (Schroder and Kaufman 2005a). L’utilisation de mutants
dominants négatifs IRE1 de plusieurs lignées cellulaires montre que la privation de glucose
induit ’expression des ARNm du VEGF-A sous la dépendance d’IRE1. Etonnamment,
I’activité de IRE1 est également indispensable & l'induction du VEGF-A en conditions
d’hypoxie alors que qu’XBP1 n’est pas épissé dans ces conditions. Ceci suggeére un réle
potentiel de la réponse UPR dépendante d’IRE1 sur I’activité de HIF-1. Effectivement, nous
montrons que la surexpression de mutants dominants négatifs d’IRE1 inhibe en hypoxie la
transcription de ce facteur en corrélation avec I’inhibition de I’expression du VEGF-A. Les

voies de signalisation associées a I’activité de IRE1 permettent donc de moduler I’expression
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du VEGF-A en réponse a une carence en glucose et a I’hypoxie. De fait, la surexpression de
mutants dominants négatifs de IREL1 inhibe également la vascularisation et le développement
tumoral in vivo.

IRE1 posséde deux activités enzymatiques liées a son domaine cytoplasmique et le
role potentiel de chacune d’entre elle peut étre discuté. En effet, deux types mutants
dominants négatifs de IREL ont été utilisés. Ces mutants inhibent la transduction du signal
UPR dépendante d’IRE1 en bloquant simultanément les activités protéine kinase et
endoribonucléasique ou uniquement I’activité protéine kinase (mutation K599A). La
surexpression de ce dernier (K599A), dans des cellules soumises a une hypoxie ou une
carence en glucose suffit a bloquer I’induction du VEGF-A, ce qui suggére que l’activité
protéine kinase est essentielle a cet effet. Ces résultats sont en accord avec ceux de Romero-
Ramirez et al (2004) indiquant que des cellules XBP1™ forment des tumeurs de petites tailles,
sans modification de I’expression du VEGF-A par rapport aux cellules sauvages. L’induction
du VEGF-A serait donc dépendante de I’activité protéine kinase de IRE1 et non de son
activité endoribonucléasique. Des études de substrats de I’activité protéine kinase d’IRE1
devraient permettre de confirmer cette hypothese.

Du fait de cette activité, la protéine IRE1 constitue une cible thérapeutique potentielle
pour I’inhibition de I’angiogenése induite par le VEGF-A. Plus genéralement, il est également
important de considérer la réponse UPR dans les stratégies d’inhibition du développement
tumoral sachant que I’inhibition des voies de signalisation dépendantes de HIF n’est pas
suffisante pour I’arrét de la croissance tumorale (Carmeliet et al. 1998; Tsuzuki et al. 2000).
Une stratégie envisageable consiste a rechercher dans des banques de composés chimiques
des inhibiteurs spécifiques de IRE1 dans une approche comparable a celle menée sur HIF-1
(Rapisarda et al. 2002). Le criblage d’une banque de ce type va étre entrepris prochainement
en collaboration avec I’équipe du Dr E. Chevet (Université McGill, Montreal).

D’autres études impliquent la réponse UPR dans le développement tumoral, et
notamment dans la survie et la prolifération cellulaires (Ma and Hendershot 2004). La voie de
signalisation PERK/P-elF2/ATF4 est indispensable a la survie des cellules tumorales en
réponse & I’hypoxie (Bi et al. 2005). Pour obtenir une meilleure image des voies de
transduction et de I’activité de la réponse UPR, une analyse plus complete des trois voies
majeures de cette signalisation (PERK, IRE1 et ATF6) est nécessaire. Une approche possible
est celle de I’obtention de cellules tumorales dominants négatifs pour chacun ces trois
« sensors » proximaux. L’analyse globale protéomique et par microarrays définira leurs

implications respectives lors d’une hypoxie ou d’une carence en glucose. Une étude de ce
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type a ete réalisée chez le ver Caenorhabditis elegans (Shen, X. et al. 2005) mais les résultats
obtenus sur ce modele ne semblent pas totalement transposables aux cellules de mammiféres,
en particulier du fait d’une spécialisation moins poussée de chacune des voies. Des études de
ce type présentent d’autres avantages en ce qui concerne les applications techniques. Elles
peuvent en particulier aboutir a la mise au point de marqueurs histologiques et biochimiques

des carences en glucose.

Enfin, en utilisant la méme approche expérimentale de culture sans serum, certains
parametres de la réponse aux carences en glutamine ont également été étudiés. Les cellules
A549/8 soumises a cette carence induisent la surexpression du VEGF-A au niveau
transcriptionnel uniquement. La mesure de la synthese protéique par incorporation de leucine-
H2 nous a permis d’associer I’absence de la surexpression protéique du VEGF-A & un arrét de
la traduction. L’induction des ARNm du VEGF-A lors de cette carence n’est corrélée ni avec
I’induction d’une réponse UPR ni avec la stabilisation des facteurs HIF-1 et HIF-2, ce qui
suggere I’existence d’autres voies de signalisation qui restent a définir. L’une d’entre elles
pourrait étre liée a I’activation de la protéine kinase GCN2 et du facteur de transcription
ATF4 (Roybal et al. 2004). Une autre possibilité serait associée a la stabilisation des ARNm
du VEGF-A (Bobrovnikova-Marjon et al. 2004).

La baisse globale de I’expression de ce facteur dans ces conditions de carence remet
en question I’implication de ce stress dans I’angiogenése mais des résultats différents ont été
obtenus sur d’autres modeles cellulaires (Abcouwer et al. 2002). Ces auteurs observent une
augmentation de la sécrétion du VEGF-A lors d’une carence en glutamine. Il est a noter que

cette augmentation n’est observable qu’en présence de sérum.

En conclusion, une meilleure connaissance de I’action respective des différents stress
composant I’ischemie tumorale et de leurs réles cumulatifs, synergiques ou antagonistes,
reste essentielle pour cibler au mieux les recherches thérapeutiques contre le développement
de la néovascularisation tumorale. D’autres applications de I’étude de I’ischémie sont
envisageables en particulier dans la compréhension d’autres pathologies incluant I’infarctus,
I’attaque cérébrale, et peuvent s’avérer importantes dans le cadre de la transplantation

d’organes et le maintien d’organes isolés.
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Résumé

Dans les tumeurs solides, les cellules soumises a des conditions ischémiques induisent des voies de
signalisation distinctes contribuant a la commutation angiogénique et au développement tumoral. La composante
hypoxique de I'ischémie induit I'expression du VEGF-A par la voie de signalisation dépendante de HIF-1. Par
contre, la contribution des carences en glucose ou en glutamine est peu connue. En utilisant un milieu sans
sérum, nous montrons que l'activation et la signalisation dépendante d’IRE1 sont des événements liant les
réponses dépendantes de I'nypoxie et des carences en glucose a la surexpression du VEGF-A dans divers
modeéles cellulaires. Des cellules tumorales exprimant un dominant négatif de IRE1 et des cellules MEF IRE1”
n’induisent pas I’expression du VEGF-A en conditions d’hypoxie ou de carences en glucose. Ces stress ménent a
I'induction du VEGF-A par des mécanismes en partie distincts. Ces données sont corrélées avec une réduction de
I’angiogenése et de la croissance tumorale in vivo et démontrent le role essentiel joué par IRE1 en réponse a
l'ischémie. En absence de glutamine, les ARNm du VEGF-A sont surexprimés indépendamment de
I'accumulation des protéines HIF et de la transcription des génes dépendants de la réponse UPR. De plus,
I'expression protéique du VEGF-A est diminuée en corrélation avec la réduction de la synthése protéique
globale. Ces résultats suggérent que les carences en glutamine n'ont aucun effet sur le processus angiogénique
induit par le VEGF-A dans certaines tumeurs. Nous avons également recherché I'implication des carences en
glutamine et en glucose dans les réponses métaboliques des cellules tumorales. Ces stress augmentent
rapidement le processus d’apoptose, d’une maniere plus importante en absence de glutamine qu’en absences de
glucose. La spectrométrie FTIR a permis d’évaluer le statut métabolique des cellules tumorales ischémiques et a
corrélé leur phénotype hyper-glycolytique avec leur statut prolifératif et agressif.

Mots clés: angiogenése, UPR (« Unfolded Protein Response »), cellules tumorales, carences en
glucose/glutamine, hypoxie, VEGF-A, IREL, HIF, FTIR, culture cellulaire sans sérum.

Tumoral ischemia and angiogenesis : effects of glucose and amino acids deprivations on VEGF-A
expression by tumor cells. Implication of the Unfolded Protein Response

In solid tumors, cells subjected to ischemic conditions trigger distinct signaling pathways which
contribute to the angiogenic switch and tumor development. The hypoxic component of ischemia leads to the
expression of VEGF-A by the HIF-1-dependent signaling pathways. Alternatively, the contribution of glucose or
glutamine deprivation is still not well understood. Using a serum-free medium, we demonstrate that IRE1
activation and signaling is a common molecular determinant linking hypoxia- and hypoglycemia-dependent
responses to the upregulation of VEGF-A in various cell models. Indeed, tumor cells expressing a dominant
negative IRE1 transgene as well as IRE1” MEF were unable to trigger VEGF-A upregulation upon either
hypoxic or glucose deprivation conditions. We showed that these various cellular stresses lead to the induction
of VEGF-A by partly distinct mechanisms. These data correlated with a reduction of tumor angiogenesis and
growth in vivo and demonstrated the essential role played by IRE1 in response to tumor ischemia. Under
glutamine deprivation, VEGF-A mRNA was up-regulated and this effect was neither associated to HIF proteins
accumulation nor to the transcriptional induction of UPR-dependent genes. Besides, VEGF-A protein expression
was down-regulated in correlation to the global decrease of protein synthesis. These results suggested that
amino-acids deprivation has no effect on the VEGF-A-driven angiogenic process in a number of tumors. We
then questioned the implication of glucose and glutamine deprivations in the metabolic responses of tumor cells.
This stress rapidly increase the apoptotic response of the cells, and to a much greater extent in the absence of
glutamine than under glucose deprivation. FTIR spectrometry was used to evaluate the metabolic status of tumor
cells and correlated the hyper-glycolytic phenotype with their proliferative and aggressive status.

Key words: angiogenesis, UPR (« Unfolded Protein Response »), tumor cells, glucose/glutamine deprivation,
hypoxia, VEGF-A, IRE1, HIF, FTIR, serum-free cell culture.
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